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1. RESUMEN

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es una alteracion celular originada en el epitelio del
cuello uterino, que se manifiesta inicialmente a través de lesiones intraepiteliales
precursoras de alto y bajo grado con un avance lento y progresivo hacia cancer invasor.
En México, a pesar de las estrategias preventivas, esta neoplasia, continla siendo la
segunda causa de muerte en mujeres. El tratamiento de primera linea para el CaCu es
la quimioterapia a base de platino como cisplatino (CDDP). Sin embargo, este ocasiona
serios efectos secundarios como: cardiotoxicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad y
principalmente la nefrotoxicidad y la quimioresistencia. La Alfa-mangostina (a-M) es una
xantona derivada del extracto etandlico del pericarpio de Garcinia mangostana Linn. A
este compuesto se le han atribuido propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y
anticancigenas, entre otras. Previamente se demostré que a-M aumenta la citotoxicidad
de CDDP en células tumorales y con poco efecto sobre el tejido renal; este efecto se
relaciono6 con el aumento de las especies reactivas de oxigeno (EROSs), la apoptosis, y la

modificacion en el ciclo celular.

El objetivo de este trabajo fue determinar si el mecanismo que opera es a través del
incremento de proteinas pro-apoptoéticas y disminucion de proteinas antioxidantes, se
utilizaron tumores de ratones hembras atimicos, a los cuales se les desarrollo un
xenotransplante donde se formaron 4 grupos, control, a-M, CDDP y la combinacion de a-
M+CDDP. Los tumores se homogenizaron para la extraccién y cuantificacion de proteinas
por la técnica de Bradford, los niveles de proteinas se determinaron por la técnica de
Western blot con electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) al 12%, se utiliz6 actina como proteina de carga. Se midieron las proteinas
apoptaticas proteina 2 del linfoma de células B (Bcl2), proteina X asociada a Bcl2 (Bax),
y pro-acido aspartico cisteinil proteasa (caspasa)-3, asi como las proteinas antioxidantes
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPx). También se
estudiaron los niveles de transcripcion de estas proteinas antioxidantes por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usando como gen enddgeno Hipoxantina
fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1).



Se observd una importante participacion de la via apoptoética en el tratamiento de la
combinacion de a-M+CDDP, donde se observa un aumento de Bax, una disminucion de

Bcl2, asi como el aumento indirecto de caspasa-3.

También se observo la participacion de la via antioxidante, donde se encontré una
disminucién en los niveles de CAT y un aumento significativo en los niveles de SOD y
GPx, en los tumores de los ratones tratados con la combinacién a-M+CDDP, estos
resultados no correlacionaron con los niveles génicos, por lo que no se observé una

relacion entre la expresién génica y los niveles de proteina.

En este trabajo se concluye que la disminucion del tamafio tumoral en los ratones tratados
con la combinacién de a-M+CDDP interviene en la sintesis de proteinas de la via
intrinseca de la apoptosis y de las enzimas antioxidantes, sin presentar una relacion en

la expresidn génica de las enzimas antioxidantes, lo que potencia el efecto del CDDP.

A futuro se quiere estudiar la participacion de las vias de sefalizacion que participan en
la resistencia a farmacos como la familia MDR1/ABCBL1, vias de supervivencia celular y

proliferacion como PI3K/AKT y las proteina quinasa activadas por mitdgenos (MAPK).



2. ANTECEDENTES

2.1 CANCER

El cancer es un término genérico que se utiliza para designar multiples enfermedades.
Es un trastorno caracterizado por un desequilibrio entre la proliferacion celular y los
mecanismos normales de muerte celular, siendo asi un proceso de crecimiento y
diseminacién incontrolada de las células, capaces de invadir y destruir los tejidos
adyacentes, asi como diseminarse hacia 6rganos distantes deteriorando su funcion
(metastasis) (Granados-Garcia et al., 2016; Organizacion mundial de la salud, OMS,
2017b).

El cancer inicia con la transformaciéon de una sola célula (Figura 1), que puede ser
originada por factores externos y factores genéticos. Dentro de los factores externos se
encuentra el indice de masa corporal elevado, la deficiencia en el consumo de frutas y
verduras, la falta de actividad fisica, consumo de tabaco y alcohol, e infecciones causadas
por virus como el de la hepatitis By C, y el virus del papiloma humano (VPH), etc (OMS,
2017a).

Cambios

genéticos % "9’):‘_3\
. _,,, @) Do

Duplicacion Tumor
maligno

Célula Célula
normal cancerigena

Figura 1. Desarrollo del cancer. Fuente: Canadian Cancer Society (CCS) (2017).

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. De acuerdo con la
Agencia Internacional para la Investigacion del cancer (IARC, International Agency for
Research on Cancer) las neoplasias que causan un mayor numero de incidencia y muerte

en mujeres a nivel mundial son: el cancer de mama, el colorrectal, el de pulmodn, el cancer



cérvico-uterino (CaCu), y el de estobmago (Tabla 1). Donde el cancer de mama, el
colorrectal y el CaCu encabezan la lista de prevalencia a 5 afios (IARC, 2012).

Tabla 1. Incidencia, mortalidad y prevalencia (5 afios) de 10 principales tipos de cancer en

mujeres a nivel mundial.

Tipo de cancer Numero de casos
Incidencia Mortalidad Prevalencia (5 afios)
Mama 1671 149 521 907 6 232 108
Colorrectal 614 304 320 294 1590 151
Pulmon 583 100 491 223 626 382
Cérvico-uterino 527 624 265 672 1547 161
Estdbmago 320 301 254 103 507 340
Utero 319 605 76 160 1216 504
Ovario 238719 151 917 586 624
Tiroides 229 923 27145 934 805
Higado 228 082 224 492 179 825
Linfoma no Hodgkin 168 098 84 266 369 475

Fuente: IARC (2012).

2.2 CANCER CERVICO-UTERINO

El cuello uterino es la parte fibromuscular inferior del Gtero. El tamafio y forma del cuello
uterino varia segun la edad, numero de partos y el ciclo hormonal de la mujer. El cuello
uterino conecta el cuerpo del Utero con la vagina, la parte del cuello uterino mas cercana
al cuerpo del utero se llama endocérvix y la parte proxima a la vagina, es el exocérvix (o

ectocervix) (Figura 2) (American Cancer Society, ACS, 2016).

El endocérvix esta cubierto por epitelio cilindrico o glandular (una sola capa). El exocervix
presenta dos labios: anterior y posterior, estas estructuras se delimitan por el orificio
cervical externo recubierto por epitelio escamoso estratificado no queratinizante (lo
constituyen cuatro capas). La zona de transformacion es donde el epitelio glandular ha
sido o esta siendo reemplazado con el nuevo epitelio escamoso metaplasico, este

fendbmeno es considerado normal, sin embargo, cuando se presentan lesiones



intraepiteliales o cambios displasicos se observa signos de carcinogénesis cervical. Es
por ello que la Guia de Practica Clinica (GPC) S-146-08 del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) define CaCu como una alteracion celular originada en el epitelio del cuello
uterino, manifestandose inicialmente, a través de lesiones intraepiteliales precursoras de
bajo y alto grado, de avance lento y progresivo hacia cancer invasor (cuando la lesion

traspasa la membrana basal) (Secretaria de Salud, 2011).

Trompas de Faloplo

Endocérvix

Cuerpo
del Utero

Cuello
Uterino

Vagina Exocérvix

Figura 2. Anatomia del aparato reproductor femenino. Los 6rganos del aparato reproductor
femenino incluyen las trompas de Falopio, Los ovarios, el cuerpo del Utero, el cuello uterino y la
vagina. Fuente: ACS (2016).

Los dos tipos mas comunes de CaCu son el carcinoma de células escamosas y el
adenocarcinoma. Donde el carcinoma escamoso es el de mayor incidencia dentro de este
tipo de neoplasia y el adenocarcinoma solo se presenta en un 10% de la poblacion, pero
es el mas agresivo (Sellors y Sankaranarayanan, 2003; Gomez-Fernandez, 2007; Tatti,
2008; ACS, 2016).

La presencia del VPH es la principal causa que desencadena el CaCu. El VPH es un
virus de acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) circular de doble
cadena de casi 8 000 pares de bases (PB) y pertenece a la familia Papilloma viridae,
pertenece al grupo 1 de la clasificacion de Baltimore (Baltimore, 1971). Hay mas de 150

genotipos, de estos, 15 causan CaCu. El VPH que afecta el tracto genital inferior se deriva



de cinco especies: alfa 5 (VPH Tipos 26,51, 69, 82), alfa 6 (VPH Tipos 53, 30, 56), alfa 7
(VPH Tipos 18, 39, 45, 59, 68, 70), alfa 9 (VPH Tipos 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67) y alfa 10
(VPH Tipos 6,11, 13, 44, 74). Los tipos de VPH mas frecuentes asociados con displasias
de alto grado en todo el mundo son los tipos 16 y 18 que infectan al epitelio cercano a la
zona de transformacion del cuello uterino (Carter et al., 2011; Seiden, 2012). La muerte
celular programada en la infeccion por VPH, es interferida a través de p53 por el oncogen
E6 por el bloqueo del ciclo celular inducido por el inhibidor de la cinasa dependiente de
la ciclina p21 y por Bax. Se sabe que p53 es inactivada por la oncoproteina supresora
del VPH EB6, la cual se une a la proteina p53, y promueve su degradacion, por lo que su
funcion se altera durante la infeccion con VPH de alto riesgo, sin que se produzca una
verdadera mutacion del gen (Uchiyama et al., 1997). Las proteinas E6 y E7 del VPH, son
importantes por sus propiedades oncogénicas ya que tienen la capacidad de inmortalizar
y transformar las células del cuello uterino y por otra parte mantendran el ambiente celular
para que el genoma viral pueda subsistir mientras no se encuentre incorporado en los
cromosomas (Garcia-Tamayo et al., 2009). Las infecciones por el VPH en mujeres son
asintomaticos, las lesiones pre neoplasicas pueden identificarse después de 20 afios, sin
embargo en algunas mujeres puede presentarse entre 5y 10 afos, esto depende de los
factores de riesgo como son: la iniciacion sexual a edad temprana, el nUmero de parejas
sexuales y las relaciones con parejas sexuales promiscuas, mala alimentacion, el

consumo de tabaco y alcohol, entre otras (Einstein et al., 2001; ACS, 2016).

Esta neoplasia es la cuarta mas frecuente a nivel mundial en mujeres en paises en vias
de desarrollo. EI CaCu causa mas de 266 000 defunciones anuales, donde el 87% es en
paises subdesarrollados. La incidencia de CaCu es en particular alta en mujeres que
viven en América Central, Sudamerica, el Caribe y sur y este de Africa (Figura 3). La
tendencia de la mortalidad es descendente debido a una menor incidencia de la
enfermedad por la mejora en las condiciones sociales y la respuesta de los sistemas de
salud, sin embargo, en México el CaCu contintdia siendo la segunda causa de muerte por

cancer en la mujer (Seiden, 2012; Secretaria de Salud, 2015).
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Figura 3. Estimacion de la tasa de incidencia de CaCu, estandarizado por edad a nivel mundial.
Fuente: IARC (2012).

En nuestro pais se estima una incidencia de 13 960 casos (Tabla 2). En el afio 2012, se
registraron 3 771 defunciones en mujeres de 25 afios, mientras que para mujeres
mayores de 25 afos se registraron 4 056 defunciones con una tasa de mortalidad de 11.9
defunciones por cada 100 000 mujeres. Los datos anteriores nos sefalan que, a pesar
de los avances de los programas de deteccion temprana y prevencion establecidos por
la secretaria de salud, la mortalidad en este tipo de neoplasia continda situandose dentro
de las primeras posiciones tanto en nuestro pais como a nivel mundial (Secretaria de

salud, 2015; Instituto Nacional de las Mujeres, 2015).

Tabla 2. Estimacion de incidencia y muerte en mujeres mexicanas de todas las edades.

Afo Incidencia Muerte
2012 13 960 4769
2015 15988 5511
2020 17 940 6 480

Fuente: IARC, (2012).

La clasificacion del CaCu se basa en dos sistemas: el sistema tumor, nédulo linfatico y

metéstasis (TNM) del Comité Estadounidense Conjunto sobre el cancer y la Federacion



Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO), ambos se basan en el tamafio del
tumor, su localizacién, el tipo de células (adenocarcinoma o carcinoma de células
escamosas), la diseminacion a ganglios linfaticos cercanos, la diseminacion fuera del

sistema reproductor femenino para estadificar la neoplasia y el grado del tumor.

Estadios del cancer cervicouterino

Estadio 0 | ] 1] 1\
Extension Carcinoma Confinado Enfermedad Enfermedad Invade vejiga,
del tumor in situ al cuello mas alla del en la pared recto o

uterino cuello uterino pélvica o en el metastasis
pero no llega a tercio inferior
la pared pélvica de la vagina
o al tercio inferior
de la vagina
Supervivencia 100% 85% 65% 35% 7%
a 5 anos

Cavidad 47% 28% 21% _ Pared 4%

Estadiode  (terina
presentacion

pélvica lateral

Trompa —=
de Falopio

Pared N

uterina Cuerpo
Orificio interno Cuello
Orificio externo —~-¥ 4 UterlnﬁA

Figura 4. llustracién anatémica de los estadios de CaCu definido por localizacion, extension del

tumor, frecuencia de presentacion y supervivencia. Fuente: Seiden (2012).

La estadificacion del CaCu como se muestra en la figura 4, depende de los hallazgos
patolégicos. En el estadio 0 es Carcinoma in situ primario, para el estadio | el cancer esta
estrictamente confinado al cérvix, la extensién del cuerpo debe ser descartada, esta
divido en estadio IA donde el carcinoma invasivo puede ser diagnosticado sélo por
microscopia y IB donde todas las lesiones son macroscopicamente visibles
aproximadamente de 4 cm. En el estadio Il el tumor invade mas alla del Gtero, pero no
alcanza la pared pélvica o al tercio inferior de la vagina, se divide en IIA donde no hay
invasion parametrial y 1IB con invasion parametrial obvia. El estadio Il el tumor invade
hasta la pared pélvica o el tercio inferior de la vagina, el estadio IlIA el tumor invade el
tercio inferior de la vagina, no invade la pared pélvica y IlIB el tumor invade la pared

pélvica que causa hidronefrosis o rifion no funcional. Finalmente el estadio IV el cancer



se ha extendido mas alla de la pelvis verdadera o infiltra la mucosa del recto y la vejiga,
el estadio IVA es la invasion a drganos adyacentes y IVB metastasis a distancia
(Secretaria de Salud, 2010).

2.3 TRATAMIENTO

El esquema de tratamiento empleado contra el CaCu depende del estadio en que se
encuentra. Los principales tratamientos son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia
y/o la combinacion de ellos. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM)-014-SSA2-
1994, menciona que en estadios tempranos (I y 1lA) se recomienda un tratamiento
conservador como la electrocirugia, la laserterapia, la crioterapia, la conicacion con bisturi
frio y la histerectomia parcial o total; mientras que para estadios avanzados se consideran

tratamientos con radioterapia y quimioterapia (Secretaria de Salud, 2007).

En la radioterapia se utilizan rayos X o particulas de alta energia para destruir las células
cancerosas, estas se pueden emplear sola o en combinacion con la quimioterapia y/o la
radiacion interna o braquiterapia donde la fuente de radiacion se coloca en la vagina o en
el cuello uterino (ACS, 2016).

La quimioterapia consiste en la administracion de farmacos via intravenosa u oral, para
la eliminacién de células cancerosas. Debido a la elevada toxicidad de los farmacos anti-
neoplasicos, la forma de administrarla es en ciclos (ACS, 2016).

2.3.1 CISPLATINO

El quimioterapéutico de primera linea utilizado para varios tipos de cancer solido, incluido
el CaCu, es el cis-diaminodicloroplatino o cisplatino (CDDP) (Cohen y Lippard, 2001).

El CDDP es un compuesto de coordinacion metélico con platino con una geometria planar
cuadrada (Figura 5), es ligeramente soluble en agua y soluble en dimetilprimanida y N,N—
dimetilformamida, tiene un peso molecular de 301,1 g/mol y una densidad de 3,74 g/cm?

(Dasari y Tchounwou, 2014).
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Figura 5. Estructura quimica del CDDP.

El mecanismo de accién del CDDP reportado es el siguiente: en el citoplasma los atomos
de cloruro son desplazados por moléculas de agua, activAndose asi el CDDP dentro de
la célula, los efectos antineoplasicos del CDDP han sido atribuidos a su capacidad de
generar aductos con el nitrogeno 7 de las bases purinas del DNA (Galluzzi et al., 2014),
bloqueando el ciclo celular y activando la muerte celular por apoptosis 0 muerte celular
programada. Por otra parte, el CDDP también aumenta la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) lo que dafia a la mitocondria e induce apoptosis y la muerte
de la célula (Ozben, 2007). Por lo tanto, parece haber multiples mecanismos que

subyacen al potencial citotoxico y antiproliferativo del cisplatino (Figura 6).

La principal via de sefializacién que relaciona las lesiones de DNA inducidas por CDDP
con la apoptosis consiste en la activacion secuencial de la ataxia telangiectasia mutada
(ATM) y la proteina relacionada con RAD3 (ATR, un sensor de dafio en el DNA) y el punto
de control cinasa 1 (CHEK1, el sustrato y rio abajo efector de ATR), que a su vez fosforila
la proteina de supresion del tumor TP53 en serina 20, lo que permite su estabilizacion.
La TP53 activada ejerce funciones letales a través de mecanismos nucleares y
citoplasmicos que finalmente conducen a la permeabilizacibn mitocondrial de la
membrana externa (MOMP) o al aumento de la sefializacion a través de receptores de
muerte seguidos de muerte celular (Galluzzi et al., 2011) En respuesta al cisplatino,
CHEK1 ademas ha demostrado activar varias ramas del sistema de proteina quinasa
activadas por mitdgenos (MAPK), incluidas las mediadas por quinasas reguladas por
sefales extracelulares, cinasas N-terminales de c-JUN y proteinas quinasas activadas
por estrés (Galluzzi et al., 2012). El dafio del DNA causado por CDDP activa las cascadas

de respuesta al dafio del DNA (DDR) que coordinan una interaccion compleja de las vias
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descendentes para determinar el destino celular, incluida la coordinacion de la reparacion

del DNA, el ciclo celular y la apoptosis.
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Figura 6. Modos de accion de cisplatino. El cisplatino intracelular se convierte rdpidamente en

agua y altamente reactivo. El cisplatino acuoso puede, unir residuos de cisteina y metionina en
proteinas y bases purinas de DNA. En el ndcleo, esto conduce a la generacion de aductos
intercatenarios e intracatenarios que son reconocidos por la maquinaria sensible al dafio del ADN.
Si el grado de dafio no se puede reparar, los aductos de cisplatino desencadenan la activacion
de una respuesta de dafio al ADN (DDR) que con frecuencia implica la quinasa ATR, CHEK1 y

CHEK?2 y la proteina supresora del tumor TP53. A su vez, TP53 transactiva varios genes cuyos
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productos facilitan la permeabilizacion mitocondrial de la membrana externa (MOMP),
desencadenando asi la apoptosis intrinseca, asi como genes que codifican componentes de la
via apoptética extrinseca. MOMP (solo o con la contribucion de las sefiales transducidas por el
receptor de la muerte BID) desencadena la cascada de caspasas, asi como mudltiples
mecanismos independientes de caspasa que finalmente sellan el destino de la célula. Varias otras
vias de sefializacion vinculan el dafio del DNA inducido por cisplatino a MOMP y muerte celular.
En el citoplasma, la interaccion entre cisplatino y GSH, metalotioneinas o proteinas
mitocondriales como el VDAC resulta en el agotamiento de equivalentes reductores y/o sostiene
directamente la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). ROS puede desencadenar
directamente MOMP o exacerbar el dafio del DNA inducido por cisplatino, jugando asi un papel

doble en la citotoxicidad del cisplatino. Fuente: Galluzzi et al. (2012).

La DDR se inicia en el sitio del dafio del DNA por las proteinas quinasas tempranas
(sensor): ATM ATR y DNA-PKcs. ATM esta principalmente involucrado en la DDR a las
rupturas de DNA de cadena sencilla y doble (DSB). Las DSB pueden caracterizarse por
la deteccion de focos y-H2AX, que son los efectores rio abajo de la ruta de DDR y se ha
observado que se correlacionan directamente con el nUmero de DSB y cuya persistencia
se correlaciona con la supervivencia celular. La ATR es importante en la DDR para las
rupturas de cadena Unica, que se cree que se desarrollan en el DNA dafiado por CDDP
a través del estrés de replicacion. La funcion deteriorada de ATM o DNA-PKcs conduce
a la radiosensibilizacion, mientras que la inhibicion de ATR ha demostrado que sensibiliza
algunas células al CDDP (Galluzzi et al., 2012; Sears et al., 2016).

A pesar de la alta eficacia del CDDP y su bajo costo, su uso es limitado debido a los
severos efectos secundarios que presenta, tales como: cardiotoxicidad, dafio hepatico,
dafio neuronal, dafio gastrointestinal y principalmente la nefrotoxicidad y la
quimioresistencia (Molitoris y Finn, 2001; Pérez-Rojas et al., 2009; Dasari y Tchounwou,
2014).

Por lo que actualmente se continda con la busqueda de nuevos compuestos, que solos
0 en combinacion con este disminuya sus efectos secundarios sin afectar la toxicidad del

antineoplasico. Dentro de estos compuestos esta la alfa-mangostina (a-M).
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2.4 MANGOSTAN
2.4.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS

El mangostan (Garcinia mangostana Linn), pertenece a la familia Clusiaceae, es un arbol
tropical del sureste de Asia que crece de 7 a 12 m de altura, su tronco es recto con una
corona piramidal, su corteza es color marrén oscuro, por dentro su color es amarillo, de
textura gomosa y latex amargo. Las hojas del arbol son de tallo corto, ovalados, oblongas
o elipticas, gruesas, de color verde oscuro brillan por arriba y verde amarillo opaco por
debajo, sus flores son de 4-5 cm de ancho, sus pétalos pueden ser de color verde

amarillento bordeado de rojo o completamente rojos (Figura 7) (Morton, 1987).

La fruta se clasifica en climatéricas y no climatéricas, dependiendo del patrén respiratorio
y produccion de etileno durante la maduracion organoléptica o de consumo. Las frutas
climatéricas son las que incrementan su ritmo respiratorio y la produccion de etileno lo
que produce cambios en el color, sabor, aroma y textura, estos cambios son rapidos,
intensos y variados, y se pueden presentar en la planta o después de ser cosechadas.
Por el contrario, en las frutas no climatéricas, los procesos de desarrollo y maduracién
organoléptica son continuos y graduales; manteniendo éstas, en todo momento, hay
niveles bajos de respiracion y de produccién de etileno, por lo que solo maduran para su
consumo en la planta (Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion, FAO, 2007). El fruto del mangostan es un fruto no climatérico ya que debe

madurar en el &rbol pues no madurara después de la cosecha (Morton, 1987).

El fruto maduro del mangostan (Figura 7), es de color purpura, puede 0 no contener
semillas, tiene entre 6 a 8 segmentos triangulares de pulpa blanca, jugosa, suave, con
un ligero sabor acido, y es conocido como “La reina de las frutas” por sus propiedades
sensoriales. Es cultivado principalmente en Tailandia, Malasia, Indonesia y Filipinas
(Zhang et al., 2017; Chin y Kinghorn, 2008; Morton, 1987).
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Figura 7. Maduracion organoléptica del mangostan. Fuente: Van Nooten (1863).

2.4.2 COMPOSICION QUIMICA DEL FRUTO DEL MANGOSTAN

En la tabla 3 se muestra el andlisis quimico proximal de la fruta, donde se observa que la
mayor parte del fruto esta constituido por agua y carbohidratos, también contiene
minerales como el hierro, que le atribuye propiedades para la reduccion del anién

superoxido (O27) y el peroxido de hidrégeno (H202) (Morton, 1987).

Los compuestos bioactivos conocidos como nutraceuticos, son aquellos compuestos no
nutricionales contenidos en pequefias cantidades, que son de origen vegetal y son vitales
para el mantenimiento de la salud humana (Biesalski et al., 2009; Patil et al., 2009). A
finales del siglo XX avances importantes sobre la composicién de los alimentos para
determinar actividades biologicas, contribuyé a la identificacion de determinados
componentes de la dieta (fitoquimicos) como factores potencialmente implicados en la
prevencion de procesos patolégicos (Cardenas et al., 2014).

14



Tabla 3. Valor nutrimental del fruto del mangostan

(Por cada 100 g de porcion comestible).

Calorias 60-63
Agua 80.2-84.9
Proteinas 0.50-0.60 g
Grasas 0.1-06¢g
Carbohidratos 14.3-15.6 g
AzUcares totales (sacarosa,

glucosa y fructosa) 164216829
Fibra 5.0-5.1¢g
Ceniza 0.2-0.23 g
Calcio 0.01-8.0 mg
Fosforo 0.02-12.0 mg
Hierro 0.20-0.80 mg
Tiamina 0.03 mg
Acido ascorbico 1.0 -2.0 mg

Fuente: Morton (1987).

El pericarpio del mangostan contiene una variedad de compuestos biolégicamente
activos como: xantonas, terpenos, antocianinas, taninos y fenoles (Shan et al., 2011). Los
principales compuestos bioactivos son las xantonas preniladas y oxigenadas (Figura 8),
sin embargo se han derivado mas de 68 compuestos tipo xantona (Pérez-Rojas et al.,
2009; Wang et al., 2013; Shan et al., 2011).
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Figura 8. Estructura quimica de las principales xantonas aisladas del mangostan. Fuente: Shan
et al. (2011).

2.4.3 USOS DEL MANGOSTAN

Por varios afios en el sureste de Asia, el pericarpio del mangostan se ha usado dentro de
la medicina tradicional para el tratamiento infecciones de piel, ulceras, diarrea, amebiasis,
inflamacion y cicatrizacion de heridas (Farnsworth y Bunyapraphatsara, 1992; Pedraza-
Chaverri et al., 2008).

Diversos estudios han demostrado que estos compuestos poseen actividad: (a) anti-
bacteriana (Chomnawang et al., 2007), (b) fungicida (Gopalakrishnan et al., 1997), (c)
anti-inflamatorias (Shankaranaraya et al., 1979), (d) antioxidantes (Pérez-Rojas et al.,
2009; Pedraza-Chaverri et al., 2008), (e) neuroproteccion (Weecharangsan et al., 2006)
y (f) anticancerigenas (Shan et al., 2011).

2.5 ALFA-MANGOSTINA
La a-M es la xantona prenilada mas abundante del mangostan (78%) y la mas estudiada

(Zhang et al., 2017), se aisl6 por primera vez del pericarpio de la fruta por Schmid en
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1855, pero fue hasta 1958 que Yates y Stout establecieron su estructura quimica (1,3,6-
trihidroxi-7-metoxi-2,8-bis(3-metil-2-butenil)-9H-xanten-9-ona) tiene un peso molecular
de 410.46 g/mol, es de color amarillo, es insoluble en agua, pero soluble en etanol,
ademas, puede ser aislada de diversas partes del arbol del mangostan como la corteza
y el latex (Jefferson et al., 1970; Govindachart et al., 1971; Mahabusarakam et al., 2006).
En diversos estudios se ha demostrado que esta molécula es uno de los fitoquimicos que
presenta mayor actividad biolégica como antioxidante, antiinfecciosa, anticancerigena y
antidiabética; también posee propiedades neuroprotectoras, hepatoprotectoras,
nefroprotectoras y cardioprotectoras (Sanchez- Pérez et al., 2010; Ibrahim et al., 2016).
En este estudio nos basaremos en dos de sus propiedades: la anticancerigena y la

antioxidante.

2.6 ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA DE a-M

En la actualidad se ha demostrado que el consumo de productos de origen natural tiene
efectos benéficos para la salud (Ross-Watson y Preedy 2013; Griffiths et al., 2016; Rauf
et al., 2017; Zhang et al., 2017). En los ultimos afos, a-M ha demostrado inhibir el ciclo
celular e inducir la apoptosis por la via mitoncondrial de varias lineas celulares de cancer
(Akao et al., 2008; Alisha et al., 2012; Wang et al., 2013; Ibrahim et al., 2014).

2.6.1 APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada, caracterizado por su
morfologia como la disminucion del volumen celular, condensacion de cromatina,
repliegues en la membrana plasmatica, fragmentacion de la cromatina, fragmentacion del
ndcleo y formacion de cuerpos apoptoticos (Savill y Fadok, 2000; Kurosaka et al., 2003),
y por ser un mecanismo bioquimico dependiente de energia, el cual puede ser
desencadenado por dos vias principalmente: la via intrinseca o mitocondrial y la via
extrinseca o muerte por receptores, sin embargo, existe una via adicional que implica la
citotoxicidad mediada por células T y la muerte por perforina-granzima dependiente de la
célula. Esta via puede inducir la apoptosis via granzima B o granzima A. Las vias
extrinseca, intrinseca y granzima B convergen en la misma via terminal o de ejecucion,
gue inicia por la escisién del acido aspartico cisteinil proteasa (caspasa)-3 y da como

resultado la fragmentacion del DNA, la degradacion de proteinas citoesqueléticas y
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nucleares, la reticulacion de proteinas, la formacion de cuerpos apoptéticos, la expresion
de ligandos para receptores de células fagociticas y finalmente la captacion por células
fagociticas. La via de la granzima A activa una via de muerte celular paralela,
independiente de caspasa, a través de dafio de DNA monocatenario (Elmore, 2007;
Martinvalet et al., 2005).

2.6.2 VIA INTRINSECA

Esta via implica estimulos iniciados en la mitocondria, estos estimulos producen cambios
en la membrana mitocondrial que resulta en la MOMP, la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial (PMM) y la liberacibn de dos grupos de proteinas pro-

apoptoticas, del espacio intermembranal al citosol (Figura 9) (Elmore, 2007).

El primer grupo de proteinas pro-apoptoéticas activan la via mitocondrial dependiente de
caspasa y esta conformado por el citocromo ¢, un componente de la cadena de transporte
de electrones; el segundo activador de caspasa derivado de la mitocondria
(Smac)/DIABLO vy la serina proteasa mitocondrial HtrA2/Omi (Du et al., 2000; Garrido et
al., 2006; Green y Reed, 1998).

Una vez liberado el citocromo c al citosol se une y activa al factor 1 activador de la
proteasa apoptotica (Apaf-1, por sus siglas en inglés) aumentando la afinidad de ésta por
adenosin trifosfato (ATP) asi como procaspasa-9, formando un "apoptosoma" (Garrido,
et al., 2006). Dentro del apoptosoma se activa caspasa-9, permitiendo el proceso de
caspasa 3 (Shi, 2002). Se ha informado que Smac/DIABLO y HtrA2/Omi promueven la
apoptosis bloqueando la actividad de inhibidores de las proteinas de apoptosis (IAP) (van
Loo et al., 2002, Schimmer, 2004).
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Figura 9. Activacion apoptotica a través de la via intrinseca. Los estimulos apoptéticos activan
las proteinas de solo BH3, inactivando simultaneamente Bcl2 y activando la translocacion de Bax

a las mitocondrias. Fuente: Osellame et al. (2012).

El segundo grupo de proteinas pro-apoptéticas se liberan de la mitocondria durante la
apoptosis, es un evento tardio que ocurre después de que la célula se ha comprometido
a morir. Dentro de este grupo esté el factor inductor de apoptosis (AlF, por sus siglas en
inglés), el cual se transloca al ndcleo y causa la fragmentacion del DNA en pedazos y la
condensacion de la cromatina nuclear periférica (Joza et al., 2001); la endonucleasa G
que también se trasloca al nucleo donde escinde la cromatina nuclear para producir
fragmentos de DNA oligonucleosémicos (Li et al., 2001). AIF y la endonucleasa G
funcionan ambas de una manera independiente de caspasa y al ser una condensacion
nuclear temprana se conoce como condensaciéon de "etapa I" (Susin et al., 2000). Otra
proteinas pro-apoptética es la deoxiribonucleasa (DNasa) activada por caspasa (CAD)
que es liberada posteriormente de la mitocondria y transloca al nucleo, donde, después

de la escision por caspasa-3, conduce a la fragmentacion del DNA oligonucleosémico, a
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esta posterior y mas pronunciada condensacion de cromatina se denomina condensacion
de "etapa II" (Susin et al., 2000; Elmore, 2007).

6.2.2.1 FAMILIA DE PROTEINAS Bcl2

El control y la regulacion de estos eventos mitocondriales apoptéticos se produce a traves
de miembros de proteinas de la familia de proteina 2 del linfoma de células B (Bcl2) (Cory
y Adams, 2002). La proteina supresora de tumores p53 tiene un papel critico en la
regulacion de la familia Bcl2 (Schuler y Green, 2001). La familia de proteinas Bcl2 rige la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y puede ser pro-apoptética o antiapoptotica.
Hasta la fecha, se han identificado un total de 25 genes en la familia Bcl2, estas proteinas
son esenciales, para determinar si la célula se compromete a la apoptosis o aborta el
proceso. Se cree que el principal mecanismo de accion de la familia de proteinas Bcl2 es
la regulacién de la liberacion del citocromo c a través de la alteracion de la MOMP
(Elmore, 2007). Los miembros de esta familia se caracteriza por tener alguno de los
dominios de homologia de Bcl2 conocidos como dominios BH (BH1, BH2, BH3 y BH4),

debido a esto la familia se puede dividir en tres sub-familias (Bras et al., 2005).

6.2.2.1.1 MIEMBROS “ANTI-APOPTOTICOS”

Las proteinas anti-apoptéticas incluyen Bcl2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, Mcl-1y
Bfl-1, estas proteinas interfieren en la apoptosis mediante la unién de miembros pro-
apoptéticos. Bcl2 fue el primer ejemplo de un oncogén que inhibe la muerte celular en
lugar de promover la proliferacion, fue descrito como un proto-oncogen que se activa
como resultado de una translocacion cromosOmica que aparecen en linfomas foliculares
humanos de células B, es por ello que se denomina Bcl2 (linfoma de células B), esta
proteina se encuentra anclada en la membrana del reticulo endoplasmatico y en la
membrana externa mitocondrial (Vaux et al., 1988; Nijhawan et al., 2000; Saikumar y
Venkatachalam, 2009)

6.2.2.1.2 MIEMBROS “PRO-APOPTOTICOS”

Las proteinas pertenecientes a este grupo son: Bcl-10, proteina X asociada a Bcl2 (Bax),
Bak, Bok, Bik y Blk. Estas proteinas ejercer funcion apoptotica mediante la MOMP, que
produce la liberacion de las proteinas pro-apoptoticas. La proteina Bax se encuentra

localizada en el citosol en forma de monomero, tras su activacion se desplaza a la
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membrana mitocondrial donde induce la MOMP, por otro lado Bak es una proteina
integrada en la membrana externa mitocondrial que se encuentra presente en forma de

oligbmeros (Garrido et al., 2006).

6.2.2.1.3 MIEMBROS “s6lo BH3”

Esta subfamilia estd conformada por Bid, BimL, Bad, Noxa, Bmf, Puma y HrK. Bad
también puede heterodimerizar con Bcl-XI o Bcl2, neutralizando su efecto protector y
promoviendo la muerte celular (Yang et al., 1995), la proteina Puma juega un papel
importante en la apoptosis mediada por p53. Se ha demostrado que, la sobreexpresion
de Puma se acompafia de una mayor expresion de Bax, Noxa es también un mediador
candidato de la apoptosis inducida por p53, esta proteina puede localizarse en la
mitocondria e interactuar con miembros de la familia Bcl2 anti-apoptoticos, resultando en
la activacion de la caspasa-9 (Osellame et al, 2012). Puesto que tanto Puma como Noxa
son inducidos por p53, podria mediar la apoptosis que se produce por el dafio genotoxico
o la activacion del oncogén (Elmore, 2007).

2.6.3 ALFA-MANGOSTINA Y CANCER

En varios estudios tanto in vitro como in vivo (Tabla 4) ha usado a-M como compuesto
anticancerigeno. Los primeros efectos anticancerigenos fueron observados en varias
lineas celulares de leucemia y se observo que a bajas concentraciones habia inhibicion
o retardo de la proliferacién celular. En otros tipos de cancer se observé la disminucion
en el tamafio del tumor (Shibata et al., 2011; Watanapokasin et al., 2011; Johnson et al.,
2012; Hsieh et al., 2013), por otro lado se ha observado que en cancer de lengua a-M
interviene en la via de Bcl2, disminuyendo las proteinas anti-apoptoticas (Bcl2) y

aumentando las pro-apoptéticas (Bax, Caspasas) (Lee et al., 2016).
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Tabla 4. Actividad anticancerigena de a-M in vitro e in vivo.

hembras atimicos.

Tipo de cancer Mecanismo/Efecto | Referencia
in vitro
Céancer de colon, células | Aumento de caspasa-3, disminucion del PMM, | Ajisha et al.
HCT116. disminucion expresion AKT/NF-«B, (2012)
disminucion AKT fosforilado.
Melanoma, células SK- Aumento en l? expresion dg ca_spa;g 89, Wang et al.
aumento de citocromo c y disminucién en el
MEL-28. (2013)
PMM.
) . Disminucion PMM, aumento en la expresion de .
Cancer de mama, células Ibrahim et al.
caspasas 7, 8, 9y 3, aumento de ERO,
MDAMB-231. R (2014)
disminucion Bcl2 y aumento de Bax.
Cancer de mama, células Aumento en la expresion de_ ca§pas_a}s 7.8y89, Won et al.
MCE-7 aumento de Bax y p53, disminucion en la (2014)
' expresién de Bcl2, Bid y ERa
Aumen [ r i6n de ER Pérez-Roj
CaCu, células Hela umento de apoptosis y produccion de EROs, érez-Rojas
arresto del ciclo celular. et al. (2016)
Disminucién del PMM, aumento en la Lee et al
CaCu, células SiHa y HelLa | expresion de caspasa 9 y 3, citocromo ¢ y Bax, (2017) '
disminucion de Bcl2, aumento de EROs
in vivo
Glioblastoma mallqno Inhibicion del crecimiento tumoral por la
xenotransplante de células tosforilacién de AMPK e induccién de Chao et al.
GBM8401 en ratones autofagia (2011)
desnudos Balb/cA-v. gia.
Céancer de colon
xenotransplante de células | Inhibicién de crecimiento tumoral, disminucion | Aisha et al.
HCT116, ratones atimicos de vasos sanguineos en el tumor. (2012)
NCR nu/nu.
Carcinoma
m idermoi S, S,
Ienszgengitraﬁ?;adnete Disminucion del volumen tumoral. Disminucion Lee et al.
células YD15 en ratones de la expresion Ki-67. (2016)
atimicos.
CaCu xenotransplante . ., S ; :
. P Pre-incubacion de a-M produce disminucion | Pérez-Rojas
células HelLa en ratones
del volumen tumoral. et al. (2016)

CaCu: cancer cérvico-uterino; Caspasa: acido aspartico cisteinil proteasa; PMM: Potencial de membrana

mitocondrial; NF-kB: Factor nuclear «B; EROs: Especies reactivas de oxigeno; Bcl2: Proteina 2 del linfoma

de células B; Bax: Proteina X asociada a Bcl2; AMPK: proteina quinasa activada por adenosin monofosfato.
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También se ha encontrado que una pre-incubacion de a-M a concentraciones de 10y 15
MM aumenta la actividad citotoxica de CDDP en un cultivo de células HelLa, a través de
aumentar la apoptosis celular. Estos autores también realizaron estudios in vivo donde
encontraron que la pre-administracion de a-M también aumenta la actividad antitumoral
del CDDP en xenotransplantes de CaCu, al disminuir el volumen tumoral y al aumentar
el tiempo de duplicacion de las células (Pérez-Rojas et al., 2016; Pérez-Rojas et al.,
2009). Otros tipos de cancer en los cuales se ha observado que a-M tiene efecto
antitumoral ha sido en melanoma, el cancer mas agresivo de piel; cancer de mama, la
primera causa de muerte a nivel mundial en la mujer; cancer de préstata; cancer de
colorectal, tercera causa de muerte a nivel mundial, entre otros (IARC, 2012; Siegel et
al., 2014).

2.7 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Un antioxidante es cualquier sustancia que retarde, prevenga o remueva el dafio oxidante
a una molécula blanco (Halliwell y Gutteridge, 2015). Los antioxidantes son donadores
de electrones a centros moleculares que son susceptibles de perder electrones y por lo
tanto de la formacién de radicales libres y de iniciar cadenas de oxidacion (Dinkova-
Kostova y Talalay, 2010), por lo tanto tiene un papel fisiolégico importante en el cuerpo.

Durante el metabolismo normal del cuerpo hay una produccién de antioxidantes como:
glutatién, ubiquinol y &cido drico, sin embargo al haber un aumento de EROs hay un
desequilibrio conocido como estrés oxidante entre EROs y defensas antioxidantes, por lo
que, los agentes antioxidantes deben ser suministrados en la dieta. Una variedad de

antioxidantes se encuentra presente en frutas, verduras, jugos y té (Lobo et al., 2010).

Las EROs son una gran variedad de moléculas derivadas de la reduccion univalente
incompleta del oxigeno (Reaccion 1). Pueden ser o no radicales libres (un radical libre es
una especie que posee uno o0 mas electrones desapareados y que puede existir
independiente) entre las mas comunes debido a su alta reactividad quimica son: radical
hidroxilo ("OH), O2", H202y 6xido nitrico (NO). El desequilibrio entre EROs y antioxidantes
ocasiona peroxidacion lipidica, oxidacién de algunas enzimas, asi como una oxidacién y
degradacion de proteinas (Matés et al., 1999; Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri,

2006). Los principales agentes antioxidantes enddgenos encargados depurar EROs del
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organismo como: O2™ y otros radicales libres, son: superdxido dismutasa (SOD), glutation

peréxidasa (GPx) y catalasa (CAT).
e- e- e- e- e-
O2 — 02" —» 2H* — H202 + H* — 'OH + H* —» H20
Reaccién 1. Reduccién univalente del oxigeno. Fuente: Matés (2000).

2.7.1 SUPEROXODO DISMUTASA

El Oz es producido por diversos sistemas enzimaticos como NADPH oxidasa, xantina
oxidasa (degradacion de purinas), ciclooxigenasa, lipooxigenasa, 6xido nitrico sintasa y
citocromo P450 y en la via no enzimatica por la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria, donde el oxigeno es el ultimo aceptor de electrones, y la enzima citocromo
c oxidasa, en el complejo IV de transporte de electrones, reduce el oxigeno a agua por la
adicion de cuatro protones y cuatro electrones, sin embargo ocasionalmente se filtra un
electron y genera bajos niveles de superoxido son constantemente generados por la
respiracion aerobia, este superoxido reduce Hierro (Ill) a Hierro (I1), el cual se libera en
los sitios de almacenamiento para reaccionar con H202 y generar *OH. SOD convierte
02" en H202 y oxigeno molecular (Reaccion 2) (Matés, 2000; Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006).

202+ 2H+S@> H202 + O2

Reaccién 2. Reduccién del radical anion superoxido.

En el humano, esta enzima se encuentra: en el citoplasma como Cu,Zn-SOD, en la

mitocondria como Mn-SOD, y en el fluido extracelular como Cu,Zn-SOD.

2.7.2 CATALASA

La CAT es una homoenzima tetramérica que consiste en cuatro subunidades idénticas
de 60 kDa acopladas en forma tetraédrica. Esta enzima reacciona con H202 para formar
oxigeno y agua (Reaccion 3a); también esta enzima presenta actividad de peroxidasa
con donantes de hidrogeno (metanol, etanol, acido férmico, entre otros) y un mol de
peréxido (Reaccion 3b). La CAT se encuentra en todas las células aerdbicas
principalmente en peroxisomas y mitocondrias (Matés, 2000; Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006).
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CAT

A) 2 H202 —» 2 H20 + O2
CAT
B) H202 + RH2 —» 2 H20 + R

Reaccién 3. Reduccién del peréxido de hidrégeno por CAT. A) actividad de CAT (catalasa); B)

actividad de peroxidasa.

2.7.3 GLUTATION PEROXIDASA

La GPx es una seleno enzima presente varias isoformas en mamiferos. Se encuentra en
el citoplasma, la mitocondria y la membrana plasmatica. La GPx citosélica, mitocondrial
y extracelular (GPx1, GPx2, GPx3, respectivamente) reduce los hidroperéxidos de acidos
grasos y H202 usando glutation (GSH), por otro lado la GPx presente en la membrana
plasmatica (GPx4) puede reducir directamente los hidroperoxidos de acidos grasos y de
colesterol, que se producen durante la oxidacion de fosfolipidos y lipoproteinas. En
general, esta enzima cataliza la reduccién de una variedad de hidroperoxidos (ROOH y
H202) usando GSH. Los productos que se obtienen son glutation oxidado (GSSG) y agua
(Reaccion 4) (Matés, 2000; Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

H202 + 2 GSH 2X»GSSG + H20
GP
ROOH + 2GSH —» GSSG + ROH + H20

Reaccién 4. Reducciéon de perdxidos por glutation peroxidasa (GPx).
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3. JUSTIFICACION

En México el CaCu continla siendo la 22 causa de muerte en la mujer; el
quimioterapéutico de primera linea utilizado para esta neoplasia es el CDDP,
desafortunadamente tiene severos efectos secundarios, principalmente la nefrotoxicidad
y la quimioresistencia. Es por ello que se continGia con la busqueda de nuevas alternativas
que ayuden a contrarestar los efectos secundarios sin afectar el efecto citotoxico del
mismo. La a-M es una xantona aislada del arbol del mangostan, que posee varias
actividades biologicas incluyendo la antioxidante y la anticancerigena, entre otras.
Previamente en nuestro laboratorio se encontré que a-M tiene la capacidad de proteger
al tejido renal del dafio ocasionado por el CDDP sin afectar su farmacocinética; ademas,
también se encontrd que la pre-incubaciéon de a-M induce un efecto sinérgico cuando se
combina con el CDDP in vitro e in vivo al realizar xenotransplantes de CaCu en ratones
hembras atimicos. Por lo que nos surge la siguiente pregunta: ¢ Cual sera el mecanismo
por el cual la a-M protege el tejido renal y al mismo tiempo evita la proliferacion de las
células cancerigenas? Por lo que, este trabajo sélo se enfoc6 al mecanismo por el cudl

a-M en conjunto con el CDDP evita el crecimiento y proliferacion de tumores de CaCu.

Para este trabajo se utilizaron los tumores de los ratones a los cuales se les implantaron
5x108 células HeLa (CaCu) en ratones hembra atimicos BALB/c (20-25 g peso corporal).
Una vez que el tumor alcanzé un tamafio aproximado de 150 mm3, los ratones se
dividieron en cuatro grupos: (1) control: administrado con 0,5% de carboximetil-celulosa
via oral, (2) el grupo tratado con a-M, via oral a una dosis de 12.5 mg/Kg (suspendido en
carboximetilcelulosa al 0,5%), (3) el grupo tratado con CDDP, via intraperitoneal (3
mg/kg) y (4) el grupo con el tratamiento combinado a-M+CDDP. La a-M se administro
durante cuatro dias antes de la administracion CDDP durante cuatro semanas, el CDDP
se administro una vez a la semana por cuatro ciclos (cuatro semanas). La evaluacion en

el crecimiento del tumor y el peso corporal se realizé durante 10 semanas.
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4. HIPOTESIS

Si la combinacion de a-M+CDDP disminuye el tamafio tumoral de CaCu, entonces el
mecanismo involucrado es el aumento en los niveles de proteinas pro-apoptéticas y la

disminucion de las enzimas antioxidantes.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo por el cual a-M aumenta el efecto citotoxico del CDDP en

tumores de CaCu.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Evaluar si la administracion de a-M modifica la expresion de la via apoptoética
intratumoral.
2. Estudiar la influencia de a-M sobre la expresion génica y proteica de enzimas

antioxidantes.
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6. METODOLOGIA

6.1 MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizaron los tumores de los xenotranplantes de CaCu de los ratones tratados con a-
M, CDDP y la combinacién a-M+CDDP (Pérez-Rojas et al., 2016).

Los anticuerpos usados para western blot fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Dallas, TX, EUA), con la excepcion del anticuerpo vs catalasa que se obtuvo de

Calbiochem (Darmstadt, Alemania).

Primers: Se disefiaron los primers que se utilizaron para la expresion génica de la via
antioxidante, se utiliz6 el software Primer Express™v.3.0.1 (Thermo Scientific Inc, EUA)
para la amplificacion de cada una de las enzimas antioxidantes (Tabla 5) y el gen

endogeno (Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1, HPRT1).

Tabla 5. Secuencia de primers

Primers Secuencias PB (producto)

F:5-AGG GTG TTT ATT CCT CAT GG-3’
HPRT1 PB: 100
R: 5"-CAC AGA GGG CTA CAA TGT G-3’

F:5-TTG GCC AAG GGA GAT GTT ACA-3
SOD-2 PB: 150
R: 5°-TTT GAT GGC TTC CAG CAA CTC-3

F:5-ACC ACG GTC GAC TAC A-3’
GPx 1/2 PB: 150
R: 5-CCG GAC GTA CTT GAG GGA ATT-3

F: 5°-GAT AGC CTTCGA CCC AAG CA-3
CAT PB: 150
R: 5-GCA CGG TAG GGA CAG TTC ACA-3’

6.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL
6.2.1 EXTRACCION DE PROTEINAS

Se pesaron de 50-60 mg de tejido tumoral de cada grupo experimetal (n=4 por cada
grupo), en seguida se realiz6 un homegenado de cada tumor, se afiadieron 4 pl de
amortiguador de lisis (RIPA) por cada gramo de tejido. Previamente, al amortiguador se
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le adiciond un cocktail de inhibidores de fosfatasas, proteasas y metaloproteasas
(Thermo Scientific Inc.), las muestras se centrifugaron a 16,090 x g durante 15 min a 4°C;
se separo el sobrenadante donde se cuantificd la concentracion de proteinas usando el
meétodo de Bradford (Bio-Rad, 2016).

6.2.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El método de Bradford se basa en la unién del colorante Azul de Coomassie (Coomassie
® Brilliant Blue G-250) a residuos de aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente
arginina, esta unién produce un cambio de color de rojo a azul, los complejos del
colorante con las proteinas tiene una elevado coeficiente de extincion molar y
sensibilidad, la union del colorante a la proteina es un proceso rapido (2 min) lo que hace
gue el proceso sea rapido y no requiera tiempo critico para el ensayo (Bradford, 1976;
Bio-Rad, 2016). La muestra se cuantifico a una longitud de onda de 570 nm. Las muestras

se leyeron por duplicado.

La concentracion de proteinas se calculd a partir de una curva estandar de albumina de

suero bovino (BSA) 1 mg/mL, a una absorbancia de 570 nm, por duplicado.

6.2.3 WESTERN BLOT

Las proteinas se separaron mediante una electroforesis en un gel de dodecil sulfato de
sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 y 15%, este porcentaje varia dependiendo del
peso de la proteina, en cada pozo se utilizaron 30 ug/pL de muestra, el gel concentrador
se corrio durante 20 min a 80 Volts (V) y el gel de separacion se corrié durante 2 h. a 100
V, posteriormente, las proteinas se transferieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) con un tamafio de poro de 0.45 ym (Amensham™ Hybond™) las
membranas se activaron con metanol, agua y metanol mas amortiguador de
transferencia, se realiz6 una transferencia semi-seca durante 45 min a 10 V. Las
membranas se bloguearon con leche libre de grasa al 5% con amortiguador de tris-
solucion salina y tween-20 al 0.1% (TBS-T) durante 1 h. con la finalidad de evitar uniones
inespecificas. Después del bloqueo las membranas se incubaron con los siguientes
anticuerpos B-actina (1:2000), SOD-2 (1:000), CAT (1:000), GPx-1/2 (1:200), Bax (1:200),
Bcl2 (1:200) y pro-caspasa-3 (1:200) durante toda la noche a 4°C, con agitacion

constante. En seguida las membranas se incubaron el anticuerpo secundario: ratén o
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conejo, dependiendo del origen del anticuerpo primario, durante 1 h. a 25°C con
agitacion, se lavaron las membranas con TBS-T, y se detectaron las bandas con reactivos
de quimioluminiscencia (ECL plus) (Piesce, Rockford, IL, EUA) y el equipo C-Digit (LI-
COR, Inc, NE, EUA); B-actina se us6 como control de carga, la densidad de la banda se

cuantificé usando el programa ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA).

6.2.4 AISLAMIENTO DE ACIDO RIBONUCLEICO

Se utilizaron de 50-60 mg de tejido tumoral de cada grupo experimental (n=6) a los cuales
se les afiadieron 500 pL de trizol (TRIzol™ Reagent; Thermo Scientific Inc.) y 100 uL de
cloroformo, se agitd vigorosamente por inversion, logrando una emulsion, esta se dejé
reposar por 3 min a temperatura ambiente, se centrifugaron las muestras a 16,090 x g
durante 15 min a 4°C, se separo la fase acuosa en otro tubo y se mezcl6 con 250 L de
isopropanol, con el fin de precipitar el acido ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés),
se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min, posteriormente se centrifugd a
16,090 x g durante 10 min a 4°C, se elimind el sobrenadante por decantacion, el botén
obtenido se lavé y purificé con 500 pL de etanol al 70%, se centrifugd a 7,150 x g durante
5 min a 4°Cy se elimind la mayor cantidad de etanol. Finalmente el boton se resuspendi6
en 20 pL agua libre nucleasas (Thermo Scientific Inc.).

6.2.5 CUANTIFICACION E INTEGRIDAD DEL RNA

Se determiné la concentracion de RNA (ng/uL) a partir de 2 uL de muestra de RNA, los
cuales se cuantificaron en el equipo NanoDrop™ ONE (Thermo Scientific). Se utilizé la
relacion 260/280 y 260/230 para evaluar la pureza del RNA, se consider6 RNA puro en

un intervalo de 2.0-2.2.

Para determinar la integridad del RNA, se utilizé el reactivo RNA Screen Tape, el equipo
y Software Agilent 2200 TapeStation (Agilent Technologies, Inc.). Se hizo la mezcla de 4
ML de amortiguador RNA Screen Tape con 1 pL de muestra de RNA. Se calienta la
muestra a 72°C durante 3 min, pasado este tiempo la muestra se coloco en hielo durante
2 min, se corre la muestra en un gel microcapilar para ser separada en el equipo 2200
TapeStation, esta separacion se detectd por fluorescencia inducida por laser y se

cuantifico para obtener un electroferograma en el software 2200 TapeStation.
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Para el analisis de calidad de RNA en R6K ScreenTape se obtiene un namero de
integridad de RNA (RIN) equivalente, este valor esta entre 1 y 10, donde 10 representan
la muestra de RNA de la mas alta calidad (Figura 10) (©Agilent Technologies, Inc. 2012;
Padmanaban, 2016).
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Figura 10. Analisis de RNA realizado con el sistema Agilent 2200 TapeStation. A) Gel con muestra
diferentes muestras de RNA. B) Electroferograma representativo del RNA total de la célula HeLA

tratada con PMA, se indican los picos 18 / 28S. Fuente: Padmanaban (2016).

Toda la manipulacién de la muestra y de los reactivos se hizo en hielo, asi como se
asegur6 gue todas las areas de trabajo y reactivos fueran libres de RNasas. El RNA
obtenido se conservé a -70°C.
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6.2.6 TRANSCRIPTASA REVERSA (TR)

Las muestras se trataron con DNasa | (Invitrogen). Se utilizaron 2 ng de RNA con la
finalidad de eliminar la presencia de DNA gendomico. Una vez tratada la muestra con
DNasas se volvi6 a cuantificar el RNA. Se utilizarén 2.5 pg/uL de RNA de cada muestra,
para la TR se usd el Kit SuperScript® IV (Reverse Transcriptase Invitrogen). Las

condiciones establecidas para una reaccion fueron:

e Alineacibn de hexameros: 50 pM random hexameros (1 uL), 10 mM
desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) (1 uL), 2.5 pg/uL de RNA, se complet6 a un
volumen de 11 pL con agua libre de RNasa, se calenté a 65°C por 5 min,
posteriormente se incubo en hielo.

e Polimerizacion DNA: Amortiguador 5x SuperScript IV (4 yL), 100 mM ditiotreitol
(DTT) (1 L) y SuperScript ® IV Reverse Transcriptase (200 U/uL) (1 pL), se incubd
a 23°C por 10 min, seguido de 55°C por 10 min.

e Desactivacion de la enzima: 80°C por 10 min.

Toda la manipulacién de muestra y reactivos se hizo en hielo. EI cDNA obtenido se

conservo a -20°C.

6.2.7 AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN
TIEMPO REAL

Con los cDNA obtenidos de la TR se realizd6 un PCR en tiempo real, se utilizaron las
condiciones establecidas por el fabricante para una reaccién se utilizarén: 12.5 pL de
Master Mix SYBR Green/ROX gPCR (2x) (Thermo Scientific), 10.5 uL de agua libre de
RNasas, 0.5 yL de cada primer (Forward and reverse) y 1 yL de cDNA. Los reactivos se

mezclaron y se continud con el siguiente protocolo:

e Fase de desnaturalizacion del DNA: 95°C por 10 min.

e Fase de alineamiento del DNA (temperaturas éptimas para cada primer) 40
ciclos: 95°C por 15 s; 60°C (SOD-2); 58°C (CAT) y 61°C (GPx) por 30 s.

e Curva melt: 95°C por 15 s; 60°C por 1 min y 95°C por 15 min.
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Estas condiciones se establecieron en el equipo Applied Biosystems StepOne™ Real—
Time PCR System.

6.2.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media £ SD de la media de tres experimentos
independientes. Se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguida por la
prueba post hoc Student Newman Keuls para multiples comparaciones. Se utilizd el
software GraphPad Prism 4 (San Diego, CA, EUA). Las diferencias se consideraron

significativas con una P < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 PROTEINAS DE LA VIA APOPTOTICA

Se determiné la participacion de la via apoptotica en la disminucién del crecimiento
tumoral de xenotransplantes de CaCu de los ratones tratados con a-M, CDDP vy la
combinacion a-M+CDDP. Se exploraron las proteinas: Bax, Bcl2, pro-caspasa-3 y como
control B-actina, en los tumores de los cuatro grupos (control, a-M, CDDP vy la

combinacion de ellos, descritos en metodologia).

En el grafico 1A se presentan los niveles de la proteina pro-apoptética Bax en los grupos
control, a-M, CDDP y a-M+CDDP, donde se encontrdé un aumento significativo en el grupo
tratado con CDDP (0.5 veces mas); mientras que en el grupo tratado con la combinacion
de a-M+CDDP el aumento en los niveles de esta proteina fue todavia mayor (2 veces
mas) en comparacion con el grupo control. Del lado derecho se presenta un western blot

representativo de las proteinas Bax y B-actina.

El grafico 1B se presentan los niveles de Bcl2, la proteina anti-apoptotica, en los grupos
control, a-M, CDDP y a-M+CDDP. Se observa que tanto el tratamiento con CDDP y la
combinacién hay una disminucién significativa (0.5 veces menos) con respecto al grupo
control; sin observar cambios en el grupo tratado so6lo con a-M. Del lado derecho se

presenta un western blot representativo de las proteinas Bcl2 y p-actina.

La cuantificacion indirecta de caspasa-3 se presenta en el grafico 1C. Al cuantificar los
niveles de expresiéon de la proteina pro-caspasa-3 en los grupos control, a-M, CDDP y a-
M+CDDP, se observa una disminucioén significativa tanto en los tratamiento individuales
(a-M y CDDP) como en la combinaciéon (a-M+CDDP) con respecto al grupo control. Del
lado derecho se presenta un western blot representativo de las proteinas pro-caspasa-3

y B-actina.
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Gréfico 1. El tratamiento de la combinacién de a-M+CDDP maodifica la via apopt6tica en tumores de cancer
de cérvix. Proteinas apoptéticas (A) Bax, (B) Bcl2 y (C) Pro-caspasa-3. a-M, alfa-mangostina; CDDP,
cisplatino. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar de 4 experimentos

independientes. Donde * es P<0.05.
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7.2 PROTEINAS ANTIOXIDANTES

Como ao-M es un compuesto antioxidante, se evaluaron diferentes proteinas
antioxidantes: SOD, CAT y GPx. En los tumores de CaCu de los ratones tratados con ao-
M, CDDP y la combinacién a-M+CDDP.

En el Grafico 2A se observa la cantidad de la proteina SOD en los grupos control, a-M,
CDDP y a-M+CDDP. Solo se observdé un aumento significativo en el grupo de la
combinacion con respecto al grupo control (0.4 veces), mientras que, en los tratamientos
individuales no se encontraron diferencias significativas. Del lado derecho se presenta un

western blot representativo de las proteinas SOD y B-actina.

En el gréfico 2B se presentan los niveles de CAT en los grupos control, a-M, CDDP vy a-
M+CDDP, se encontré que el tratamiento de la combinacion a-M+CDDP disminuyé los
niveles de expresién de CAT (0.5 veces menos respecto al grupo control), sin encontrar
cambios significativos en los tratamientos individuales. Del lado derecho se presenta un
western blot representativo de las proteinas CAT y p-actina.

Por el contrario cuando se analizé la expresion de la proteina GPx (Gréafico 2C), se
encontré un aumento significativo en el grupo de a-M+CDDP en comparacion con el
grupo control (0.5 veces respecto al control), sin encontrar diferencias en los tratamientos
individuales. Del lado derecho se presenta un western blot representativo de las proteinas

GPx y B-actina.
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Gréfico 2. Efecto de a-M, CDDP y la combinacion en los niveles de las proteinas antioxidantes en tumores
de CaCu. Proteinas antioxidantes (A) SOD, superéxido dismutasa; (B) CAT, Catalasa; y (C) GPx, glutation

peroxidasa. a-M, alfa-mangostina; CDDP, cisplatino. Los resultados se expresan como la media *

+

desviacion estandar de 3 experimentos independientes. Donde * P<0.05.
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7.3 CUANTIFICACION E INTEGRIDAD DEL RNA

En la tabla 6 se presenta la concentracion del RNA (ng/uL) y las relaciones 260/280 y

260/230 correspondientes a cada muestra, obtenidos en el equipo NanoDrop™ ONE

(Thermo Scientific), se observa que los valores de cada relacién son cercanas a 2, lo que

indica que el RNA obtenido esta puro.

Tabla 6. Concentracion de RNA (ng/uL) y pureza.

TRATAMIENTO | MUESTRA CONCENTRACION. RELACION
(ng/pl)
260/280 260/230
R5 984.4 2.14 2.18
R17 1254.2 1.9 2.24
R20 728.6 2.33 2.24
CONTROL R40 1694.7 1.7 2.82
R18 613.1 2.45 2.22
R36 763.2 2.05 2.25
R11 962 2.05 2.21
R6 1450.2 1.74 2.03
oM R24 1706.9 1.71 1.78
R37 524.9 2.75 1.73
R21 522 2.5 2.22
R12 920.8 2.04 2.15
R25 1427.8 2.02 2.19
R44 640.8 2.46 2.21
CDDP R48 396.7 2.02 2.05
R31 911.7 2.17 2.16
R4 396.9 2.46 2.44
R19 1005.1 1.99 2.19
R39 1781.6 1.74 1.74
R22 378.9 2.26 2.42
4-M+CDDP R27 1319 1.92 2.01
R43 474.1 2.56 2.16
R14 478.8 2.62 2.4
R9 277.3 2.35 2.42
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Gréfico 3. Valor de RIN que muestra la integridad de cada RNA extraido por la técnica de trizol. Se muestran
los grupos: (A) Control; (B) a-M, alfa mangostina; (C) CDDP, Cisplatino; (D) a-M+CDDP. Las bandas
revelan la integridad de las subunidades 28 y 18s del RNA.

En el grafico 3 se observa el RNA total separado por electroforesis y resaltan las bandas

correspondientes a los RNA ribosomales 28 y 18s, lo que indica su integridad, también
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se muestra el valor de RIN de cada muestra correspondiente a los 4 grupos, control, a-
M, CDDP, a-M+CDDP. El valor minimo obtenido fue 3.3 y maximo 6.8.

7.4 EXPRESION GENICA DE PROTEINAS ANTIOXIDANTES

Una vez obtenido el cDNA se realiz6 PCR en tiempo real para obtener los niveles
transcritos de las proteinas de la via antioxidante: SOD-2, CAT y GPx1/2 en los tumores
de ratones de CaCu tratados con a-M, CDDP y la combinacién de ellos, usando como

gen enddgeno HPRT1. Las curvas melt de cada experimento se observan en el Anexo |.

En el grafico 4A se presenta los niveles de transcritos de SOD-2 en los grupos control, a-
M, CDDP y a-M+CDDP. Se encontrd una disminucién significativa en los grupos de a-M

y la combinacién con respecto al grupo control (0.5 veces menos).

En el grafico 4B se presenta los niveles de transcritos de CAT, en los grupos control, a-
M, CDDP y a-M+CDDP, por el contrario se observa que el tratamiento de CDDP vy la
combinacion presenta un aumento de 0.7 y 0.5 veces, respectivamente, con respecto al
grupo control, esta diferencia alcanzé significancia, sin observar cambios significativos

en el tratamiento de a-M.

Finalmente el Grafico 4C representa los niveles de transcrito de GPx en los grupos
control, a-M, CDDP y a-M+CDDP. Se observa una disminucion significativa en los grupos

de a-M y a-M+CDDP con respecto al grupo control.
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Grafico 4. Efecto de a-M, CDDP y la combinacién en la expresion de RNA de proteinas antioxidantes (A)
SOD-2, superoxido dismutasa 2; (B) CAT, Catalasa; y (C) GPx, glutation peroxidasa, determinada por PCR
en tiempo real en tumores de CaCu. a-M, alfa-mangostina; CDDP, cisplatino; RNA, acido ribonucleico. Los
valores se presentan como la media + desviacion estandar de 6 experimentos independientes. Donde * es
P<0.05.
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8. DISCUSION

Este proyecto se enfocd en dilucidar la participacion de la via apoptética y antioxidante
en xenotransplantes de CaCu de ratones tratados con a-M y CDDP, debido a que el CaCu
continta siendo un problema de salud publica en nuestro pais y en paises en vias de
desarrollo, aun con los programas de deteccion temprana y de prevencion se continda
diagnosticando en estadios avanzados a pesar de ser de avance lento y progresivo sin
presentar sintomas en estadios tempranos (IARC, 2012). Aunado a que el tratamiento de
primera linea para el CaCu (CDDP) ocasiona severos efectos adversos dafiando
principalmente el riidn (Hanigan y Devarajan, 2003), sin embargo se ha demostrado que
a-M protege el rifion del efecto del CDDP (Pérez-Rojas et al., 2009). Por lo otro lado, en
varios estudios se ha demostrado que a-M induce la muerte celular apoptoética, suprime
el crecimiento tumoral, la invasion y la metastasis en algunos tipos de cancer, a través
de la participacion de diferentes vias de sefializacién que involucra la supervivencia y la

proliferacion celular.

Los resultados del presente estudio han demostrado que la combinaciéon de a-M+CDDP
induce la disminucion del volumen tumoral, a través de la activacion de la via intrinseca
de la apoptosis con un aumento de Bax, una disminucion de Bcl2 y un aumento de
caspasa-3 (medido de forma indirecta al cuantificar el propéptido pro-caspasa-3) (Grafico
1). Estos resultados sugieren que a-M produce una alteracién en las proteinas que
afectan a la mitocondria llevando a la célula a una muerte por apoptosis, lo que
correlaciona con los diversos estudios tanto in vitro como in vivo. Lee y colaboradores
encontraron que a-M por si sola tiene efecto anticancerigeno al ver un aumento en los
niveles de Bax y citocromo c, asi como una disminucion de Bcl2 en células de CaCu
(HeLa y SiHa) a una concentracion de 20 uM de a-M (Lee et al., 2017), la modificacion
de estas proteinas también se ha visto en otros tipos de cancer como en células de cancer
de colon (Watanapokasin et al., 2011), en células de cancer de mama (Won et al., 2014),
entre otros. En este trabajo, el efecto que presentoé en los tumores de los ratones tratados
solo con a-M se observo Uunicamente una disminucion en la proteina pro-caspasa-3, sin

observar cambios significativos en las otras proteinas (Gréfico 1C).
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Por otra parte, los resultados obtenidos por CDDP en los niveles de proteinas apoptoticas
correlacionan con lo que ya estaba descrito en la literatura un aumento de Bax y caspasa-
3 y una disminucion de Bcl2 (Dasari y Tchounwou, 2014), sin embargo, no hay estudios
gue exploren el mecanismo de la combinacion de a-M con agentes antineoplasicos, y se
observa que la combinacion de a-M+CDDP potencié el aumento en los niveles de Bax y
de pro-caspasa-3 (Grafico 3A 'y 3C) y manteniendo bajos los niveles de Bcl2 (Gréafico 3B).

Una vez que se encontré que la combinacién de a-M+CDDP aumentan los niveles de
expresion de las proteinas pro-apoptoticas y disminuye la proteina anti-apoptética se
analizd la participacion de las enzimas antioxidantes en el aumento de la citotoxicidad del
CDDP, ya que a-M es considerado como un potente agente antioxidante, y ademas
porque, previamente se demostré que la combinacion de a-M+CDDP en ensayos in vitro

produjo un aumento de EROs en las células HelLa (Pérez-Rojas et al., 2016).

Las enzimas antioxidantes se encargan de mantener en equilibrio la generacion de
EROs, nitrogeno y los radicales libres. EI aumento de estas especies por una parte
ayudan a que se lleven varios procesos biol6gicos como la glucolisis (en citosol), ciclo de
Krebs (matriz mitocondirial) y fosforilacién oxidativa (espacio intermembranal de la
mitocondria), en esta Ultima se lleva a cabo la oxidacion de acarreadores de electrones
reducidos como NADH y FADH: y en el transporte de electrones hasta el Oz para formar
agua Yy la sintesis de ATP a partir de ADP (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri,
2006). En este trabajo se determinaron las proteinas SOD, CAT y GPx debido a que son
las principales enzimas involucradas en la reduccién del oxigeno. Cabe mencionar que
las EROs también pueden inducir apoptosis a través de la via intrinseca (Ozben, 2007),
estas facilitan la liberacion del citocromo c y activan proteinas estabilizadoras de los poros
(Bcl2 y Bcl-xL) y también pueden inhibir estas proteinas (Dasari y Tchounwou, 2014). En
este trabajo se encontrd que los niveles proteicos en los tumores de los ratones tratados
con la combinacién de a-M+CDDP aumentan los niveles de SOD, disminuyen CAT y
aumentan GPx (Grafico 2); el aumento en SOD y GPx pareceria paradojico a los
resultados esperados, debido a que estas enzimas regulan los niveles de radicales libres
y las EROs en el organismo, asi como participan en la reduccion univalente del oxigeno,

por lo que se esperaba la disminucién de ellas; una explicaciéon al aumento en los niveles
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de SOD indica un incremento en la produccion de H202 lo que mantendria la muerte
celular, aunado a esto, la disminucién en la produccién de CAT evita la reduccion de H202
en agua, lo que mantiene la cantidad de H202 induciendo muerte celular. A pesar de
haber un aumento en la enzima GPXx, que también se encarga de reducir el H202, este
aumento no llega a ser suficiente para reducir todo el H202 acumulado en la célula. Por
lo que, nos sugiere que al haber un incremento en H202 reacciona con los fosfolipidos de
la membrana celular que genera peroxidacion lipidica, lo que conduce a la célula a la

muerte.

Al observar una importante participacion de la via antioxidante en el efecto de la
disminucion del tumor de los ratones tratados con la combinacion de a-M+CDDP, se
decidié evaluar la expresion génica de estas enzimas. En la tabla 6 se observa que el
RNA obtenido presenta una alta pureza con una relacién 260/280 y 260/230 cercana a 2,
asi como en el grafico 3 se observa la integridad del RNA para obtener resultados de

PCR mas confiables.

El aumento de SOD, la disminucién de CAT y el aumento de GPx son resultados
completamente opuestos a los mostrados en los niveles de proteina, estos resultados
nos sugieren una posible modificacion en la activacion transcripcional reflejada por la tasa
de recambio de RNA. También sugiere que la disminucién en las enzimas SOD y GPx y
el aumento de CAT se esta dando para mantener un equilibrio de estas proteinas, de tal

manera gue ya no se codifique mas para esas proteinas (Hernandez-Alarcén et al., 2003).

Los resultados obtenidos en este proyecto proporcionan una nueva perspectiva sobre el
mecanismo molecular de a-M en combinacion con CDDP, y sugiere que en la disminucion
del tamafio tumoral, no sélo se ve involucrada la via intrinseca de la apoptosis, si no

también revela la intervencidon de enzimas antioxidantes.

9. CONCLUSION

Uno de los mecanismos por el cual la a-M incrementa la sensibilidad al tratamiento con
CDDP es por la participacion de la via apoptotica intrinseca y la via antioxidante, sin

presentar una relacion en los niveles de trascripcion de las proteinas antioxidantes.
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10. ANEXO |

A
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Gréfico 5. Curva melt. A través de estas graficas se confirma que cada producto tiene
una temperatura especifica para obtener un solo producto. (A) HPRT1, Hipoxantina
fosforribosiltransferasa 1; (B) SOD-2, superoxido dismutasa 2; (C) CAT, Catalasa; y (D)

GPXx, glutatién peroxidasa.
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