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-La primera vez que le mostré a mi hermano pequefio una célula bajo el microscopio,
exclamo con asombro:

“Es la cosa mas pequeiia y fragil que he visto, parecen hojas que caen en otoiio”

Desde ese momento la ciencia me significo mas que un mundo maravilloso...



“La verdadera ciencia ensefia, sobre todo, a dudar y a ser ignorante”.

Ernest Rutherford

cQuién les dio la “verdad” absoluta? Nada hay absoluto. Todo cambia, todo se mueve, todo
revoluciona, todo vuela y va.

Frida Kahlo

“Creo que mientras mds a fondo se estudia la ciencia, mds se aleja uno de cualquier concepto que se
aproxime al ateismo”.

William Thomson

Radiante e incorruptible es la sabiduria, con facilidad la contemplan quienes la aman y ella se deja
encontrar por quienes la buscan y se anticipa darse a conocer a los que la desean.

(Sab 6,12-16)

“Me ensefiaron que el camino al progreso no es fdcil, ni rapido”

Marie Curie.
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Resumen

Actualmente el cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, en 2012,
se diagnosticaron 14 millones de casos nuevos, el nUmero de muertes por cancer es de
171,2 por cada 100,000 hombres y mujeres por afio (INC, 2017), se conocen cerca de 200
tipos de cancer. En 2017, la OMS sefiala que los tipos de cancer diagnosticados con
mayor frecuencia a nivel mundial son los de mama, cervicouterino, pulmon, estomago,
colon y prostata. Los tratamientos actuales para tratar el cancer han resultado poco
eficientes, tienen muchos efectos adversos, que resultan ser mas nocivos que la
enfermedad misma. Es por eso que, en la busqueda de alternativas para el tratamiento del
cancer, se ha evaluado la actividad antitumoral de algunos flavonoides in vitro. Entre los
flavonoides estudiados, la quercetina, un flavonol que ha presentado una variedad de
beneficios para la salud humana, asi como su importancia comercial, se le ha atribuido
propiedades como protector cardiovascular, prevencion de las cataratas, efectos
antihipertensivos, antioxidante, antiinflamatorio, entre otros. Sin embargo, su actividad
antitumoral aun no es clara, por lo que en este trabajo se evalué la actividad
antiproliferativa, necrética y apoptética de la Quercetina en la linea celular de céncer
cervicouterino CaSki, la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, la linea celular
de cancer de pulmén SK-LU-1 y la linea celular de cancer de prostata PC-3. Nuestros
resultados, mostraron que la Quercetina afecta el potencial proliferativo de las cuatro
lineas celulares de una manera dependiente de la dosis, con unas ICsy obtenidas de 39
ug/ml para CaSki y SK-LU-1 41 pg/ml para PC-3 y 55 pg/ml para MDA-B-231, siendo la
linea celular de cancer de mama la que presenté mayor resistencia al tratamiento. No
obstante estas concentraciones, el ensayo de LDH para determinar la actividad necrotica
de la Quercetina en las lineas celulares, mostrd que la Quercetina indujo valores menores
al 10% de LDH, indicando que la quercetina ejerce una baja o nula actividad necroética en
estas lineas tumorales mostrando que el decremento en el nimero célular no se debe a una
muerte por necrosis. Con respecto a la actividad apoptoética de la Quercetina, los
resultados de tincion nuclear con DAPI, asi como los resultados de determinacion de la
caspasa-3 activa por citometria de flujo, indicaron que la Quercetina indujo a las células
tumorales a presentar una morfologia tipica de células apoptéticas (tincién con DAPI), asi
como de inducir la presencia de la caspasa -3 activa, indicando que la Quercetina induce a
las células tumorales a una muerte apoptotica. Con respecto al efecto antiproliferativo y
necrotico de la Quercetina en las células no tumorales (linfociticas), los resultados
mostraron que la Quercetina afectd en menor grado la proliferacion de las células
linfociticas, con un efecto necrotico bajo, que indica que la Quercetina presenta una
actividad antiproliferativa con cierta accion selectiva, sin inducir muerte necrética.
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Introduccion

La célula

En el universo bioldgico hay dos tipos de células: eucariotas y procariotas. La célula es la
unidad estructural y funcional basica de los seres vivos. Las células eucariotas
comprenden a todos los miembros de los reinos animal, vegetal, fungi y protista (Lodish,
2005). Las células que forman comunidades derivan del crecimiento y la divisién de una
celula inicial dnica. Los factores ambientales, regulan los procesos metabdlicos de la
celula (Murray, 2013), la division celular es un ejemplo de estos procesos metabdlicos, en
este proceso las células se duplican y transmiten la informacion contenida en su material
genético (ADN), generacion tras generacion (Alberts et al., 2006). Esta division celular es
necesaria en el cuerpo para reemplazar las células perdidas por desgaste, mal
funcionamiento o por muerte celular. La célula lleva una serie de procesos metabolicos
durante su crecimiento, duplicacién y muerte celular.

El ciclo celular

En los organismos pluricelulares, la division es un proceso importante ya que la célula
“madre” 0 progenitora heredara una copia exacta de su informacion genética a sus dos
células “hijas” en cada division (Diaz, 2003), para que este proceso se lleve a cabo es
necesario una serie de eventos coordinados citoplasmaticos y nucleares, donde la célula
incrementa su tamafio, fabrica y adquiere los componentes necesarios para su division,
estos eventos en conjunto son Ilamados ciclo celular. El ciclo celular regula a su vez cada
division celular. Para la comprension de este proceso, algunos autores han dividido el
ciclo celular en etapas discretas que han denominado: G1, S, G2y M.

La fase G1 o también llamado gap 1 es la fase que antecede a la fase S; en esta fase la
célula incrementa el material enzimético, sus organelos se replican, asi como otras
moléculas y estructuras citoplasmaticas también aumentan en nimero.

El inicio de la fase S comienza cuando la célula adquiere el tamafio suficiente, las
proteinas necesarias se han sintetizado y se tiene el ATP necesario, en esta fase el ADN
es replicado correctamente; de lo contrario el ciclo se detiene.

La fase G2 o también llamada gap 2se adquiere la maquinaria necesaria para la division;
se confirma que el ADN este completo y correctamente duplicado. El material genético es
compactado en unas estructuradas llamadas cromosomas; se forman los conjuntos de
cromosomas que seran heredados en la fase M.
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En la fase M o Mitosis es donde la célula se divide, originando dos células hijas con la
misma carga genetica. Seguida de esta fase sigue una cariocinesis donde la célula termina
de dividirse citoplasmaticamente. Cuando la célula es dividida puede prepararse para una
nueva division o permanecer en un estado conocido como GO.

La fase GO es el estado de reposo y ausencia de crecimiento, caracteristico de algunos
tipos celulares. En esta fase la célula no avanza a traves de las otras fases del ciclo porque
no lo requiere o0 porgue no es necesario, algunos ejemplos celulares detenidas en GO son:
las células nerviosas y las células hepaticas; en el cual puede permanecer por dias, meses
y a veces afios (Diaz, 2003).

El ciclo celular es un proceso que estd regulado por diversas moléculas, algunos son
complejos proteicos que forman una red de interacciones y que guian el ciclo celular a
través de cada fase. De entre estas proteinas se destacan las cinasas dependientes de
ciclinas (CDK): gque son proteinas que son fosforiladas en sus aminoacidos (Thr y Ser);
las ciclinas (llamadas asi por aparecer y desaparecer durante el ciclo): se encargan de
activar y regular a las CDK a lo largo del ciclo celular (Quezada, 2007).

Estos complejos formados entre ciclinas y CDK, conforman los denominados puntos de
control o “Check-points” que actuan en lugares cruciales del ciclo celular, es decir, entre
el final de una etapa y el inicio de la siguiente; Los tres puntos de control claves se
encuentran en G1, justo antes de entrar en fase S, el otro en G2 antes de la mitosis, uno
més durante la fase M (Fig. 1). En estos puntos de control se examina el estado
nutricional, la masa celular, procesos de crecimiento, estado del ADN, estados de las
particulas, la carga genética, entre otros elementos necesarios para a un ciclo celular
tipico normal (Diaz, 2003). Dentro de una célula se tiene un sistema bien establecido para
determinar el tiempo entre una fase y la siguiente, donde algunas moléculas “marcan”
(por un sistema ubiquitina proteasa) a los complejos ciclina/CDK para su degradacion,
permitiendo que la célula siga el paso durante la siguiente fase del ciclo. Si un punto de
control desencadena la siguiente fase sin que haya terminado la anterior puede ocasionar
en la célula dafos fatales en sus posteriores divisiones.
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Figura 1. Fases del ciclo celular. Complejos ciclinas/CDK durante las fases del ciclo celular: G1- S: ciclina
D/Cdk 4, D/Cdk 6, ciclina E/cdk2; S: ciclina A/Cdk 2; G2-M: ciclina A/Cdk 1, ciclina B/Cdk 1. Disponible
en: http://grupob2patologiausac.blogspot.mx/2014/08/

Los organismos pluricelulares, se encuentran en constante renovacion, exceptuando
algunos tipos celulares como las neuronas y los hepatocitos, por lo que se debe establecer
un equilibrio entre el control de la velocidad de division celular y el control de la muerte
celular, este equilibrio es fundamental para mantener la homeostasis de los organismos,
que garantiza una poblacién adecuada de células en un tejido (Lizarbe, 2007). Ya que el
namero de células que conforman a un organismo adulto es constante por lo que hay una
tasa de recambio celular; el cuerpo humano produce y erradica miles de millones de
células al dia. Por ello la muerte celular juega un papel fundamental en este equilibrio.

La muerte celular puede ocurrir de diversas formas, se abordarén dos de las principales
muertes que pueden ser distinguidas claramente: la apoptosis o muerte celular
programada y la necrosis.
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Muerte celular

1. Apoptosis

En 1972 Kerr, Wyllie y Currie ocupan por primera vez el termino apoptosis, neologismo
tomado del griego clésico (apo: “fuera de” 0” separacion” y ptosis: “caida”), término que
hace alusion a la caida de las hojas desde los arboles en otofio o la de los pétalos de las
flores (Jordan, 2003). Segun Lizarbe (2007) la apoptosis es el conjunto de reacciones
bioquimicas que tienen lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma
regulada en respuesta a una serie de acontecimientos fisiologicos o patoldgicos. La
apoptosis se considera como una muerte natural fisioldgica, donde el resultado es la
eliminacion completa de la célula, esta muerte se da de manera selectiva, es decir en
células no deseadas, dafiadas o desconocidas; ademas de que desempefia un papel
protector frente a posibles enfermedades (Jordan, 2003).

Las caracteristicas principales de este tipo de muerte son:

1. Proceso altamente regulado y controlado por un grupo de proteinas proteasas,
cisteinproteasas denominadas caspasas (cisteinyl protesas especificas de
aspartato); tienen un sitio activo donde se encuentra una cisteina, que escinde a
sus proteinas diana sobre residuos altamente especificos de acido aspartico. Estas
proteinas se sintetizan en la célula en forma inactiva o procaspasas, éstas son
activadas por otras caspasas cuando escinden en sus residuos de acido aspartico
(Alberts et al., 2006). Estas proteinas se dividen en tres grupos: iniciadoras
(caspasas 2, 8, 9 y 10), ejecutoras o efectoras (caspasas 3, 6 y 7) e inflamatorias
(caspasas 1, 4, 5, 11,13 y 14) (Lodish, 2005). Debido a la alta biosintesis de
proteinas este proceso es energéticamente activo, es decir, requiere un gasto
energético de ATP.

2. Proceso ordenado que sigue una secuencia de pasos desde que recibe el estimulo
(intracelular o extracelular), la condensacion nuclear (picnosis), la fragmentacion
del ADN en fragmentos de 180 a 200 pb o mudltiplos, la condensacién
citoplasmatica, la formacion de vesiculas por dilatacién del reticulo endoplasmico,
translocacion de la fosfatidilserina y la degradacion de los cuerpos apoptoticos por
fagocitosis (Lizarbe, 2007).

3. Proceso que mantiene la integridad de la membrana celular. Ya que se forman
vesiculas que provienen del reticulo endoplasmico y se fusionan con la
membrana; el contenido citoplasméatico queda dentro de los cuerpos apoptoticos
por lo que el contenido no se libera a la matriz extracelular y por lo tanto no
desencadena un proceso inflamatorio.
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Las vias por las que se puede desencadenar una apoptosis son:

Via extrinseca o de receptor de muerte

La activacion de la apoptosis por esta via estd mediada por receptores
transmembrana. Estos implican receptores de muerte que son miembros de la sUper
familia de genes del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) (Cascales, 2003).

Estos receptores comparten dominios extracelulares ricos en citocinas y dominios
citoplasmaticos o también llamado dominio de muerte, el cual es muy importante en el
inicio de la sefializacion intracelular, ya que éste transmite la sefial desde la superficie de
la célula cuando el receptor se une a su ligando hasta la activacion de moléculas
citoplasmaticas que daran como resultado la apoptosis. Los receptores de muerte que
pertenecen a la familia de TNF son: FasL / Fas, TNF- « / TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L /
DR4 y Apo2L / DR5 (Elmore, 2007; Cascales, 2003).

El modelo que ha sido utilizado para describir la via extrinseca es la que involucra a
FasL/FasR. Cuando se une su ligando (FasL) a su receptor (FasR), los receptores se
trimerizan (complejo de tres unidades FasR). El FasR se une con su dominio de muerte,
dominio presente en la proteina adaptadora citoplasmatica FADD que tiene un dominio
efector de muerte. ElI dominio efector de muerte de FADD interactia con el dominio
efector de muerte de procaspasa 8, estos dominios se dimerizan y generan una compleja
sefializacion inductora de muerte (DISC) y esta genera una activacion autocatalitica de
proscaspasa 8. Caspasa 8 activa escinde a procaspasa 3, 6 0 7. Estas caspasas efectoras
finalizan el proceso de muerte apoptética (Elmore, 2007).

Paralelamente, la caspasa 8 puede activar la via apoptoética mitocondrial al activar la
proteina Bid, la cual puede promover la salida del citocromo c de la mitocondria, activar a
la procaspasa 9 y la union de ésta a APAF 1 formando el apoptosoma, activando este a su
vez a las caspasas ejecutoras (Cascales, 2003) (Fig.2)

Via intrinseca o mitocondrial

Esta via es iniciada por eventos mitocondriales, estos eventos pueden ser inducidos por
diversos factores: la ausencia de ciertos factores de crecimiento, hormonas y citocinas,
dafios al ADN por radiacion, luz UV, quimioterapia, hipoxia o altas concentraciones de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Este dafio es detectado normalmente por proteinas
ATM o ATR, que fosforilan a p53 deteniendo el ciclo celular en la fase G1/S, donde el
dafio es reparado para continuar el ciclo celular (EImore, 2007).

Cuando el dafio al ADN es irreparable o muy grande, p53 desencadena el inicio de la
apoptosis, por medio de la activacién de las proteinas de la familia de Bcl-2 pro-
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apoptoticas. Los miembros de esta familia tienen actividades diferentes que median la
muerte celular. Estas regulan la permeabilidad de la membrana mitocondrial y se pueden
clasificar en subfamilias dependiendo de sus caracteristicas estructurales y funcionales.
Dependiendo de como actuan en el proceso de muerte se describen dos tipos de proteinas:
antiapoptaéticas, si lo bloquean (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-x, Bcl-XS, Bcl-w, BAG), y las pro-
apoptoticas (Bim, Bid, Bik, Bad, Bax, Bak, PUMA y NOXA) (Lizarbe, 2007).

La proteina p53 activa genes de proteinas proapoptéticas como Bax o Bak, que se dirigen
a la membrana mitocondrial y se anclan a oligdbmeros de estas proteinas a la membrana,
en donde se polimerizan. (Cascales, 2003). El resultado de esta polimerizacion es un
cambio en la membrana mitocondrial interna, que resulta en una apertura del poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial. Este poro provoca que se pierda el potencial
transmembranal de la mitocondria y la liberacion de proteinas pro-apoptéticas hacia el
citosol (Citocromo C y Apaf-1) (Cascales, 2003).

Una vez que se libera el citocromo C se une y activa a Apaf-1, éste se oligomeriza y
forma un complejo de 7 unidades, el mismo nimero de homodimeros de la procaspasa 9 y
ATP, que en conjunto forman el “apoptosoma”. Cuando se forma el apoptosoma caspasa
9 queda activa y corta a su molécula diana, en este caso procaspasa 3 (Taylor, 2008;
Elmore, 2007; Cascales, 2003).

Ambas vias convergen en la fase de ejecucién en este caso en la activacion de caspasa 3;
como resultado de la activacion de caspasa 3 se da la fragmentacion del ADN, la
degradacion del citoesqueleto y proteinas nucleares, entrecruzamiento de proteinas,
formacion de cuerpos apoptéticos, expresion de ligandos para receptores de células
fagociticas y la absorcion por las células fagociticas, con la que culmina el proceso de
apoptosis (EImore, 2007).

Otra convergencia que puede existir entre ambas vias se da cuando caspasa 8 escinde a
Bid (tBit) e interactla en el citosol con Bax, lo que conduce a la liberacion de citocromo
C, a la activacion del apoptosoma y la activacion de procaspasa 9 (Lizarbe, 2007) (Fig.
2).
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Figura 2. Via extrinseca e intrinseca de la apoptosis. La via extrinseca es activada por receptores de muerte
en la membrana; la via intrinseca es activada por p53, en respuesta a dafios en el ADN. Ambas vias
convergen en la activacion de la caspasa 3. Tomado de
https://www.mycancergenome.org/content/molecular-medicine/pathways/apoptotic-signaling

2. Necrosis

La necrosis del griego “nekros” que quiere decir muerte y este es utilizado para describir
una muerte patoldgica de células o tejidos del organismo (Lizarbe, 2007). Este tipo de
muerte es producida debido a agentes nocivos, condiciones 0 circunstancias
determinadas, como es la isquemia, hipoxia, traumatismo, la exposicién a la radiacion
ionizante, la accidn de sustancias quimicas o toxicos, o en infecciones o por el desarrollo
de enfermedades autoinmunes; por lo cual este tipo de muerte es cominmente asociada a
la pérdida de células por patologias humanas (Alberts et al., 2006) (Fig. 3).

Las caracteristicas de este tipo de muerte son:

1. Pérdida de la integridad de la membrana con la consecuente lisis celular y
liberacion del contenido citoplasmatico al exterior incluyendo a los organulos.
La célula se hincha, se deterioran las estructuras celulares y se deterioran sus
funciones esenciales (Lizarbe, 2007).

© 2016 MyCancerGenome.org
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2. Es un proceso independiente de energia y no sigue un orden determinado,
ademés de presentar una disfuncién de la mitocondria que puede ser por
condensacion, hinchazdn o rotura de la membrana, los organelos se encuentran
alterados y la célula aumenta de tamafio (Cascales, 2003)

3. La celula pierde el control del flujo de iones, produciendo una reduccion de
gradientes de concentracion de Na+, K+, Ca** y Mg?*, ademés de presentar
cambios en la presion osmotica, lo que conduce a la captacion de agua, la
celula se hincha y por ello es considerada una muerte celular violenta (Elmore,
2007).

4. La activacion del proceso inflamatorio, éste se da cuando el contenido
citoplasmatico es liberado al medio extracelular, el cual incide sobre las
celulas adyacentes, generando sefiales quimiotacticas, lo que conduce al
reclutamiento de células inflamatorias, dando lugar a la respuesta inflamatoria
que es potencialmente perjudicial para los tejidos cercanos (Lizarbe, 2007).
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Figura 3. Diferencias de muerte celular necrética y apoptética. La muerte celular por necrosis es
desordenada, independiente de energia y produce respuesta inflamatoria mientras que una muerte celular
apoptética es ordenada, regulada y controlada, que culmina cuando los cuerpos apoptéticos son
fagocitados, sin activar el proceso inflamatorio. Disponible en:
http://patologiabcom6.blogspot.mx/2014/05/blog-post.html

Las celulas de los organismos pluricelulares pertenecen a una comunidad que se
encuentra bien organizada y coordinada. Esta comunidad esta regulada de manera precisa,
donde hay un equilibrio entra la velocidad de division celular y la muerte celular. Las
células dafiadas son eliminadas y reemplazadas (Alberts et al., 2006).
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Cancer

Cuando una célula de la comunidad se encuentra dafiada, de manera normal deberia ser
eliminada, sin embargo, ésta puede adquirir cambios que dafian a ciertas moléculas
encargadas de controlar su ciclo celular.

Estos dafios producen una multiplicacion y proliferacién descontrolada, aunque no sea
necesario, que no es corregida y es heredada, lo que conlleva a un aumento en el nimero
de células dafiadas, produciendo una masa celular anormal, un tumor (Lodish, 2005); los
tumores pueden ser benignos, cuando estos se encuentran encapsulados, facilitando su
extraccion, sin embargo, cuando éstos son capaces de invadir y diseminarse hasta llegar a
la metastasis se convierten en malignos (Rios, 1999). En el lugar donde aparece por
primera vez la tumoracién se le llama tumor primario, a pesar de que después genere
metastasis,

La OMS, 2017 define al cancer como un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolados de células que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo,
donde el tumor suele invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos
distantes del organismo. Los diferentes tipos de céancer se clasifican de acuerdo con el
tejido y con el tipo celular a partir del cual se originan:

e Carcinomas: Céancer de células epiteliales. Representa el 80% de los tipos de
cancer

e Sarcomas: Cancer de células no epiteliales. Representa el 1% de los tipos de
cancer.

e Leucemias: Céancer de células hematopoyéticas de cualquier linaje.

e Linfomas: Cancer de células de la linfa o de origen linfoide que se asienta para
formar tumores sélidos.

El origen del cancer se desconoce, pero se sabe que sus causas pueden ser multifactoriales
(factores fisicos, quimicos y bioldgicos), dentro de sus principales factores de riesgo se
encuentran la exposicion a agentes quimicos del medio ambiente (contaminacion), la
edad, exposicion a radiaciones constantes, estilo de vida etc. Actualmente se conocen
cerca de 200 tipos de cancer que son denominados segun la zona de desarrollo (OMS,
2017).

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, ocupa el segundo
lugar en muertes al afio después de las enfermedades cardiovasculares, en 2012 se
diagnosticaron 14 millones de casos nuevos, el nimero de muertes por cancer es de 171.2
por cada 100,000 hombres y mujeres por afio, el nimero de casos nuevos de cancer
aumentara a 22 millones en las siguientes dos décadas (INC, 2017).
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La OMS, 2017 sefiala que los tipos de cancer diagnosticados con mayor frecuencia a
nivel mundial son los de pulmon, higado, estdmago, colon y recto, mama y esofago. Por
sexo, los cinco principales en las mujeres son el de mama, colon y recto, pulmén, cuello
uterino y estdbmago, mientras que en los varones son el de pulmon, prostata, colon y recto,
estomago e higado (Fig. 4).
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Figura 4. A) Incidencia del cancer a nivel mundial, siendo los canceres de mama, prostata, pulmén,
colorrectal, cervicouterino y estomago los cinco principales en ambos sexos. B) Incidencia del cancer en
México, en los primeros lugares se encuentra el de mama, prdstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmén
en ambos SEX0S, seglin GLOBOCAN 2012. Disponible en:
http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_population.aspx

Cancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino a nivel mundial ocupa el quinto lugar de incidencia y el sexto
lugar por causas de muerte y la cuarta mas frecuente entre las mujeres de 25 a 69 afios,
con un estimado de 528 mil casos diagnosticados anualmente, 266,000 defunciones
anuales, 87% de las cuales ocurren en paises subdesarrollados (GLOBOCAN, 2012).

En México la Secretaria de Salud reporta que el CaCu es la segunda causa de mortalidad
por neoplasias malignas en la mujer al producir hasta 11 muertes por dia. En México,
GLOBOCAN, 2012 reporta que el CaCu ocupa el segundo lugar de incidencia con 13,
900 caos nuevos, y la segunda causa de muerte con 265, 672 fallecimientos. Las
entidades con mayores tasas son Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Campeche (INEGI, 2017).
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El cancer cervicouterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio del cérvix,
que se manifiesta inicialmente a traves de lesiones precursoras de lenta y progresiva
evolucion, éstas pueden confinarse en la superficie epitelial o un cancer invasor a zonas
distantes del tumor primario (CSG, 2010).

El cancer cervicouterino se origina en las células que revisten el cuello uterino, la parte
inferior del Utero (matriz). Los dos tipos principales de células que cubren el cuello del
atero son las células escamosas (en el exocérvix) y las células glandulares (en el
endocérvix), éstos dos tipos de células confluyen en un lugar llamado zona de
transformacion. La ubicacion exacta de la zona de transformacion cambia a medida que
envejece Y si se presentan partos (Fig, 5).

La mayoria de los canceres cervicouterinos se originan en las células de la zona de
transformacion. Estas células no se tornan en cancer de repente, sino que las células
normales del cuello uterino primero se transforman gradualmente con cambios
precancerosos, como la aparicién de verrugas, los cuales se convierten en cancer.

El CaCu se clasifica de acuerdo a los tipos histoldgicos que se presentan:

e Escamocelular: También denominado epidermoide o espinocelular, 9 de 10 casos
de los canceres de cuello uterino son carcinomas de células escamosas y surge de
la parte exterior del cuello uterino (ASC, 2014).

e Adenocarcinoma: Es menos frecuente y surge del tejido glandular del canal
cervicouterino interno (endocérvix). Su pronostico es mas grave que el del
escamocolumnar (ASC, 2014).
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———— del Utero
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Figura 5. Anatomia del cuello uterino, que muestra la posicion del endocérvix y la del exocérvix,
asi como la zona de transformacién donde se da la generacion del cancer. Tomado y modificado de
INC, 2017.
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Factores de riesgo

Varios factores de riesgo aumentan la probabilidad de padecer cancer de cuello uterino.
Las mujeres sin estos factores de riesgo raramente padecen dicha enfermedad, aunque
estos factores de riesgo aumentan las probabilidades de padecer cancer de cuello uterino,
muchas mujeres que los tienen, no lo padecen.

Virus del Papiloma Humano: La prevalencia del VPH en CaCu es de 99.7%,
demostrando la causa fundamental de la aparicidn de este carcinoma. Harald Zur
Hausen fue Premio Nobel en 2009 al demostrar que el VPH es el agente causal de
CaCu. En general, 50% de las mujeres estaran infectadas con VPH dentro de los 4
afios de haber iniciado vida sexual activa (Acufia, 2013).

El VPH es un grupo de méas de 150 virus relacionados, algunos de los cuales
causan un tipo de crecimiento llamado papilomas, lo que se conoce mas
comunmente como verrugas. EI VPH se puede transmitir de una persona a otra
durante el contacto con la piel. Una forma en la que el VPH se transmite es
mediante el sexo, incluyendo el sexo vaginal, anal y oral (ASC, 2014).

El VPH es miembro de la familia Papovaviridae, que se caracterizan por ser
pequefios, con un genoma de ADN circular, de doble cadena, de aproximadamente
8000 pb de longitud. Se encuentran catalogados de manera general en dos tipos:
de alto y bajo riesgo de oncogenicidad. Dentro de los de alto riesgos se encuentran
16, 18, 31, 33, 35, ,39, 45, 52, 56, 58, 59, 67, 68 y de bajo riesgo se encuentran los
tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 y 81, éstos estan presentes en las lesiones
benignas (OMS, 2017). Para la aparicion del CaCu es una infeccion resistente del
VPH de alto riesgo especialmente los tipos 16 y 1, éstos suelen presentarse de
manera mas habitual.

En la infeccion latente el ADN viral permanece en el ncleo de manera circular,
éste se mantiene sin replicarse y no ocurren cambios morfoldgicos, cuando se da
una herida expuesta en las regiones del cuello uterino el virus comienza a
replicarse, con generacion de viriones, ésta se lleva a cabo en células escamosas
diferenciadas, la pérdida del control de la proliferacion celular son los genes
virales transformantes E6/E7. La proteina E6 De 15 aa que liga Zinc y ésta forma
un complejo con p53 y la enzima ubiquitina ligasa, produciendo su degradacion.
E7 es una proteina de 100 aa, ligante de Zinc que experimenta fosforilacién
permitiéendole unirse a través de su extremo N-terminal, a la proteina del
retinoblastoma Rb, alterando su funcion (Rivera, 2006).

Edad: La infeccion es mas comun en mujeres sexualmente activas, se estima que
en mujeres de 18 a 30 afios de edad.
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e Antecedentes familiares: EI cancer de cuello uterino puede presentarse con
mayor frecuencia en algunas familias. Cuando se tiene una descendencia directa
es decir madre, abuela o hermanas lo padecen, algunos investigadores sospechan
que algunos casos de esta tendencia familiar son causados por una condicion
hereditaria que hace que algunas mujeres sean menos capaces de luchar contra la
infeccion con VPH que otras (ASC, 2014).

e Tabaquismo: Estudios epidemioldgicos han demostrado que las pacientes con
historial de tabaquismo tienen el doble de probabilidades de contraer infeccidn por
el VPH, siendo este un factor positivo para desarrollar CaCu (OMS, 20017).

e Numero de partos: los cambios hormonales relacionados con el embarazo y los
cambios hormonales en el momento del parto se han determinado como factores
de riego potentes para desarrolla CaCu, debido a las lesiones que se producen y
permiten la infeccion viral de VPH, especialmente cuando tienen mas de tres
partos (OMS, 2017).

e Cambios frecuentes de pareja: Se ha encontrado una asociacion entre el nimero
de parejas sexuales por cada mujer, entre mas parejas tenga a lo largo de su vida,
mayor serd el riesgo (Rivera, 2006).

Cancer de Mama

Es uno de los tipos de cancer considerados problema de salud pablica ya que es una de las
principales causas de muerte en la poblacion femenina, el cancer de mama es el tumor
con mayor incidencia en paises en vias de desarrollo y desarrollados (SS, 2015).

A nivel mundial el cancer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente en la poblacion
con una frecuencia estimada de 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados
anualmente, representando el 25% de los casos de cancer en mujeres, es también la
principal causa de muerte por un tumor maligno en la mujer latinoamericana con 43,208
defunciones al afio (INEGI, 2017). Para México en el afio 2013, se registraron 5,405
defunciones en mujeres por cada 100,000 mujeres ocupando el primer lugar en
mortalidad por cancer en la mujer (SS, 2015). A pesar de que el cancer de mama es
considerado tipicamente femenina, también puede presentarse en varones, en una
incidencia mucho menor, menos de 1% (0.5%), en tipo histoldgico predominante es el
ductal invasor que representa el 90% de los casos (Cardenas, 2013).
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El cancer de mama es el crecimiento anormal y desordenado de células del epitelio de los
conductos o los lobulillos, El cancer de mama puede originarse en diferentes partes del
seno. La mayoria de los canceres de seno comienza en los conductos que llevan la leche
hacia el pezon (canceres ductales), pero también pueden originarse en las glandulas que
producen leche (cénceres lobulillares) (ASC, 2014). Las células cancerosas pueden
diseminarse a través de la sangre o de los vasos linfaticos a todo el cuerpo invadiendo a
otros tejidos (Fig. 6).

El cancer de mama se puede clasificar por su lugar de origen del seno:

Carcinoma ductal: Es el tipo de cancer mas frecuente, se presenta en 7 de cada 10
mujeres y este se origina de las células que recubren los conductos lacteos del
seno y éste puede ser in situ: El carcinoma ductal in situ (también conocido como
carcinoma intraductal) se considera un cancer de seno no invasivo o preinvasivo,
en éste tipo las células no han invadido otros tejidos del seno. Invasivo: El
carcinoma ductal invasivo o infiltrante es el tipo mas comdn de cancer de seno.
Este cancer comienza en un conducto lacteo del seno, penetra a través de la pared
del conducto y crece en el tejido adiposo del seno. En este punto puede tener la
capacidad de propagarse (hacer metastasis) hacia otras partes del cuerpo a través
del sistema linfatico y el torrente sanguineo (ASC, 2014).

Carcinoma lobulillar: Es el segundo tipo mas comin de cancer de seno, presente
en 1 de cada 10 mujeres con cancer de seno. Este cdncer empieza en un lobulillo
del seno (glandulas productoras de leche). Este puede ser in situ: en este caso la
afeccion se encuentra en células anormales solo en los lobulillos, o puede ser
invasor: cuando el cancer se ha diseminado desde los lobulillos a tejidos cercanos
(ASC, 2014).

Céancer inflamatorio de seno: es un tipo de cancer de seno poco comun.
Morfol6gicamente el seno se torna de color rojizo, se hincha y se siente caliente al
tacto, la piel puede presentar apariencia de hoyuelo, semejando una naranja, el
color rojo y el calor ocurren porque las células cancerosas bloquen a los vasos
linfaticos de la piel (ASC, 2014).
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Figura 6. Anatomia del seno de una mujer, donde se muestra su morfologia, los canceres de mama se
producen en los conductos (que transportan la leche hacia el pezon) y los lobulillos (glandulas encargadas
de la produccion de leche). Tomada de INC, 2017.

Factores de riesgo

Los factores de riesgo que se relacionan con la aparicion del cancer de mama son:

e Edad: Aunque el cancer de mama puede afectar a cualquier mujer, el riesgo de
padecerlo aumenta con la edad y la mayor incidencia se concentra entre los 50 y
los 65 afos.

e Factores hormonales (reproduccién y menstruacion): Las mujeres que hayan
tenido mas ciclos menstruales debido a que comenzaron la menstruacion a una
edad temprana (antes de los 12 afios) presentan un riesgo ligeramente mayor de
padecer cancer de seno. Este aumento en el riesgo podria deberse a una exposicién
mas prolongada a las hormonas estrégeno y progesterona durante la vida (ASC,
2014).

e Obesidad: El sobrepeso o la obesidad después de la menopausia aumentan el
riesgo de cancer de seno. Antes de la menopausia, sus ovarios producen la mayor
cantidad de estrogeno, y el tejido adiposo produce solamente una pequefia
cantidad. Por otro lado, después de la menopausia (cuando los ovarios dejan de
producir estrogeno), la mayor parte del estrogeno de una mujer proviene del tejido
adiposo. Un exceso de tejido adiposo después de la menopausia puede elevar los
niveles de estrogeno y aumenta su probabilidad de padecer cancer de seno (ASC,
2014)

e Tratamiento hormonal sustitutivo: La administracion del tratamiento hormonal
de larga duracion (mas de 5 afios) que combina estrogenos y progesterona para
tratar los sintomas de la menopausia no se recomienda. Debido a que se ha
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demostrado que se valora un aumento de riesgo estimado de 3 casos adicionales al
afio por cada 1000 mujeres.

e Antecedentes familiares: Es importante sefialar que la mayoria de las mujeres
(alrededor de 8 de cada 10) que padecen céncer de seno no tiene antecedentes
familiares de esta enfermedad, pero: Las mujeres que tienen parientes
consanguineos cercanos con cancer de seno tienen un mayor riesgo de padecer la
enfermedad. EI que un familiar de primer grado (madre, hermana o hija) padezca
cancer de seno casi duplica el riesgo de una mujer. El riesgo aumenta
aproximadamente tres veces, si dos familiares de primer grado padecen la
enfermedad (INC, 2017). Se cree que alrededor del 5 al 10 por ciento de los casos
de cancer de seno son hereditarios, lo que significa que se originan directamente
de defectos genéticos (llamados mutaciones) que se adquieren de uno de los
padres. La causa mas comudn de cancer de seno hereditario es una mutacion
hereditaria en los genes BRCAL1 y BRCAZ2. En las células normales, estos genes
ayudan a prevenir el cancer al producir proteinas que ayudan a evitar el
crecimiento anormal de las células. Las versiones mutantes de estos genes no
pueden detener el crecimiento anormal, y pueden ocasionar el cancer (ASC,
2014).

e Consumo del alcohol: El consumo de bebidas alcoholicas estd claramente
asociado a un aumento en el riesgo de padecer cancer de seno. El riesgo aumenta
con la cantidad de alcohol consumido. En comparacion con las mujeres que no
ingieren alcohol, las que consumen una bebida alcohdlica diaria tienen un
aumento muy ligero en el riesgo. Aquéllas que toman de dos a cinco bebidas al dia
tienen alrededor de 1 %2 veces mas riesgo que las mujeres que no toman alcohol
(ACS, 2014).

Cancer de Pulmon

El cancer de pulmdn, con un estimado de 1.35 millones de casos nuevos cada afio, es una de las
enfermedades mas graves y uno de los de mayor incidencia en el ser humano, es responsable de
altos indices de mortalidad oncoldgica a escala mundial y la causa principal de mortalidad relativa
al céncer, con un estimado de casos nuevos de 244, 180 y 164, 770 muertes anticipadas en 2012
(Pérez Guerra, 2017). Su prondstico global es malo con una supervivencia total a los 5 afios del
15 %, debido a que se diagnostica en un estadio avanzado, cuando el paciente ya presenta
sintomas (OMS, 2017).

Para México se reporta una incidencia de 9,148 casos y una mortalidad de 8,807 casos (OMS,
2008), en el 2010 se reportaron 74,685 muertes por cancer de las cuales 6, 795 son por céncer de
pulmén ubicandose en primer lugar en nuestro pais, el 68% de estas muertes se dieron en el
género masculino. El cancer de pulmén es mas frecuente en la poblacién masculina, sin embargo,
se ha observado un aumento en la poblacion femenina (ASC, 2016). El cancer de pulmon se da
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por la transformacion de células epiteliales que reviste todo el arbol respiratorio y las
celulas alveolares, este cancer presenta una alta capacidad metastésica (Fig.7).

El cancer de pulmon se clasifica en dos tipos principales: cancer de pulmoén de células no
pequefias y cancer de pulmdn de células pequefias, esta clasificacion se da dependiendo
de su morfologia bajo el microscopio:

e Cancer de pulmoén de células pequefias o microciticas: Cerca del 13% de los
canceres de pulmoén son cancer de pulmén de células pequefias, este tipo tiende a
diseminarse con rapidez (INC, 2008). Las células de este tipo de cancer parecen
granos de avena de forma ovalada al verlas al microscopio; crece con rapidez y se
disemina muy rapido hacia otros 6rganos. Este tumor es sumamente agresivo. Se
disemina con mayor frecuencia a los ganglios linfaticos, al cerebro, higado y
glandulas suprarrenales (INC, 2008). Sin tratamiento tiene una media de
supervivencia de solo 2 a 4 meses desde el momento de diagndstico. Muestra la
mayor relacién con el tabaquismo, ya que el 98% de los pacientes que lo
presentan con historia de tabaquismo (Moctezuma, 2009).

e Cancer de pulmon de células no pequefias: La mayoria de los canceres de pulmoén

(cerca del 87%) son canceres de pulmon de células no pequefias, es el cancer mas
frecuente, casi siete de cada ocho personas diagnosticadas con cancer de pulmén
lo padecen. Este tipo se disemina con mas lentitud que el cancer de pulmon de
células pequerias (INC, 2008).
Los tres tipos principales de cancer de pulmén no microciticos son:
adenocarcinoma, ocupa el primer lugar en frecuencia epidemioldgica (50%) es el
tipo mas comun en pacientes no fumadores y suele localizarse en la periferia
(pleura y pared torécica); carcinoma de células escamosas, representa el 30 % de
todos los casos de cancer de pulmon, muestra una fuerte relacion con el consumo
de tabaco, las células son delgadas y planas, asemejandose a escamas de pescado,
su crecimiento es relativamente lento y suele localizarse en la parte central del
pulmon y carcinoma de células grandes, ocupa el 5% de casos y puede surgir en
cualquier parte del pulmon, tiene un mal prondéstico y también es asociado con el
tabaquismo (ASC, 2016).

Factores de riesgo

La incidencia de cancer de pulmén ha crecido como consecuencia del habito de fumar,
debido a que el humo de tabaco causa la mayoria de los casos de cancer de pulmon,
generado como consecuencia de las lesiones del humo sobre las células (INC, 2017).

e Tabaquismo: Fumar es definitivamente el factor de riesgo mas importante del
cancer de pulmon. Se cree que aproximadamente 80% de todas las muertes por
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cancer del pulmon se deben al habito de fumar, y este nimero es probablemente
aun mayor para el cancer de pulmén microcitico. Es poco comdn gque una persona
que nunca haya fumado padezca cancer de pulmon (ASC, 2016). Se han
encontrado casos donde el cancer de pulmodn se presenta en “fumadores pasivos” o
también llamados pacientes que inhalan humo de segunda mano (o humo de
tabaco ambiental), son personas que no fuman, pero respiran el humo que otros
producen; se cree que el humo de segunda mano causa mas de 7,000 muertes por
cancer de pulmon cada afio (INC, 2017).

e Exposicion a raddn: El radon es un gas radiactivo que se produce naturalmente
cuando se descompone el uranio en el suelo y las rocas. No se puede ver, no tiene
sabor ni tiene olor. Segun la U.S. Environmental Protection Agency (EPA), el
radon es la segunda causa principal de cancer de pulmén, y es la causa principal
entre los no fumadores (ASC, 2016).

e EXxposicion a asbesto: Las personas que trabajan con asbesto (como en algunos
molinos, minas, fabricas textiles, lugares donde se usa material de aislamiento, y
astilleros) tienen una probabilidad varias veces mayor de morir de cancer de
pulmon. El riesgo de cancer de pulmon es mucho mayor en los trabajadores
expuestos al ashesto y que también fuman. Cuando se inhala el asbesto las células
del arbol respiratorio se dafian (ASC, 2016).

Cancer de Prostata

El cancer de prostata es una de las neoplasias malignas mas frecuente en los hombres y se
incrementa conforme aumenta la edad. El 87.6% de las defunciones se registraron en la
poblacién mayor de 65 afios (SS, 2001). Para México a partir de estudios sobre autopsias
se ha encontrado que el 10.6% en los varones de 50 a 59 afios, el 43.6% entre los 80 y 89
afios y el 83% de los varones de 90 a 99 afios tienen cancer de prostata (INC, 2017).

A nivel mundial, es la cuarta neoplasia mas comun en el hombre con un 16.5% de
mortalidad y una incidencia del 21.4 % (GLOBOCAN, 2012). En México la incidencia
es de 14,016 casos de cancer de prostata (21.4%) del total de 65,540 casos de cancer, con
una mortalidad de 6,367 casos (16.5%) (Sotomayor, 2012).

La prostata es una glandula que solo tienen los hombres. El cancer de prostata se origina
cuando las células de la prostata comienzan a crecer sin control, esta glandula produce
parte del liquido que conforma el semen. La préstata se encuentra debajo de la vejiga y
delante del recto, su tamafio cambia con la edad. En los hombres mas jovenes, la prostata
es del tamafio aproximado de una nuez. Sin embargo, puede ser mucho mas grande en
hombres de mas edad. Algunos cénceres de prdstata pueden crecer y propagarse
rapidamente, pero la mayoria crece lentamente (ASC, 2016) (Fig. 7).
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Mas del 95% de todos los carcinomas prostaticos son adenocarcinomas, el 97% de los
tumores se originan en la periferia. La histologia del cancer de prostata es muy
importante; se ha observado que un 95% son adenocarcinomas originados en la porcion
glandular de la prostata y solo un 4% es transicional, escamoso o endometroide, éstos
derivan de los conductos y por lo tanto son hormonoindependiente. El 1% son sarcomas
(SS, 2001).

Vejiga

Glandula | Conducto 8yac

Vesicula
seminal

Uretra

Figura 7. Anatomia de la prostata, las células cancerosas obstruyen la funcion de la glandula y los tejidos
adyacentes, cuando el tumor aumenta de tamafio produce dolor severo. Tomado y modificado de INC,
2017.

Factores de riesgo

e Edad: En este tipo de cancer la edad es de los factores de riesgo mas importantes.
Es poco comun que el cancer de prostata afecte a los hombres menores de 40
afios, pero la probabilidad de padecer cancer de prostata aumenta rapidamente
después de los 50 afios. Alrededor de 6 de 10 casos de cancer de prostata se
detectan en hombres mayores de 65 afios (ASC, 2016).

e Antecedentes familiares: Parece ser que el cancer de prostata afecta mas a
algunas familias, lo cual sugiere que en algunos casos puede haber un factor
hereditario o genético. También existiria una predisposicion familiar, pariente en
primer grado tiene un riesgo 10% mayor de tener un cancer prostatico (SS, 2001).

e Alimentacion La funcion exacta que desempefia la alimentacion en el desarrollo
del céancer de prostata no esta clara, aunque se han estudiado varios factores.
Algunos estudios han sugerido que los hombres que consumen una gran cantidad
de calcio (proveniente de alimentos o complementos) pueden tener un mayor
riesgo de padecer un cancer de préstata. Es posible que los productos lacteos (los
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cuales a menudo tienen mucho calcio) también puedan aumentar el riesgo (ASC,
2016).

e Mutaciones genéticas hereditarias: Algunas mutaciones genéticas pueden ser
transmitidas de una generacion a otra, y se encuentran en todas las células del
cuerpo. Estas mutaciones son hereditarias. Los cambios genéticos hereditarios
causan aproximadamente de 5% a 10% de los canceres de prostata. EI cancer
causado por genes hereditarios se denomina cancer hereditario. HOXB13: este
gen es importante en el desarrollo de la glandula prostatica. Las mutaciones en
este gen han sido vinculadas al comienzo temprano del cancer de préstata (cancer
de prostata diagnosticado a una edad temprana) que tiende a darse en algunas
familias. Afortunadamente, esta mutacion es poco comun (ASC, 2016).
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Tratamientos

Hay cerca de 200 tipos diferentes de cancer, que afectan a cuatro de cada 10 personas en
algin momento de su vida, por lo que no es facil hallar un tratamiento eficaz para el
cancer de una persona en particular (Benedi, 2006). Los servicios de un tratamiento, en
un contexto social, tiene como objetivo curar la enfermedad o prolongar la vida del
paciente de forma considerable mientras se garantiza una buena calidad de vida (OMS,
2017).

Actualmente el tratamiento contra el cancer esta determinado por su localizacion y el
grado de avance en el que se ha diagnosticado, de manera general se utiliza tres
tratamientos que varian de acuerdo a cada individuo, éstos pueden ser aplicados de
manera individual o combinados también Ilamado tratamiento multidisciplinar (Gaviria,
2007): La cirugia, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia son los tratamientos que
han proporcionado un cierto grado de efectividad sobre esta enfermedad. Cabe
mencionar que ninguno de estos tratamientos garantiza que el cancer quede erradicado
por completo o vuelva a presentarse.

Se puede dividir a los diferentes tratamientos en (INC, 2017)

1. Tratamiento local: Cirugia y radioterapia; controlan la enfermedad en areas
localizadas y especificas.

2. Tratamiento sistémico: Quimioterapia, tratamientos dirigidos e inmunoterapia.
Destruyen células en todo el cuerpo.

Cirugia

La cirugia o intervencion quirdrgica, consiste en la extirpacion del tumor o del tejido
afectado, segun la regidn donde se encuentre, no produce un dafio mayor a otros 6rganos
del cuerpo, aunque éste resulta efectivo cuando se localiza la masa tumoral, puede
presentar algunas desventajas, como son hemorragias, infeccion postoperatoria,
sangrado y largo tiempo de recuperacion. Si el cancer se encuentra en metastasis este
tratamiento resulta poco eficiente (Gaviria, 2007).

Radioterapia

La radioterapia, terapia de rayos X o irradiacion consiste en la aplicacion de radiaciones
ionizantes sobre el campo donde se encuentra el tumor con el fin de erradicarlo y/o su
crecimiento y la multiplicacion de estas células cancerosas donde es aplicada la radiacion.
Estas radiaciones, destruyen el material genético de las células cancerosas, haciendo que
el dafio sea irreparable (Rodriguez, 2010). La finalidad de la radioterapia es destruir el
mayor nimero posible de células cancerosas y limitar el dafio que sufre el tejido sano de
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alrededor (INC, 2017). Se utiliza en casos iniciales que no pueden ser operados y en
estados avanzados junto con otro tratamiento.

Quimioterapia

La quimioterapia utiliza medicamentos para reducir los tumores y minimizar el riesgo de
que el cancer se extienda a otras partes del organismo, los medicamentos también son
Ilamados antineoplésicos, un mismo farmaco puede tener mas de un modo de accion
sobre la célula tumoral, aunque habitualmente predomina uno de ellos. En la
quimioterapia los farmacos se administran via intravenosa o via oral, que van por la
circulacién sanguinea para matar a las células cancerosas de todo el cuerpo (OMS, 2017).

Dependiendo de la administracion de los quimioterapéuticos se pueden catalogar en
(Euguino, 2005):

e Quimioterapia de induccion o neoadyuvante: La quimioterapia se administra en
primer lugar, antes de cualquier tratamiento local como la radioterapia o la
cirugia. Teniendo como objetivo disminuir el tamafio del tumor, realizando
tratamientos menos agresivos.

e Quimioterapia concomitante: Se administra de forma simultanea a la radioterapia.
Permite mejorar la eficacia del tratamiento.

e Quimioterapia adyuvante: Se realiza de forma complementaria después de la
cirugia, para prevenir recaidas.

La clasificacion que se utiliza actualmente se basa en la diana 0 punto de accion del
antineoplasico: antineoplasicos que actlan sobre el ADN, antineoplasicos que actlan
sobre receptores de membrana y antineoplasicos que acttan sobre el sistema inmunitario
(Benedi, 2006).

A pesar de la efectividad de los antineoplasicos sobre las células tumorales, éstos no son
selectivos porque atacan a células normales que se encuentran en una division constante
como son las células epiteliales, capilares etc. por ello las enfermedades neoplasicas se
deben tratar con la maxima dosis tolerable para producir el mayor porcentaje de
muerte celular posible (Benedi, 2006) resultando téxicos para el organismo.

Como todos los medicamentos, éstos presentan efectos secundarios como son las nauseas,
vomitos, diarrea, alteracion en las células perceptivas del gusto, dafios a la médula 6sea;
generando bajos niveles de plaquetas, anemias e inmunodepresion (Euguino, 2005).

Inmunoterapia

La inmunoterapia son tratamientos que refuerzan el sistema inmunitario de la misma
persona para que luche contra el cancer. Algunos tipos de cancer logran evadir el sistema
inmune o debilitarlo para no ser detectados y eliminados, permitiendo a las células

22




Patifio Contreras Beatriz UNAM FES Zaragoza

cancerosas crezcan y se diseminen a los tejidos cercanos. Conociendo como es que las
celulas evaden el sistema inmunitario, se ha dado pauta al desarrollo de estrategias para
reforzar la respuesta inmunitaria contra los tumores.

En la basqueda de tratamientos que resulten altamente efectivos contra el cancer, donde
éstos garanticen una calidad de vida digna del paciente, erradiquen o controlen la
enfermedad, se han realizados estudios que involucran productos de origen natural. Sin
embargo, ha sido dificil identificar componentes especificos responsables de este efecto.
Muchos fitogquimicos han demostrado ser bioldgicamente activos y pueden interactuar
para proteger contra el cancer (Ldic, 2002).
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Flavonoides

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo de verduras, frutas y té se
asocia con un bajo riesgo de cédncer. Los flavonoides constituyen un grupo de
sustancias naturales polifendlicas que se encuentran presentes de forma natural en
diferentes flores, frutas, verduras, semillas y bebidas derivadas de plantas como el té y el
vino tinto, y son los responsables de su color caracteristico. Los flavonoides, forman un
grupo de alrededor de 3,000 compuestos fendlicos que tienen una estructura quimica
similar (Soriano, 2003). Los flavonoides cumplen diferentes funciones en las plantas,
como antioxidantes, protectores de las radiaciones ultravioletas y como antibidticos
contra microorganismos fitopatogenos (Escamilla, 2009).

La sintesis de los flavonoides tiene lugar en las plantas a partir de unidades de acetato y
aminoacidos aromaticos como la fenilalanina y la tirosina, después, estas dos Gltimas, dan
lugar a los &cidos cindmico y parahidroxicindmico; siendo que al condensarse con las
unidades de acetato dan origen a la estructura cinamol de los flavonoides. Méas tarde
se forman los derivados glicosilados o sulfatados (Escamilla, 2009) por lo que pueden
presentarse en forma de aglicona y glicosilados. Se han identificado méas de 5000
variedades de flavonoides que se agrupan en flavonas, flavonoles, antocianinas,
flavanoles, flavanonas e isoflavonas (Fig. 8).

Los flavonoides comparten una estructura quimica basica, que consiste en dos anillos
aromaticos unidos por una cadena de tres carbonos que forman un anillo heterociclico
oxigenado, las diferencias en el anillo como el estado de oxidacion y los grupos
funcionales, es la base de la clasificacion de los flavonoides. Los grupos funcionales
hidroxilo se encuentran en los tres anillos y estos grupos son sitios de union a
carbohidratos. Los flavonoides que estan unidos a una 0 mas moléculas de azlcar son
conocidos como flavonoides glicosilados y los que no cuentan con azlcares se
denominan agliconas (Erdman, 2007).

Los flavonoides al ser incluidos en la dieta diaria han sido evaluados para algunas
enfermedades donde se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antitrombdticas, antialérgicas, antitumorales y antioxidantes. De los flavonoides mas
abundantes se encuentran: la tangeretina, naringinina, genisteina, rutinina y la quercetina.
La Quercetina representa el 60-75% del total de los flavonoles consumidos (Escamilla,
2009).
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Figura 8. Estructura de los principales flavonoides. La diferencia entre ellos radica principalmente en el
grupo —OH vy en el grado de saturacién que presenta el anillo C. En la imagen se muestran en A) la
estructura general de flavonoides, B) Isoflavonas, C) Flavanos, D) Flavonoles, E) Flavanoles y F)
Antocianidinas. Disponible en https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estructura-de-los-principales-
flavonoides

Quercetina

La Quercetina es uno de los flavonoles representativo de todos los flavonoides, éste se
encuentra en frutas y verduras de manera natural; por ejemplo: los arandanos presentan
las mayores cantidades de quercetina, 147 mg/100 g; la cebolla, 54 mg/100 g, mientras
que en las bebidas derivadas de las plantas como el té blanco tiene
concentraciones de 2.5 mg/100 ml (Vicente, 2013).

La quercetina esta presente en la dieta diaria y se estima un consumo del 60 al 70 %
diarios, sin embargo también se encuentra comercializado como suplemento alimenticio
(AESAN, 2013). En los alimentos, la quercetina se puede encontrar en forma de aglicona
(sin unién a azdcar), de glicoésido (unido a un azlcar) o incluso en ambas formas
(Vicente, 2013). (Fig. 9)

De este modo presenta una absorcién de 52% del total ingerido. El azucar unido a la
quercetina hace que la molécula sea mas hidrofilica y que tenga mayor peso molecular
(Lamson, 2000). La vida media de la quercetina no esta descrita claramente. En humanos
se ha estimado que es de 31-50 horas, con un pico de concentracion en plasma a la media
hora y otro a las 8 horas tras la ingesta de 100 mg (Vicente, 2013).
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La quercetina tiene numerosos efectos beneficiosos para la salud humana, incluyendo
actividad antitumoral, proteccion cardiovascular, prevencion de las cataratas, efectos
antihipertensivos, antioxidante, antiinflamatorio (Midlenton, 2000).

Galati y O'Brien (2004) también revisaron la capacidad de ciertos flavonoides para
prevenir el desarrollo de tumores y también planted la posibilidad de interacciones
flavonoides-farmacos. Los efectos anticancerigenos y antiinflamatorios de la quercetina
se relacionan a las propiedades antioxidantes y de eliminacion de radicales libres (Stavric,
1994; Formica, 1995).

Se ha demostrado un efecto antiproliferativo donde se han realizado estudios sobre
diferentes lineas de cancer, sin embargo, no se ha podido determinar a qué se debe este
efecto inhibidor (Nguyen, 2004), se ha sugerido que la accion de los flavonoides es
probablemente mediada por cualquiera interaccion con los sitios de union de estrégenos
tipo Il (Ranelletti, 1992)

Tiene actividad antiproliferativa in vitro contra varias células cancerosas de origen
humano. Detiene el ciclo celular en la transicién G1/S en células de cancer de colon y
cancer gastrico, asi como en células leucémicas (Galati, 2004). Estas propiedades
descritas de la quercetina la convierten en un candidato prometedor para el tratamiento y
prevencion de varios tipos de cancer.

Ademas de la Quercetina, existen otros flavonoides que estructuralmente son muy
parecidos a ésta, ejemplo de ello son la Quercetagetina y la Patuletina, los cuales estan
poco distribuidos en el mundo vegetal y su estudio es muy pobre. Por ello, este proyecto,
tiene la intencion de evaluar la actividad antiproliferativa, necrética y apoptética de la
Quercetina en diferentes lineas tumorales, cuyos resultados permitan ser punto de
comparacion con la Quercetagetina y la Patuletina, para establecer una relacién entre la
estructura y sus actividades bioldgicas, asi como el determinar su potencial como agentes
anticancerigenos.
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Figura 9. A. Estructura de la quercetina (3, 30, 40,5, pentahidroxiflavona) es uno de varios flavonoles
dietéticos naturales compuestos, que pertenecen a un amplio grupo de polifendles. La quercetina se puede
obtener de las plantas mediante la extraccion de los glucdsidos de quercetina seguidos de hidrolisis para
liberar la aglicona y la posterior purificacién; B. Estructura de la Quercetagetina (6-Hydroxiquercetina); C.

Estructura de la Patuletina (6-methoxyquercetina).
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Planteamiento del problema

Los tratamientos que se emplean contra el cancer resultan ser poco eficientes cuando el
cancer es metastasico y los tumores son de dificil acceso. Ademas, los farmacos
quimioterapeuticos resultan ser muy citotoxicos y de baja selectividad, generando efectos
colaterales graves para el paciente. Por ello, en los Gltimos afios ha surgido el interés por
el estudio farmacoldgico de compuestos naturales, que presenten actividad
antiproliferativa, de baja citotoxicidad y de accion selectiva, capaces de inducir en las
celulas tumorales una muerte por apoptosis, con la intencion de caracterizarlos como
agentes anticancerigenos con potencial terapéutico. Entre los compuestos que han
causado un gran interés debido a sus actividades bioldgicas, se encuentran los
flavonoides. Por ello los flavonoles han presentado una ventana de investigacion para ser
considerados como fuertes candidatos para ser estudiados como agentes anticancerigenos.
La Quercetina es un flavonol que ha sido descrito con propiedades antiproliferativas,
antioxidantes, bactericidas, entre otras, lo cual lo posiciona como un punto de partida en
el estudio de los flavonoles que potencial anticancerigeno, por lo cual fue evaluado en las
lineas celulares tumorales de cancer cervicouterino CaSki, cancer de mama MDA-MB-
231, cancer de pulmén SK-LU-1 y cancer de prdstata PC-3
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Justificacion

El cancer representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial con 14
millones de casos nuevos y 8.2 muertes al afio. Se estima que los casos aumenten a 22
millones en las siguientes dos décadas en los paises en vias de desarrollo, representando
un problema de salud publica que afecta en conjunto a la poblacion. Dentro de los tipos
de cancer con mayor incidencia a nivel mundial se encuentra el cancer cervicouterino,
mama, pulmoén y préstata. A nivel nacional, en la mujer Mexicana se encuentran el
cancer de mama y el cancer cervicouterino, mientras que en los varones el cancer de
prostata es el méas incidente y para ambos sexos, el cancer de pulmén tiene una alta
incidencia. Por ello, es necesario la implementacion o mejora de los tratamientos
aplicados al cancer.
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Hipotesis

Se ha descrito que los flavonoides y sus derivados presentan actividad antiproliferativa y
apoptdtica sobre lineas celulares tumorales, sugiriendo que el compuesto Quercetina,
perteneciente al grupo de los flavonoides, presente caracteristicas antiproliferativas y
apoptdticas en las lineas tumorales SK-LU-1, CaSki, MDA-MB-231 y PC3 asi como en
celulas no tumorales.
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Objetivos

General

Evaluar la actividad antiproliferativa, necrotica y apoptética de la Quercetina en cultivos
de células de cancer cervicouterino (CaSki), cancer de mama (MDA-MB-231), cancer de
pulmon (SK-LU-1) y cancer de prostata (PC-3), asi como en células no tumorales
(cultivos de células linfociticas humanas provenientes de sangre periférica).

Particulares

e Evaluar el efecto antiproliferativo de la Quercetina en las lineas celulares CaSki,
MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3, expresada como la concentracion necesaria del
compuesto para abatir en un 50% la densidad celular (1Csp), mediante la técnica de
tincion con cristal violeta.

e Evaluar el efecto necrdtico de la Quercetina, en los cultivos de las lineas
tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3, a través de la actividad de la
enzima citoplasmatica Lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
provenientes de los cultivos celulares.

e Evaluar la actividad apoptotica de la Quercetina en las lineas celulares CaSki,
MDA-MB231, SK-LU-1 y PC-3, a través de la observacion de caracteristicas
morfoldgicas celulares, tipicas de las células apoptéticas, mediante la tincidn con
el fluorocromo DAPI, asi como la deteccion de la caspasa-3 activa determinada
por citometria de flujo.

e Evaluar si las concentraciones de ICsy determinadas en las lineas tumorales,
afectan el potencial proliferativo de células linfociticas de sangre periférica
humana, mediante la técnica de marcaje con carboxifluoresceina.

e Evaluar si las concentraciones de ICsy determinadas en las lineas tumorales
inducen a las células linfociticas de sangre periférica humana, a una muerte
necrética mediante la deteccién de la actividad de la enzima citoplasméatica LDH
en los sobrenadantes celulares.
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Procedimiento
1. Preparacion del stock de la Quercetina

Un miligramo de Quercetina fue pesado y solubilizado en 100 microlitros de Etanol
absoluto, con una concentracion final de 10 microgramos/1 microlitro.

Cultivo de células tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1y PC-3

Las lineas celulares de cancer cervicouterino (CaSki), cancer de mama (MDA-MB-231),
cancer de pulmoén (SK-LU-1) y cancer de préstata (PC-3) fueron obtenidas del ATCC.

Las lineas celulares fueron sembradas en cajas Petri de cristal de 2.5cm de didmetro, con
medio de cultivo RPMI, con suplemento de L-glutamina y bencilpenicilina, rojo de fenol
y 5% de suero de neonato para las lineas celulares CaSki y SK-LU-1. En la linea celular
PC-3 se us6 5% de suero fetal bovino, mientras que en la linea celular MDA-MB-231 se
uso suero fetal bovino al 15% y DMEM como medio de cultivo. El Suero fue desactivado
previamente a 57 °C por 30 minutos. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora a 37
°C, en una atmosfera de humedad saturante y CO, al 5%. Las células fueron utilizadas a
partir de un cultivo celular en fase de proliferacion a un 60 % de saturacion en
condiciones optimas.

3. Determinacion de la concentracién requerida para la inhibicion del 50%
de la poblacién (ICsp) de células tumorales.

De las lineas celulares tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3 se sembraron
3,000 células por pozo, en cajas de cultivo de 96 pozos (Corning, USA), en 100
microlitros de medio de cultivo RPMI con su respectivo suero durante 24 horas. Pasadas
las 24 horas, se retir6 el medio de cultivo de cada pozo y se adiciond 100 microlitros de
RPMI y sus respectivos sueros con concentraciones de 0 a 100 microgramos de
Quercetina por ml, utilizando controles 1. Control al cual solo se le cambi6 el medio de
cultivo por medio de cultivo fresco y 2. Control vehiculo donde se agregd 10 microlitros
de ETOH absoluto en 1ml de RPMI durante 24 horas. Posteriormente se evaluo el
namero celular mediante la técnica de incorporacion de cristal violeta de Koeng y
colaboradores (1989), donde a la placa de 96 pozos se le retiré el medio de cultivo y se le
agregd 20 microlitros de glutaraldehido al 1.1% durante 20 minutos en agitacién
moderada, transcurrido el tiempo se retir6 el glutaraldehido y la placa fue lavada con agua
desionizada y se dejo secar. Se agregd el colorante de cristal violeta al 0.1% en 20
microlitros de acido formico y se dejé actuar durante 20 minutos mas en agitacion
moderada, transcurrido el tiempo, se recupero el colorante y la placa fue lavada con agua
desionizada y se dej6 secar una vez mas. Para finalizar la tincién, se agreg6 20 microlitros
de &cido acético al 10% durante 20 minutos en agitacion moderada para solubilizar el
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colorante incorporado al ndcleo celular. La placa fue leida en un lector de placas
para ELISA a una longitud de onda de 590 nm. Cada condicion se realiz6 por
sextuplicado, los resultados obtenidos fueron expresados como porcentaje del nimero
celular y presentados en porcentaje celular mediante la siguiente formula % de
proliferacion celular = (Absorbancia del tratamiento) (100%)/(Promedio de absorbancia
del control). Mediante regresion lineal, para obtener una curva dosis-respuesta, se obtuvo
la ICso utilizando el programa de Microsoft Office Excel 2010 con la ecuacién de la
tendencia lineal, 1Cso = (50-b)/-R?. Se realizaron tres repeticiones independientes de cada
ensayo para cada linea celular.

4. Determinacion de la muerte celular por necrosis en células tumorales mediante la
deteccidn de la enzima LDH (Lactato deshidrogenasa).

De las lineas celulares tumorales CaSki, MDA- MB-231, SK-LU-1 y PC-3 se sembraron
3,000 células por pozo, en cajas tipo Corning de 96 pozos, en 100 microlitros de medio
de cultivo RPMI con su respectivo suero durante 24 horas. Pasadas las 24 horas, se retiro el
medio de cultivo de cada pozo y se adiciond 100 microlitros de RPMI y sus respectivos
sueros con concentraciones de 0 a 100 microgramos de Quercetina por ml, utilizando
controles 1. Control al cual solo se le cambio el medio de cultivo por medio de cultivo
fresco, 2. Control vehiculo donde se agregd 10 microlitros de ETOH absoluto en 1 ml de
RPMI y 3. Control positivo a LDH donde solo se le cambio el medio de cultivo por medio
de cultivo fresco durante 24 horas a 37°C, en una atmosfera de humedad al 5% de CO,. A
las 23 horas de estimulo, al control positivo se le cambio el medio de cultivo por medio de
cultivo fresco al 1% de triton X-100, la placa permanecié bajo las mismas condiciones
hasta cumplirse las 24 horas.

Para determinar la actividad de la enzima LDH liberada al medio de cultivo, se recuperaron
los sobrenadantes de cada tratamiento en una caja de fondo en V Corning de 96 pozos, la
placa fue centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos. En una placa de 96 pozos se
colocaron 50 microlitros por pozo de cada tratamiento (Control, vehiculo etanol, positivo a
LDH e IC50 de quercetina) y se afiadié 50 microlitros de la solucidn reactiva a LDH. La
placa fue incubada a temperatura ambiente, protegida de la luz durante 20 minutos,
transcurrido el tiempo de reaccion se agrego la solucion de paro de acido acetico al 10% y
se evalud la absorbancia a 490 mn en un lector de placas tipo ELISA. Por ultimo en el
programa para computadora Microsoft Office Excel 2010, se calculd el % de
actividad de LDH utilizando la siguiente férmula: % citotoxicidad = (Absorbancia
muestra — Absorbancia basal)(100%)/(Absorbancia tritdn X-100 — Absorbancia basal). Los
datos se analizaron haciendo una comparacion con el control (tratamiento que solo contiene

medio de cultivo). Se realizaron tres repeticiones independientes de cada ensayo para cada linea
celular.
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5. Efecto de la quercetina en la morfologia celular y condensacion de la cromatina en
células tumorales por medio de la tincion con el fluorocromo DAPI.

En cajas Petri de vidrio de 50 mm, fueron colocados cubreobjetos de 0.5 x 1 cm, las cuales
se cubrieron con aluminio, junto con unas pinzas y fueron esterilizadas durante 30
minutos en calor seco a 230 °C. En cajas de plastico tipo Corning de 24 pozos se sembraron
20,000 células por pozo con 500 microlitros de medio de cultivo correspondientes a cada
linea celular (CaSki, MDA- MB-231, SK-LU-1 y PC-3) (la placa serd dividida por la
mitad), en 12 pozos se colocaron los portaobjetos, esta mitad fue destinada para realizar la
técnica de tincion con DAPI y la otra mitad fue destinada para la técnica de tincion con
cristal violeta para confirmar las IC50 obtenidas para cada linea y se dejé durante 24 horas
en una incubadora a 37°C, en una atmosfera de humedad al 5% de CO,. Posteriormente las
células fueron estimuladas de la siguiente forma: 1. Control al que solo se le cambia el
medio de cultivo por medio de cultivo fresco, 2. Control vehiculo al cual se le agrego la
concentracion de etanol requerida para preparar la concentraciéon de la IC50 de cada linea
celular y 3. Control positivo a apoptosis (camptotecina) con una concentraciéon de 50
microgramos por ml. Para los tratamientos de cada linea se utiliz6 la concentracion 1C50 de
Quercetina obtenida, la placa se dejo en incubacion durante 24 horas. Concluidas las 24
horas se retir6 el medio de cultivo de toda la placa y la mitad de la placa sin
cubreobjetos fue tefiida con cristal violeta como se describi6é anteriormente. La otra mitad
fue fijada con 300 microlitros de paraformaldehido al 2% en PBS (previamente filtrado a
través de un filtro de membrana (milipore) con diametro de poro de 0.22 micrometros)
durante 15 minutos a temperatura ambiente y agitacién constante, posteriormente, se
realizaron dos lavados con PBS de 15 minutos, seguidos de una permeabilizacion de las
celulas con triton X-100 al 0.5% en PBS a 4 ° C durante 5 minutos se lavé nuevamente 2
veces mas con PBS. Por Gltimo se agregaron 5 pl de fluorocromo DAPI en condiciones de
obscuridad sobre cada cubreobjetos y se dejé actuar durante 1 minuto a temperatura
ambiente y se lavaron 2 veces mas con PBS para proceder a montar las muestras en
portaobjetos, usando medio de montaje antifolding. Las preparaciones fueron observadas y
fotografiadas en un microscopio de epifluorescencia Eclipce TSR2-FL-NIKON. Se
realizaron tres repeticiones independientes de cada ensayo para cada linea celular.
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6. Deteccion de caspasa 3 en cultivos de células tumorales

En cajas de plastico tipo Corning de 24 pozos se sembraron 20, 000 células por pozo con
500 microlitros de medio de cultivo respectivo para cada linea celular y se incubaron
durante 24 horas. En dos cajas Petri de 2.5 ml se sembraron 150.000 células con medio de
cultivo respectivo para cada linea celular y se incubaron durante 24 horas. Concluidas las
24 horas las células fueron estimuladas de la siguiente forma: 1. Control al que solo se le
cambio el medio de cultivo por medio de cultivo fresco, 2. Control vehiculo al cual se le
agrego la concentracion de etanol requerida para preparar la concentracion de la IC50 de
cada linea celular, 3. Control positivo a apoptosis (camptotecina) con una concentracion de
10 microlitros por ml.4. Condicion sin marca, al cual se le cambio el medio de cultivo por
medio de cultivo fresco y que sirvié para la calibracion del citometro y 5. Condicion
Anticuerpo al cual se le cambio el medio de cultivo por medio de cultivo fresco. Se
mantuvieron 24 horas en incubacion.

Transcurridas las 24 horas, las células fueron despegadas con verseno para CaSki, SK-LU-
1, verseno al 10% de tripsina para la linea MDA-MB-231 y medio de cultivo RPMI al 5%
de suero fetal bovino para PC-3, estas fueron cosechadas en un tubo de 15 ml para cada
condicion de cada linea celular tumoral, todas las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm
durante 5 minutos. A cada tubo se le retiro el sobrenadante y las células fueron re
suspendidas en 250 microlitros de PBS filtrado, una vez resuspendidas fueron fijadas en
250 microlitros de metanol absoluto y se dejaron 1 hora a una temperatura de 4°C.
Transcurrido el tiempo cada condicion fue lavada tres veces con PBS filtrado, para después
agregar 50 microlitros de anticuerpo primario, anticaspasa 3 activa (anticuerpo producido
en conejo, SIGMA) a una dilucién de 1:1000, a las condiciones: control, vehiculo,
camptotecina (positivo), IC50 de cada linea celular. Mientras que a las condiciones: sin
marca y anticuerpo secundario se les agregé 50 microlitros de PBS. Se dejaron con el
anticuerpo durante 24 horas a una temperatura de 4 °C. Después de 24 horas las muestras
fueron lavadas tres veces con PBS filtrado, se agregaron 50 microlitros de anticuerpo
secundario acoplado al fluorocromo FIT-C (anticuerpo de raton, anti conejo, anti Caspasa 3
activa), en una dilucion en PBS de 1:500 a las condiciones: control, vehiculo,
campototecina (positivo), IC50 de cada linea celular y anticuerpo secundario. A la
condicion sin marca, se le agregaran 50 microlitros de PBS. Todas las muestras se
mantuvieron a 37 °C durante 3 horas protegidas de la luz, transcurrido el tiempo cada
condicion fue lavada tres veces con PBS filtrado y pasadas a tubos para citometria. Las
muestras fueron analizadas en el citometro de flujo FACS-ARIA 2. Los datos se procesaron
en el programa Flowing Software 2.5.1 haciendo una comparacion del % de caspasa 3
activa de cada tratamiento con el control. Se realizaron tres repeticiones independientes de cada
ensayo para cada linea celular.
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7. Efecto de la Quercetina sobre la proliferacion de linfocitos humanos (celulas no
tumorales) marcados con carboxifluoresceina

En tubos vacutainer se obtuvieron 25 mililitros de sangre periférica de un donante sano, se
colocaron en un tubo de vidrio estéril de 15 ml, 6 ml de Histopaque (Sigma- Aldrich USA),
luego 6 ml de sangre evitando que el pipeteo fuera brusco (obteniendo una concentracion
de ficoll- sangre de 1:1), contando con un total de 4 tubos y fueron centrifugados de la
siguiente manera: a 300 rpm por 5 minutos, después de este tiempo se aumentd a 600 rpm
por 5 minutos y asi sucesivamente hasta que se aument6 la velocidad a 1500 rpm, cuando
se llegé a 1500 rpm se dejaron por 30 minutos mas. De forma que las células
mononucleares se separaron por gradiente de densidad, el plasma fue retirado de manera
cuidadosa para evitar revolver el anillo de linfocitos, posteriormente el anillo fue
recolectado de manera cuidadosa en un tubo de vidrio conico de 15 ml limpio y estéril, una
vez recolectados los 4 tubos en 2 tubos de vidrio se agregaron 5 ml de RPMI sin suero, se
realizaron 3 lavados y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos. Se retir el sobrenadante
y se colectaron ambos botones celulares en un tubo cdnico con 5ml de RPMI sin suero y
estos fueron contados.

Una vez obtenido el total de Linfocitos se separaron 2 millones: 1 millén en un volumen de
1 ml de RPMI al 20 % de SFB y 1 millon més fue llevado a un mililitro con RPMI al 20%
SFB mas 20 microlitros de fitohemaglutinina. Al resto de linfocitos fueron adicionados
con 10 microlitros por ml de carboxifluoresceina y se dejaron reposar durante 15 minutos
en la oscuridad total, transcurrido el tiempo se lavaron los linfocitos 3 veces con RPMI al
5% de SFB a 1500 rpm durante 5 minutos, se separaron dos millones mas: 1 millon fue
fijado con 300 microlitros de paraformaldehido al 2% y 1 millon mas fue llevado a 1 ml de
RPMI al 20% de SFB. El resto de células marcadas con carboxifluoresceina fueron llevadas
al volumen final de 1 millén de células por 1 ml y se les agrego 20 microlitros de
fitohemaglutinina por ml de medio de cultivo que fueron resuspendidos.

Se sembr6 una placa de 96 pozos tipo Corning con 200, 000 linfocitos en 200 microlitros
de RPMI al 20% de SFB por pozo, con sus respectivos controles y fueron incubados a 37
°C con 5% de CO, a una atmosfera saturada de humedad durante 48 horas.

Transcurridas las 48 h se retiraron 100 microlitros de medio de cultivo de cada pozo, para
administrar cada tratamiento. Los tratamientos se prepararon con las concentraciones 1C50
de cada linea celular tumoral en un volumen de 100 microlitros con una concentracion
doble de cada IC50, de manera que al ser administrados los tratamientos la concentracion
IC50 era en proporcion 1:1 es decir IC50 por cada 100 microlitros de medio de cultivo. Los
linfocitos ya estimulados fueron incubados a 37 °C con 5% de CO, a una atmosfera
saturada de humedad durante 24 horas mas.
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Transcurridas las 24 horas se recolectaron los linfocitos por cada condicion en tubos de
centrifuga en donde se agregaron 500 microlitros de verseno para separar las colonias
celulares, se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 5 minutos y se realizaron 2 lavados
con 500 microlitros de PBS, por altimo se centrifugaron una vez mas y se resuspendieron
en 500 microlitros de PBS vy los tubos fueron analizados por citometria de flujo (FACS-
ARIA 2), una vez obtenidos los datos fueron analizados en el programa estadistico Flowing
Software 2.5.1. Se realizaron tres repeticiones independientes de cada ensayo para cada linea
celular.

8. Determinacion de la citotoxicidad en linfocitos humanos por medio de la evaluacion
de la LDH

Pasadas las 72 horas necesarias para la activacion de linfocitos, se centrifugo la placa a
1500 rpm durante 5 minutos Yy se recolectaron los linfocitos de uno de los controles que
contiene RPMI al 20 % de SFB y se les agregaron tritdn X-100 al 2% durante una hora. En
el resto de las condiciones se colecto el medio de cultivo para evaluar el % de LDH
presente en los sobrenadantes de los cultivos de los linfocitos. Se agregaron 40 microlitros
de medio de cultivo en una placa tipo Corning de 96 pozos y se adicionaron 50 microlitros
de la mezcla de reaccion preparada a cada pozo y se incubaron por 20 minutos a
temperatura ambiente en obscuridad total. Por Gltimo se midi6 la absorbancia en un lector
de placas tipo ELISA a 490 nm.

Los datos obtenidos experimentalmente fueron presentados como la media £ S.D. de tres
ensayos independientes y fueron analizados estadisticamente usando un analisis de varianza
(ANDEVA) seguido de la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p< 0.05,
comparados con el control usando el programa estadistico GraphPad InStat
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Resultados

1. Actividad antiproliferativa de la Quercetina en células tumorales CaSki, MDA-
MB-231, SK-LU-1y PC-3

Para determinar el efecto antiproliferativo del flavonol quercetina, cultivos de las lineas
celulares CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3 fueron tratados con el flavonol
quercetina en concentraciones de 0 a 100 pg/ml por 24 h y el nimero (densidad) celular fue
evaluado mediante la técnica de tincion con el colorante cristal violeta y la concentracion
requerida del compuesto para abatir en un 50% el nimero celular (1Cs) fue calculado (Fig.
10).
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Figura 10. Efecto antiproliferativo de la Quercetina en las lineas celulares tumorales CaSki, MDA- MB-231,
SK-LU-1y PC-3. Los datos obtenidos son de tres ensayos independientes, los cuales fueron sometidos a una
prueba de ANDEVA seguido de una prueba de Tukey (*p <0.05 vs control)
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Linea celular IC50 uM ‘
PC-3 41 pg/ml 136 uM
SK-LU-1 39 pg/ml 129 uM
CaSki 39 pg/ml 129 uM
MDA-MB-231 55 pg/ml 182 uM

Tabla 1. Valores de la concentracion de la Quercetina para inhibir el 50 % de la poblacion celular (ICs), para
las lineas celulares tumorales CaSki, MDA- MB-231, SK-LU-1 y PC-3 expresada en ug/ml y en pM.

Como se puede apreciar en la fig. 10, la quercetina afectd el potencial proliferativo de todas
las lineas celulares de manera dosis-dependiente, es decir, mientras la concentracion de
quercetina aumenta, el nimero celular disminuye. En la tabla 1 se muestran los valores de
ICs calculados para cada linea celular, indicando que las células MDA-MB-231 presentan
una mayor resistencia a la Quercetina, mientras que las células PC-3, SK-LU-1 y CaSki
muestran una sensibilidad similar al compuesto.

2. Actividad necrética de la Quercetina en las lineas celulares tumorales CaSki,
MDA- MB-231, SK-LU-1y PC-3

Para establecer si la quercetina induce una muerte celular por necrosis en las lineas
celulares tumorales, cultivos de células CaSki, MDA- MB-231, SK-LU-1 y PC-3 fueron
tratados con quercetina a las concentraciones de las ICsorespectivas y la actividad de LDH
en los sobrenadantes de los cultivos celulares y considerada un marcador de muerte
necrdtica o de la pérdida de la integridad de la membrana citoplasmaética (Fig.11).
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Figura 10. Actividad de LDH presente en los sobrenadantes de cultivos de células tumorales tratadas con
Quercetina. Cultivos de células tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3 fueron tratados con la
quercetina a las concentraciones de 1C50 respectivas y la actividad de la enzima citoplasméatica LDH (Lactato
deshidrogenasa) presente en los sobrenadantes de las lineas celulares tumorales fue evaluada mediante el kit
Citotox 96. Los datos mostrados son representativos de tres ensayos independientes, los cuales fueron
sometidos a una prueba de ANDEVA seguido de una prueba de Tukey (*p <0.05 vs control)

Linea celular %LDH \
CaSki 0%
SK 3%
PC-3 7%
MDA-MB-231 1%

Tabla 2. Actividad de LDH presente en los sobrenadantes de cultivos de células tumorales tratadas
con Quercetina.

Los resultados mostrados en la figura 11 y tabla 2, establecen que la quercetina induce en
las células tumorales una nula o baja actividad de la enzima citoplasmatica, indicando que
la quercetina no induce a las células CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3 a una muerte
necrética y el decremento en el nimero celular es debido a una causa diferente a la muerte
necratica.

3. Actividad apoptética de la quercetina en las células tumorales CaSki, MDA-
MB-231, SK-LU-1y PC-3

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por cambios morfologicos: contraccion
celular, la condensacion de la cromatina, nacleos mas compactos, formacién de cuerpos
apoptoticos, pérdida de las prolongaciones citoplasmaticas, entre otras. Con el fin de
evaluar si la quercetina induce a las células CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3 a una
muerte apoptdtica, cultivos de las cuatro lineas celulares fueron tratadas con la quercetina a
sus respectivas ICsp durante 24 h y posteriormente fueron tenidas con el fluorocromo 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) y la morfologia celular fue observada por microscopia de
contraste de fases y epifluorescencia (Eclipce TSR2-FL-NIKON) (Fig. 12)
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Figura 11. Efecto de la quercetina en la morfologia de las células CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-
3.17, 000 células fueron sembradas en cubreobjetos de 1x1 ¢cm en 500 ul de RPMI al 5% STN y se trataron
con las respectivas IC50 de quercetina por 24 horas. Posteriormente fueron fijadas y tefiidas para ser
observadas al microscopio de epifluorescencia. Contraste de fases (A, B, C, D), DAPI (a, b, c, d). Se observan
(A, a) Control; (B, b) ETOH; (C, c) Camptotecina; (D, d) Quercetina. Ensayo representativo de tres
repeticiones.
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Figura 12. Efecto de la quercetina en la morfologia de las células CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-
3.17, 000 células fueron sembradas en cubreobjetos de 1x1 cm en 500 pul de RPMI al 5% STN y se trataron
con las respectivas IC50 de quercetina por 24 horas. Posteriormente fueron fijadas y tefiidas para ser
observadas al microscopio de epifluorescencia. Contraste de fases (A, B, C, D), DAPI (a, b, ¢, d). Se observan
(A, a) Control; (B, b) ETOH; (C, ¢) Camptotecina; (D, d) Quercetina. Ensayo representativo de tres
repeticiones.
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Los resultados mostrados en la figura 12 dejan ver que las células control presentan una
morfologia poliédrica con proyecciones citoplasmaticas, con citoplasma extendido y
abundante y ndcleos de tamafio y forma regular con una distribucion homogénea de la
cromatina. Sin embargo, en las células tratadas con la quercetina, las células presentan una
forma esférica sin proyecciones citoplasmaticas, con poco citoplasma y células contraidas
donde en algunas se pueden observar cuerpos apoptoticos (Contraste de fases). Los nucleos
son pequefios cuya cromatina se encuentra condensada y en algunas celulas, los nucleos se
encuentran fragmentados, sugiriendo que la quercetina induce a las células tumorales a
presentar una morfologia tipica de las células apoptdticas.

4. Deteccion de caspasa-3 activa en las células tumorales CaSki, MDA-MB-231,
SK-LU-1y PC-3, tratadas con quercetina.

Con el proposito de concluir que la quercetina induce muerte celular apoptotica en las
células tumorales, cultivos de células CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3 fueron
tratadas con la quercetina a sus IC50 respectivas y la caspasa-3 activa fue determinada
por inmunocitoquimica y cuantificada por citometria de flujo (Figura 13) (Tabla 3).
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Figura 13. Cuantificacion de la caspasa 3 activa en las lineas celulares tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-
LU-1 y PC3 tratadas con quercetina. Los valores son representativos de por lo menos tres experimentos. La
cuantificacion se realiz6 mediante citometria de flujo.
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Figura 14. Cuantificacion de la caspasa 3 activa en las lineas celulares tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-
LU-1 y PC3 tratadas con quercetina. Los valores son representativos de por lo menos tres experimentos. La
cuantificacidn se realiz6 mediante citometria de flujo
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R-2: % of Vis MDA-MB-231 CaSki PC-3 SK-LU-1
Control 0.45 2.02 2.36 1.44
ETOH 1. .
58 5 58 2.25 1.56
Camptotecina 33.09 27.35 21.67 40.66
Quercetina 42.41 10.83 13.16 40.72

Tabla 3. Porcentaje de expresion de caspasa 3 activa de las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-
1y PC-3. Evaluada a las 24 horas del tratamiento.

Los resultados obtenidos en la figura 13 y tabla 3, muestran que la quercetina induce a las
celulas tumorales a presentar la caspasa-3 activa. Sin embargo, las células MDA-MB-231 y
SK-LU-1 son las que presentaron esta caspasa en mayor porcentaje, sugiriendo que estas
células son mas sensibles al efecto apoptotico de la quercetina que las otras lineas
tumorales.

5. Actividad antiproliferativa en células no tumorales

Se ha determinado que el flavonol quercetina presenta una actividad antiproliferativa y
apoptotica en las lineas celulares tumorales CaSki, MDA-MB-231, SK-LU-1 y PC-3, se
evalué la quercetina en cultivos de células linfociticas humanas. Los linfocitos se
obtuvieron de sangre periférica de donadores sanos y estos fueron tratados con las
concentraciones 1C50 de las células tumorales, durante 24 horas, con la finalidad de
conocer si la quercetina tenia algin efecto antiproliferativo sobre los linfocitos, estos se
evaluaron mediante la técnica de incorporacion de carboxifluoresceina. (Fig. 14)
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Figura 15. Efecto antiproliferativo de la quercetina en células no tumorales, evaluado mediante la técnica de
marcaje con carboxifluoresceina, cuantificados por citometria de flujo. Los resultados muestran que a
concentraciones de 39, 41 y 55 ug/ml se inhibe la proliferacién en un 90 %. El control sin activar, son
aquellos linfocitos que estan marcados con carboxifluoresceina pero no estan activados, es decir no tienen
fitohemaglutinina. Las condiciones control, ETOH, 3.9, 4.1, 5.5 son linfocitos que estdn marcados con
carboxifluoresceina y activados con fitohemaglutinina. Los datos obtenidos son de tres ensayos
independientes, los cuales fueron sometidos a una prueba de ANDEVA seguido de una prueba de Tukey (*p
<0.05 vs control)

Se evaluaron 10, 000 eventos para cada condicion, las células fueron tratadas con 39, 41 Y
55 pg/ml de quercetina que corresponden con las IC50 de las lineas celulares CaSki, SK-
LU-1 (39ug/ml); PC-3 (41pg/ml) y MDA-MB-231 (55pg/ml). La regiéon marcada
representa a las células en proliferacion. Se ha encontrado que las células linfociticas
tratadas con quercetina presentan un efecto antiproliferativo de aproximadamente el 90 %.
Para evaluar una posible muerte por necrosis se evaluaron los sobrenadantes del cultivo de
linfocitos humanos, donde se determind la actividad de la enzima citoplasmatica LDH.
(Fig. 15)
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% Proliferacion
Etanol 52 %
Quercetina 1C50 39 pg/mi 12 %
Quercetina 1C50 41 pg/ml 18 %
Quercetina 1C50 55 pg/mi 9%

Tabla 4. Porcentaje de proliferacion de Linfocitos humanos evaluados a las 24 horas de tratamiento. Se
observa una inhibicion de la proliferacion del 80 %, a las concentraciones IC50 de las células tumorales las
que corresponden, 39 pug/ml a SK-LU-1 y CaSki; 41 pg/ml a PC-3; 55 ug/ml a MDA-MB-231. Los datos
obtenidos son de tres ensayos independientes.
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Figura 16. Evaluacion de la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
humanos, tratados con quercetina. Se observa una actividad de la enzima del 0 % a las concentraciones de las
IC50 obtenidas de las lineas celulares tumorales, lo que sugiere otro tipo de muerte o deteccién del ciclo
celular en células no tumorales. Los datos obtenidos son de tres ensayos independientes, los cuales fueron
sometidos a una prueba de ANDEVA seguido de una prueba de Tukey (*p <0.05 vs control).
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Anadlisis de resultados

Dentro de los flavonoides consumidos en alto porcentaje en la dieta humana destaca la
quercetina a la cual se le ha atribuido actividad antitumoral, proteccion cardiovascular,
prevencion de las cataratas, efectos antihipertensivos, antioxidante, antiinflamatorio, entre
otras (Midlenton, 2000). Sin embargo, y no obstante que es un compuesto fuertemente
estudiado, su papel como agente antitumoral ain no es claro. Su actividad antiproliferativa
y apoptdtica ha sido evaluada en algunas lineas celulares sin llegar a concluir sus
propiedades antitumorales debido a que en algunos reportes, la técnica para evaluar
proliferacion celular no es la mas adecuada, ademas, la mayoria carece de pruebas en
celulas normales.

En este trabajo, la actividad antiproliferativa de la quercetina es contrastante con lo descrito
en la literatura, donde Nguyen en 2004, reportd la actividad antiproliferativa de la
quercetina en la linea celular de cancer de pulmén A549, con una ICs,de 0.45-2.28
micromolar, mientras que en nuestros resultados la actividad antiproliferativa de la
quercetina para la linea celular de cancer de pulmoén SK-LU-1 fue de 129 uM.

Resultados que sugieren que la respuesta a la quercetina en las lineas celulares de pulmon
es dada por la sensibilidad especifica de la linea celular. De la misma manera, Su-Yu en
2009 report6 una ICso de 55 uM para la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 y
Yan-Ding en 2017, reportd una ICsy de 48ug/ml para la linea celular de cancer de prostata
PC-3, valores que al compararlos con los obtenidos en este trabajo, establecen una
actividad antiproliferativa de la quercetina, sin embargo, los valores no son del todo
parecidos a pesar de que se trata de las mismas lineas celulares, sugiriendo que la respuesta
a la quercetina podria también variar entre la misma linea.

Por otro lado, en este trabajo se mostr6 que las lineas celulares que presentan mayor
sensibilidad (es decir requieren menor concentracion del compuesto para abatir el 50% de
la poblacién celular) al compuesto son las de cancer cervicouterino (CaSki) y de pulmon
(SK-LU-1) con una IC50 de 39 pg/ml (129 uM), mientras que la linea que presenta una
menor sensibilidad al compuesto son la de cancer de mama (MDA-MB-231) con una
ICs0 de 55 pg/ml (182 puM).

Con respecto a la actividad necrotica de la quercetina, los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que la quercetina no induce a las células tumorales a una muerte necrotica,
resultados que estan de acuerdo con lo descrito por Vicente et al, quien en 2013 report6 que
no encontrd efectos toxicos de ningun tipo causados por quercetina, ni como un agente
genotoxico, citotdxico ni mutagénico. Estudios epidemiologicos a largo plazo sugieren que
en humanos la suplementacion de quercetina parece ser segura ya gque no se ha asociado
con ningun efecto adverso, y ademas se relaciona con la proteccion frente a diferentes
enfermedades (Vicente, 2013).

Estos resultados indican que la actividad antiproliferativa de la quercetina en las células
tumorales es llevada a cabo mediante una accion diferente a la muerte necrotica, hecho
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relevante si se compara con los farmacos que actualmente se aplican al tratamiento del
cancer, cuya actividad antiproliferativa esta basada principalmente en la actividad necrotica
y que es considerada la causa principal de los efectos colaterales, sugiriendo que la
quercetina presentaria menores efectos colaterales y que seria mejor tolerada debido a su
baja actividad necrotica.

Con respecto a la actividad apoptética de la quercetina, en un estudio realizado en el
Instituto del Frio del CSIC, se demostrd que la quercetina es capaz de inducir apoptosis en
células tumorales de cancer de higado (HepG2). Las dosis més elevadas indujeron muerte
celular mediante incremento en la activacion de las caspasas 3 y 9, asi como inhibicion de
la proteina quinasa AKT y de la fosforilacion de la proteina quinasa ERK. Ademas, se
produjo un incremento de los factores proapoptoticos Bcl-2 y una disminucion de los
antiapoptéticos Bcel-XL (Granado, 2006). SuYu en 2009 evalud a la quercetina en la linea
celular MDA-MB-231, donde encontrd que la quercetina no aumentaba la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ROS), pero aumentaba los niveles de Ca?* citosdlico,
ademas de reducir el potencial de membrana. Encontré ademas que la quercetina promovia
la activacion de caspasa 3 y 9. Los resultados referentes a la apoptosis de la quercetina
obtenidos en este trabajo, concuerdan con lo descrito anteriormente, estableciendo que la
quercetina induce a las células tumorales a expresar una morfologia tipica de células
apoptaticas, asi como de presentar la caspasa-3 activa.

Los resultados demostraron la presencia de la caspasa 3 activa a las 24 horas del
tratamiento, la linea celular MDA-MB-231 mostré el porcentaje mayor de caspasa-3 activa
con un 43%, coincidiendo con lo reportado por SuYu, 2009, sugiriendo que la muerte
celular por apoptosis es mediada por la caspasa 3. Yan-Ding en 2017 reportd un efecto
apoptotico en lineas de cancer de prostata PC-3, donde encontrd un efecto antitumoral y la
induccién de la muerte por apoptosis, por medio de estrés oxidativo en dosis mayores a
40 uM, ademas de tener un efecto prooxidante sobre esta linea celular. En la linea celular
de céncer cervicouterino se encontré un 13 % de caspasa 3 activa a las 24 horas de
tratamiento. Cheng en 2016 realizé un estudio con nano particulas de quercetina, donde se
reporté una muerte celular por autofagia y apoptosis en células de cancer cervicouterino
CaSki, mediante inmunohistoquimica y analisis de citometria de flujo.

No obstante, la abundancia de trabajos que describen a la quercetina con actividad
antiproliferativa no necrotica y con actividad apoptotica, no esta claro su efecto en cultivos
de células no tumorales. Al respecto, los resultados obtenidos en este trabajo establecen que
la quercetina induce una fuerte inhibicidn de la proliferacion de linfocitos humanos (>50%)
a las 24 horas de tratamiento, sugiriendo que la quercetina podria ejercer un papel
inmunosupresor.

Ademas, se mostro que la quercetina no ejerce actividad necrdtica en estas células a las
concentraciones determinadas para las células tumorales, indicando que la actividad
antiproliferativa de la quercetina en células linfociticas es debido a una causa diferente a la
necrosis, reiterando que los efectos colaterales relacionados a la actividad necrotica serian
menores en comparacién con los farmacos tradicionales como el cisplatino. Sin embargo, la
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guercetina ha sido evaluada en modelos murinos, pero no se ha descrito algin efecto
citotoxico, nefrotdxico, etc. (Vicente, 2013), sugiriendo que su efecto inmunosupresor
podria ser poco significativo como un efecto colateral, sin embargo, seria pertinente evaluar
su efecto inmunosupresor con mayor detalle para dejar claro y concluido este punto.
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Conclusiones

La Quercetina presenta un efecto antiproliferativo sobre las lineas celulares tumorales
CaSki, MDA- MB-231, SK-LU-1 y PC-3, con valores ICs de 39 pg/ml (129 uM) para
CaSki y SK-LU-1, para PC-3 41 pg/ml (136 Mm) y 55 pg/ml (182 uM) para MDA-
MB-231. Siendo la dosis mas alta, obtenida para cancer de mama (MDA-MB-231).

La Quercetina no induce una muerte celular por necrosis en ninguna de las lineas
celulares tumorales.

La Quercetina induce caracteristicas de una morfologia de muerte por apoptosis, asi
como la activacion de caspasa 3 evaluada a las 24 horas de tratamiento, con un
porcentaje de 48%, 15%, 13% Y 40% en las lineas tumorales MDA-MB-231, PC-3,
CaSki y SK-LU-1 respectivamente.

La Quercetina tiene un efecto antiproliferativo del 90% en células no tumorales, en
linfocitos humanos, a las 24 horas de ser tratados con las 1Csq obtenidas para las células
tumorales.
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ANEXO
PC-3 41 pg/mL 7% - - 20 pg/mL 38 %
SK-LU-1 39 ug/mL 3% 18 ug/mL 0% 19 pg/mL 15 %
CaSki 39 pg/mL 0% 37 ug/mL 2% 88 pg/mL 30 %
MDA-MB-231 55ug/mL 1% 89 ug/mL 3% 60 pg/mL 23%

Tabla 5. ICsq y % de la actividad de LDH de la Quercetina, Patuletina y Quercetagetina en las lineas
celulares tumorales, resultando las ICs, de la quercetina, las que presentan menos variabilidad de una linea a
otra, asi como un menor y nulo porcentaje de actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos
de células tumorales, descartando una muerte celular por necrosis. ICs, obtenidas por el grupo de
Investigacion Diferenciacion celular y Céncer. UNAM. FES Zaragoza
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Apéndice

Preparacion de reactivos

e Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Laboratorio Microlab) 10.42 g
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, E.U.A) 29

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCL 1N
y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de filtrado con
vacio a través de una membrana con poro de 0.47 um. Se almacena a 4° C. El medio de
cultivo se complementa con 5% de suero de ternera neonatada (STN), en la porcion
requerida y posteriormente es nuevamente filtrada en vacio a través de una membrana con
poro de 0.47um.

e Medio de cultivo D-MEM

D-MEM (Laboratorios Microlab) 13429
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.7¢9

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCL 1N
y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucidn se esteriliza por medio de filtrado con
vacio a través de una membrana con poro de 0.47 um. Se almacena a 4° C. El medio de
cultivo se complementa con 5% de suero fetal bovino (SFB), en la porcion requerida y
posteriormente es nuevamente filtrada en vacio a través de una membrana con poro de
0.47pm.

e Desactivacion del suero

El suero fetal bovino (SFB) como el suero de ternera neonatada (STN) se colocan en bafio
de agua a temperatura ambiente para ser descongelados, posteriormente se coloca a bafio
maria a 56 ° C durante 30min. Posteriormente es transvasado en alicuotas de 50ml en tubos
conicos de plastico estériles.

e \erseno

Esta solucion se empled para despegar las células tumorales adherentes y funciona como
agente quelante que secuestra los iones calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su
preparacion se utiliza:

Etilen-diamen-tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich, E.U.A)  0.40g
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Cloruro de Sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 8.00¢g
Cloruro de Potasio (KCI) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 040¢
Tris (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.04¢g

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.7 con HCI 1N
y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucion se esteriliza a una presion de 1.20
kg/cm? durante 15 min. Se almacena a 4 °C, hasta su uso.

e Solucién de Tripsina

La solucién fue utilizada para el desprendimiento de las células tumorales (MDA-MB-231),
es preparada al 0.05% en verseno en condiciones esteériles.

e Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas estables durante periodos
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Para su
preparacion se utiliza:

Fosfato diacido de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.20g
Fosfato monoacido de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 2.16 g
Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 8.0¢

Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.20¢g

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCI 1N
y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio de filtros de
una membrana con didmetro de 22um. Se almacena a 4 °C, hasta su uso.

e Glutaraldehido

Esta solucion se utilizo para fijar las células, manteniendo la integridad estructural de los
tejidos y células. La tendencia a formar uniones cruzadas entre proteinas hace al
glutaraldehido un excelente fijador. Se prepara de la siguiente manera: a 1.57 ml de
glutaraldehido (70% v/v) se le agregan 98.43 ml de agua bidestilada y se almacena a una
temperatura de 4°C.
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e Solucion de Cristal Violeta (0.1%0)

Para preparar 500 ml de cristal violeta en una concentracion de 0.1% se requiere
previamente preparar una solucion amortiguadora de acido férmico 200 Mm con un pH de
6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel Whatman
numero 2. Se almacena a temperatura ambiente.

NaOH (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.96 ¢
Acido Formico (Sigma-Aldrich, E.U.A) 4.28 g
Cristal Violeta (Sigma-Aldrich, E.U.A) 10 g

e Solucion de &cido acético (10%)
A 10 ml de &cido acético (J.T Baker) se le agrega 90 ml de agua bidestilada.
e Paraformaldehido (2%0)

Paraformaldehido al 2% en PBS, se disuelve a bafio maria sin que la temperatura rebase los
60 ° C. Se almacena a 4 °C.

e Camptotecina

La camptotecina se utiliza como positivo a muerte apoptotica, se prepara agregando 5 mg
de camptotecina en 1 ml de DMSO. Posteriormente es transvasado en alicuotas de 50 pl en
tubos eppendorf estériles y se almacena a temperatura ambiente.

61




	Portada 

	Índice  

	Resumen  

	Introducción  

	Planteamiento del Problema  

	Justificación  

	Hipótesis  

	Objetivos  

	Resultados 

	Análisis de Resultados  

	Conclusiones  

	Anexo 

	Bibliografía  

	Apéndice  



