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RESUMEN

Actualmente el cancer cérvico uterino (CaCu) un problema importante de salud publica a
nivel mundial y nacional. La quimioterapia basada en cisplatino con radioterapia ha
incrementado el porcentaje de sobrevida en estadios tempranos de la enfermedad; sin
embargo, para los estadios avanzados este porcentaje es bajo. Por lo que la busqueda de
nuevos agentes que mejoren la eficacia de la radiacion en modelos de CaCu continia
siendo uno de los campos de investigacion para esta enfermedad. En el presente trabajo se
evalud el efecto radiosensibilizante de dos agentes anti-hormonales Mifepristona e ICI

182,780 sobre cisplatino y radiacion en un modelo in-vitro e in-vivo de cancer cervical.

Para evaluar el efecto radiosensibilizante in vitro se utilizo la linea celular HelLa se
determind el porcentaje de sobrevida celular utilizando un ensayo clonogénico asi como su
distribucion del ciclo celular. Para los ensayos in-vivo el efecto radiosensibilizante se
evalu6 en un modelo de xenotransplantes en ratones BALB/c nu/nu siguiendo la velocidad

de crecimiento tumoral y peso corporal.

El porcentaje de sobrevida celular disminuyo significativamente después de la aplicacion
de cisplatino y radiacion en presencia de Mifepristona o ICI. Sin embargo, el porcentaje de
células en la poblacion G2-M del ciclo celular se observo unicamente con la aplicacion de
Mifepristona-cisplatino-radiacién, mientras que en la combinacion con ICI el arresto
celular se increment6 en la fase S. En los xenotransplantes desarrollados en los ratones se
observd que la incorporacion de ambos agentes anti-hormonales al tratamiento de
cisplatino-radiacion disminuy6 significativamente la velocidad de crecimiento de volumen

tumoral.

Los agentes anti-hormonales mostraron un efecto radiosensibilizante el cual puede estar
mediado por diferentes mecanismos como el arresto de la poblacion celular en la fase G2-
M o S. Sin embargo, otros mecanismos podrian estar participando en esta

radiosensibilizacion como la induccion de apoptosis por medio del restablecimiento de p53

11



o activacion de caspasas, participacion de las oncoproteinas E6/E7 del Virus del papiloma
humano, inhibicion de factores de crecimiento y proteinas anti-apoptoticas entre otros.

SUMMARY

Currently, cervical cancer is a major public health problem globally and nationally.
Cisplatin-based chemotherapy with radiation therapy has increased survival rates in early
stages of the disease, but for advanced stages, this percentage is low. As the search for new
agents that improve the effectiveness of radiation on cervical cancer models remains one of
the areas of research for this disease. So in the present study evaluated the radiosensitizing
effect of two anti-hormonal agents, Mifepristone and ICI 182,780 on cisplatin and radiation

in a model in vitro and in vivo cervical cancer.

To asses the radiosensitizing effect in vitro was used HeLa cell line was determined the
percentage of cell survival using a clonogenic assay and cell cycle distribution. For test in
vivo radiosensitizing effect was evaluated in a xenotransplant model in BALB/c nu/nu

following the rate of tumor growth and body weight.

The cell survival rate decreased significantly after application of cisplatin and radiation in
the presence of Mifepristone or ICI. However, the percentage of cells in the G2-M
population of the cell cycle was observed only with the application of Mifepristone-
cisplatin-radiation, while ICI in combination with increased cell arrest in S phase. In the
developed xenotransplats in mice showed that the incorporation of both anti-hormonal
agents for the treatment of cisplatin-radiation significantly decreased the growth rate of

volume.

Anti-hormonal agents showed a radiosensitizing effect which may be mediated by different
mechanisms such as the arrest of the cell population in G2-M o S phase. However, other
mechanisms may be involved in the radiosensitization as the induction of apoptosis via
restoration of p53 or activation of caspases, involving E6/E7 oncoproteins of human

papilloma virus, inhibition of growth factors and anti-apoptotic proteins among others.

12



INTRODUCCION

A nivel mundial el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en la
mujer (1). En México segun el instituto nacional de estadistica y geografia (INEGI) ocupa
el tercer lugar en defunciones en mujeres en edad reproductiva y constituye un problema
importante de salud publica (2). Entre los factores de riesgo que contribuyen a desarrollar
CaCu se encuentran factores genéticos, bioldgicos y hormonales (3). Sin embargo, el
principal factor de riesgo de esta enfermedad es la infeccion por el VPH, ya que las
oncoproteinas (E6 y E7) del mismo inhiben a dos genes supresores de tumores importantes
del huésped: p53 y pRb respectivamente, encargados de controlar la replicacion celular,
favoreciendo la transformacion y malignizacion de las células (4, 5). Segun la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia, (FIGO) existen 4 tipos de estadios de CaCu
cuyo tratamiento va desde una cirugia (conizacidon) hasta la combinacion de quimio y
radioterapia de acuerdo al grado de avance del CaCu; sin embargo, la mayoria de pacientes
con este tipo de céncer son diagnosticadas en estadios avanzados y la sobrevida a cinco
afnos se estima alrededor de un 17% (6). Actualmente el empleo de quimio-radioterapia
concomitante basada en cisplatino es el tratamiento estandar para esta patologia. El
cisplatino y sus derivados son fAirmacos antineopldsicos importantes en la terapia del cancer
cérvico uterino y de otras neoplasias que se usa solo o en combinacién (7, 8). Sin embargo,
la administracion de este farmaco esta asociada con serios efectos adversos a nivel renal,
neuronal y de médula 6sea, principalmente (9); por ello ha adquirido importancia la
busqueda de agentes que en combinacidn con el cisplatino aumenten su actividad

antitumoral y disminuyan los efectos secundarios.

Por otro lado, la administracion de radiacion también produce efectos secundarios como lo
es dafio a tejido sano y de replicacion constante por lo que se buscan nuevas alternativas
entre ellas; nuevos agentes radiosensibilizantes que ayuden a combatir su poca

especificidad (10).

En algunos tipos de canceres hormono dependientes como lo son mama y ovario, se han

utilizado agentes anti-hormonales como farmacos quimiosensibilizantes. Sin embargo, su

13



papel como posibles radiosensibilizantes en diferentes neoplasias, y en especial en

carcinoma cervical, ha sido poco estudiado.
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar dos agentes anti-hormonales MF e ICI como

posibles radiosensibilizantes que incrementen el efecto de la radioterapia combinada con

cisplatino.
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3.- ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES DEL CANCER

3.1.1 Definicion

Se define como una enfermedad multifactorial o conjunto de enfermedades, caracterizada por
la transformacion y malignizacion de una célula normal, que posteriormente da lugar a un
crecimiento descontrolado de células, dado por un aumento en su proliferacion e inhibicion de
los procesos de muerte celular con su posterior capacidad de diseminacion hacia otro tejido u

organo (metastasis) (11).

3.1.2 Incidencia

En los ultimos afios el cancer se ha establecido como una de las principales causas de muerte en
el mundo, representando el 13% de las defunciones mundiales. Segiin datos estadisticos de la
Organizaciéon Mundial del Salud del 2011 muestran que el cancer es la principal causa de
muerte a nivel mundial (12). Actualmente se registran 7.9 millones de muertes por afio por esta
patologia y se pronostica que para el afio 2030 aumentard hasta 11.5 millones.

Por su parte en México esta patologia también ocupa uno de las principales causas de
incidencia y mortalidad. El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporta que
en el afio 2008 los tumores malignos ocuparon el segundo lugar en la lista de principales causas
de defuncion en el pais, lo que representa 13.4% del total de defunciones registradas en el afio.

(13, 14)

3.2 CANCER CERVICO UTERINO

El cancer cervical o carcinoma del cuello uterino incluye las neoplasias malignas que se

desarrollan en la porcion inferior del utero y en la parte superior de la vagina (15).
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3.2.1 Incidencia

Esta patologia ocupa a nivel mundial, la segunda causa de muerte en la poblacion femenina
(1); sin embargo, a nivel nacional segin el INEGI, ocupa la tercera causa de muerte
después de mama y ovario, lo que representa un problema grave de salud publica (2). En
2008 la incidencia de cancer cérvico uterino en México fue de 10.06% en las mujeres
mayores de 15 afios; sin embargo, en las mujeres de 60 afos o mas el CaCu tiene una tasa
de mortalidad observada de 41.88 casos por cada 100 mil mujeres, lo cual representa un

porcentaje elevado de defunciones (13).

3.2.2 Clasificacion histologica del cancer cervical

Se identifican diferentes tipos de cancer cervical de acuerdo a su clasificacion histologica:

e (Carcinoma escamoso o epidermoide, células localizadas en el exocérvix,

(aproximadamente 90% de los casos), generado por el VPH fenotipo 16.

e Adenocarcinoma, c€lulas localizadas en el endocérvix (aproximadamente el 10% de

los casos, siendo este tipo altamente agresivo), generado por el VPH fenotipo 18.
e Carcinoma adeno-escamoso, poco frecuente (15).

En la figura 1 se muestra la localizacién anatomica del cuello uterino.

Trompas de Falopio

Ovarios

Endocérvix

Cuerpo

g Cuello
del Utero

Uterino
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Figura 1. Esquematizacon de regiones de invasion del cancer cérvico uterino (16).
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3.2.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo de céncer cervical estan relacionados con caracteristicas tanto del

virus como del huésped, incluyen:
o vida sexual sin proteccion
e uso prolongado de hormonas o anticonceptivos orales
e infeccidn persistente con un VPH de alto riesgo (como VPH 16 o 18);
e inmunosupresion
e uso de nicotina.

El riesgo de desarrollar cancer depende no solo del subtipo de VPH, sino también de

multiples factores a los que estén expuestas las mujeres.

3.3 TRATAMIENTO

A continuacion se mencionan los principales tratamientos para CaCu, mencionando
caracteristicas generales de la quimioterapia basada en cisplatino y la radioterapia la cual se

considera la terapia estandar para dicha patologia.
3.3.1 Cirugia

Consiste en la extirpacion del tejido anormal, hasta el cérvix completo y/o tejidos
adyacentes, cuando no es posible extirpar todo el tejido, se extrae la mayor parte para que

tratamientos como la radioterapia o quimioterapia sean mas efectivos.
3.3.2 Quimioterapia

Se basa en la administracion de agentes quimicos, denominados antineoplésicos, para

destruir células cancerosas remanentes de cirugia, se aplica en varios ciclos.
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3.3.3 Radioterapia

Es un tratamiento en el que se aplican dosis fraccionadas de radiacion externa y
dependiendo del grado de avance de la enfermedad, puede combinarse con quimioterapia

y/o con radiacidn interna conocida como braquiterapia (16).

3.4 QUIMIOTERAPIA

Es un tratamiento farmacoldgico, formado a base de agentes conocidos como
antineoplésicos, cuyo objetivo es la destruccion y/o reducciéon de la masa tumoral
impidiendo su reproduccion. En general su mecanismo de accion es producir una alteracion
a nivel celular ya sea en la sintesis de acidos nucleicos, en la division celular, o en la
sintesis de proteinas. Sin embargo, la gran limitante de esta terapia es su alta
inespecificidad ya que también dafia a células y tejidos sanos que proliferan con rapidez
(medula 6sea, foliculos pilosos y epitelio intestinal), provocando serios efectos adversos

(17, 18).

La quimioterapia se administra, por via intravenosa o de forma oral, en ciclos repetidos tan
frecuentemente como sea permitido por la tolerancia de los tejidos sanos. La quimioterapia
también se administra de manera simultdnea con otros procedimientos o terapias para
eliminar remanentes de células metastdsicas y disminuir riesgo de recurrencias,

incrementando con ello la supervivencia en los pacientes (19).

Existen maultiples farmacos antineoplasicos con diversos mecanismos de accion. Sin
embargo, el agente quimioterapéutico estandar mas utilizado en el tratamiento contra el
CaCu es el cisplatino (cis-Diaminodicloroplatino(Il)), a continuacion se describen algunas

generalidades de este farmaco.

3.4.1 Cisplatino

El cisplatino es un agente antineoplasico que fue descubierto en 1965 por Rosenberg. Se ha

utilizado en el tratamiento de céncer cérvico uterino, testicular, ovario, vejiga, cabeza y
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cuello. Es un complejo de coordinacion con platino, que es hidrosoluble, inorganico y

divalente (20, 21).

3.4.2 Mecanismo de accion

El cisplatino penetra en las células por difusion, los atomos de cloruro pueden ser
reemplazados por moléculas de agua, dando a la molécula una carga positiva. Estas
especies acuo cationicas pueden reaccionar con sitios nucleofilicos del ADN, ARN vy
proteinas. Cuando el cisplatino se une al ADN, lo hace en forma preferencial en los anillos
de imidazol de la adenina y la guanina en el nitrégeno de la posicion 7. Formandose tres
tipos de dafios: monoaductos, cruzamientos intracaternarios y/o cruzamientos

intercatenarios (22, 23), tal y como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 2. Formacion de aductos por el cisplatino (24).

Los aductos de ADN formados con el cisplatino inhiben la replicacion, la transcripcion y
reparacion ADN, activando las vias de transduccion de sefales que desencadenan la muerte
celular via apoptosis (25).

Se cree que los entrecruzamientos intercatenarios son citotoxicos debido al nivel de
distorsion que producen en el ADN, sin embargo los entrecruzamientos intracatenarios 1,2

son las lesiones citotoxicas que suceden con mas frecuencia (26).

3.4.3 Resistencia a cisplatino

La mayoria de tumores solidos de forma innata o adquirida, generan resistencia a multiples
agentes quimioterapéuticos con estructura quimica y mecanismos de accion muy diferentes.
Este fenomeno fue descrito experimentalmente y conocido como resistencia a multiples
farmacos o MDR (“Multidrug Resistance”), que fue atribuido a una proteina transportadora
de la membrana celular llamada glicoproteina-p. Posteriormente se descubrieron otros
mecanismos causantes del fenotipo celular multiresistente, como otras proteinas
transportadoras, las alteraciones de enzimas como las topoisomerasas, o sistemas

destoxificantes conjugados a glutation (GSH) (24, 27).
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La salida del farmaco fuera de la célula es probablemente el mecanismo de resistencia mas
estudiado y esta relacionado con la accion de ciertas proteinas transportadoras, como son:
Pgp (P-glycoprotein), Mrp (Multidrug resistance- associated protein) y Brcp (Breast
cancer resistance protein). Las proteinas de resistencia a multiples farmacos producen
resistencia actuando como ‘“bombas de expulsion”, disminuyendo la concentracion
intracelular de varias sustancias, alterando la distribucion intracelular de algunos fAirmacos
y otras alterando la apoptosis (26).

Clasificar las multiples causas que pueden originar resistencia a la quimioterapia es dificil.
El objetivo principal del tratamiento quimioterapéutico es lograr la muerte de la célula
tumoral. Para ello es necesario que la mayor cantidad de farmaco activo posible llegue a
nivel de su diana molecular en el interior de la célula. Cualquier evento que interrumpa este
mecanismo puede generar resistencia.

Los mecanismos moleculares sobre su resistencia, aun no estan bien entendidos, sin
embargo se han descrito en células de cancer géstrico, de colon y ovario. Se cree que el
fenotipo de resistencia hacia cisplatino difiere del tumor y de muchos factores involucrados

(24). Algunos tipos de resistencia a cisplatino se ejemplifican en la figura 3.

MH,. 5 <0 Hdakss  MWHaw, L]
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Figura 3. Mecanismos de resistencia tumoral a cisplatino causados por glutation, metalotioneinas y

bombas de expulsion de farmacos (26).
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3.4.4 Efectos secundarios producidos por cisplatino

A continuacioén, se describen los principales efectos secundarios causados por el cisplatino

(24, 28).

- Ototoxicidad: Cerca del 23-54% de los pacientes que reciben la quimioterapia
basada en cisplatino presentan dafio en las células ciliadas de la coclea en el oido
interno dando como resultado una deficiencia funcional. El principal mecanismo de
este problema involucra la produccion de especies reactivas de oxigeno en la coclea,
las cuales desencadenan vias de muerte celular, esto es debido principalmente a la
activacion de la isoforma NADPH oxidasa, NOX3, la cual se expresa unicamente en

la membrana del oido interno.

- Nefrotoxicidad: Debido a la excrecion renal del cisplatino, el rifion acumula una
concentracion alta de cisplatino en el tubulo proximal y distal de la nefrona, esta
acumulacion puede causar apoptosis o necrosis dependiendo del tiempo de

exposicion.

- Neurotoxicidad: Los ganglios de la raiz dorsal de la médula espinal son la
ubicacion principal de los dafios de cisplatino en sistema nervioso central. El
principal sintoma inducido por cisplatino es caracterizado por un decremento en la
velocidad de conduccion sensorial, posiblemente actuando como bloqueador del

canal de calcio.

- Mielosupresion: Las dosis convencionales de cisplatino producen principalmente

neutropenia y trombocitopenia en un 20-40%.

Dada la generacion de resistencia y de los efectos secundarios provocados por el cisplatino
se busca optimizar su uso por medio de la combinacion con otras terapias, disminuyendo
ambos efectos e incrementando su citotoxicidad. La modalidad terapéutica con la que se

combina el cisplatino es la radioterapia, a continuacion se describen algunas generalidades.
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3.5 RADIOTERAPIA

La radioterapia es un tratamiento que utiliza radiaciones ionizantes (rayos X 0 rayos y) para
destruir a las células tumorales. Se conceptualiza como energia en transito, esta energia
viaja a través del espacio, ya sea en forma de particulas (haz de electrones o particulas a) o

bien, en forma de ondas electromagnéticas (rayos X o v) (7).

Los dos tipos principales de radiacion aplicada en terapia se describen a continuacion:

3.5.1 Rayos X

Son un tipo de radiacion electromagnética (transmision de energia que lleva asociada un
campo magnético y un campo eléctrico en su movimiento) que se produce cuando un foton
(incidente) interactia con un atomo, si el foton tiene suficiente energia puede expulsar a un
electron del 4&tomo en cuestion, normalmente de la capa K o L. Esto hace que el atomo
quede ionizado a causa del desplazamiento electronico mencionado, déandose como
resultado inestabilidad en el atomo. El espacio dejado por el electron tiende a ser ocupado
por un electrén de las capas mas externas. Durante este proceso, los electrones que pasan de
una capa mas energética a una de menor energia emiten un fotén de energia llamado rayo X

caracteristico.

3.5.2 Rayos gamma (y)

Los rayos y son un tipo de radiacion electromagnética, producida generalmente por
elementos radioactivos o procesos subatomicos (nucleares), como lo es la des-excitacion de
un ntcleo de un nivel o estado excitado a otro de menor energia y en la desintegracion de

1s6topos radiactivos.

Los rayos y no son desviados por el campo magnético, lo cual indica que no tienen carga

eléctrica; en cambio las particulas a y [ se desvian mostrando que los primeros tienen

carga positiva y los segundos negativa.
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Los rayos v se diferencian de los rayos X por su origen o naturaleza debido a que estos
ultimos se producen de forma extranuclear en las capas electronicas, o bien por fendmenos
de frenado electronico descritos anteriormente; mientras que los rayos y son producidos en

el interior del nucleo atdomico.

Durante la aplicacion de la radioterapia se utilizan dosis de radiacion fraccionadas diarias o

periddicas durante un tiempo determinado.

3.5.3 Bases bioldgicas de la radioterapia

En ambos casos se transfiere parte de la energia al medio por parte del haz de radiacion.
Esta cesion de energia implica la ionizacion de 4tomos y moléculas del medio y en
particular componentes de la célula, desencadenando en ella reacciones quimicas que
pueden originar cambios directos o indirectos sobre la misma. La mayor parte de los
efectos bioldgicos son consecuencia de la interaccion directa o indirecta de la radiacion con
el nucleo de la célula, provocado rupturas de cadena simple o doble sobre la molécula de
ADN (29). De este modo la célula sometida al haz de radiacion muere principalmente
cuando se encuentra en el proceso de replicacion celular conocido como fase S. Por este
motivo, las células de los tejidos con un alto indice de recambio celular (mucosa del tracto
gastrointestinal o la médula 6sea) son las mas sensibles a los efectos de la radiacion.
También se han demostrado efectos sobre otros sistemas celulares fundamentalmente las
membranas y los microtabulos, que podrian actuar como coadyuvantes a la muerte celular e
incluso tener un papel predominante en algunos de los efectos secundarios de la radiacion

como por ejemplo los edemas (30).
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3.5.4 Mecanismo de accion

El mecanismo por el cual la radiacion dafia al ADN puede ser directo o indirecto (31):

- Interaccion Directa: ocurre cuando la radiacion afecta directamente a una

macromolécula (ADN) causando rupturas de cadena sencilla o doble. Si el dafio

provocado sobre la cadena de ADN no se puede reparar la consecuencia sera la

muerte celular. Si el dafio resulta reparable tenemos dos posibilidades: que la

reparacion sea correcta o que la reparacion sea incorrecta lo cual implica que el

ADN sufrird una mutacion que se puede transmitir en las siguientes generaciones.

- Interaccion Indirecta: por medio de la ionizaciéon del medio acuoso celular

provocando reacciones quimicas, el proceso mas importante es la radiolisis del agua

ya que es el componente mas abundante; la radiacion interacciona con moléculas de

agua y se produce una ruptura del enlace covalente dando lugar a la formacion de

radicales hidroxilo, peroxido, electrones hidratados; estos radicales libres se unen al

ADN ocasionando ruptura de las cadenas.

Por lo anterior, al ser el agua el componente mas abundante de las células, el mecanismo de

accion indirecto es cuantitativamente mas importante que el directo.

En la siguiente figura se muestra el esquema de interaccion de la radiacion de manera

directa e indirecta.
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Figura 4. Mecanismos directo e indirecto de la radiacion ionizante (32).

Los radicales libres generados en el citoplasma o fuera de ¢l provocan peroxidacion de los
lipidos que constituyen la membrana. La formacion de peroxidos en la membrana da lugar
a cambios estructurales que afectan la permeabilidad, los procesos de transporte activo y la
hiperpolarizaciéon de la membrana por activacion inadecuada de los canales de sodio-
potasio. Otros organelos que también sufren alteraciones por los radicales libres son las
mitocondrias, observandose cambios en la cadena de fosforilacion oxidativa y provocando
muerte celular inmediata por fallo mitocondrial (31, 33).

En la figura 5 se resumen algunos de los daios ocasionados por la formacion de especies

reactivas en los diferentes componentes celulares.
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Figura 5 Dafio celular a diferentes organelos y componentes celulares causado por radicales libres (34).

3.5.5 Efectos secundarios de la radiacion

- Piel: Entre los efectos precoces estd la dermatitis y la alopecia; como tardios la distrofia,

atrofia y ulceracion.

-Sistema hematopoyético: 1La células precursoras o células madre son altamente
radiosensibles, dosis moderadas de radiacion en un corto periodo de tiempo pueden
provocar una disminuciéon en la proliferacion y funcionalidad celular. La perdida de
leucocitos tras la irradiacion conduce a una falta de resistencia ante los procesos
infecciosos. Por otra parte, la disminucion en el numero de plaquetas puede provocar

hemorragias, que aunado a la baja produccion de globulos rojos provoca anemia.

- Aparato digestivo: La parte mas radiosensible es el intestino delgado cuya irradiacion
puede generar una atrofia de las vellosidades generando un sindrome grave de mala
absorcion. En general la irradiacion del aparato digestivo provoca un cuadro inflamatorio

produciendo esofagitis, colitis y rectitis.
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- Cristalino: Cuando el cristalino recibe dosis superiores a 7 Gy en una sola exposicion se

generan cataratas en el 100% de los casos.

- Vasos sanguineos: En el caso de vasos de pequefio calibre se produce una disminucion en

la oxigenacion de la zona irrigada y por lo tanto atrofia.

- Testiculo y ovario: Sobre estos organos puede inducir esterilidad y dafio genético. A

partir de 2.5 Gy aparece esterilidad temporal, siendo ésta permanente a partir de 6 Gy.

El tratamiento para CaCu ha pasado por varias etapas, en un principio el paciente recibia
Gnicamente radiacion o bien radiacién combinada con cirugia para estadios Iy A" y
radiacion sola para los estadios avanzados, metastasico e incluso en cancer recurrente (35).
Varios estudios aleatorizados demostraron que la combinacion concomitante de
quimioterapia basada en cisplatino con radioterapia mostré una mejor respuesta que la
aplicacion de radiacion (36). Asi mismo este esquema aument6 ligeramente el porcentaje
de sobrevida a cinco afios, siendo mas evidente en estadios tempranos. Para el estadio IB2 y
IIB el aumento fue de 72.2 a 90.3% y de 63.7 a 66.7%, respectivamente; sin embargo, para
los estadios avanzados no se modifica la sobrevida, reportandose un porcentaje de 41.7 a

41.8% para el estadio III, mientras que para el estadio IVA fue de 16.4 al 17.2% (37, 38).

Actualmente el tratamiento del CaCu depende del diagndstico y del estadio en que se

encuentre.

Pese a la respuesta exitosa que ha tenido la combinacion de quimio-radioterapia, el
porcentaje de sobrevida para estadios avanzados continua siendo pobre. Ademas se
presentan también efectos secundarios severos, poca especificidad del tratamiento,
susceptibilidad a enfermedades, generacion de quimio o radio resistencia, entre otras.

Por lo que varios grupos de investigacion se han enfocado a la busqueda de agentes que

potencien la muerte celular por radiacion.

! Anexo 1
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3.6 RADIOSENSIBILIDAD Y CICLO CELULAR

El ciclo celular consta de una serie de eventos que siguen un orden para mantener la
dinamica y estabilidad celular. Todo esto se logra a través de un sistema de vigilancia que
detecta danos en el ADN y activa puntos de control celular (del inglés checkpoints), los
cuales mantienen la integridad del mismo.

Debido a que la radiacion ionizante provoca dafios en el ADN como los mencionados con
anterioridad, los puntos de control son esenciales para la supervivencia celular y
actualmente algunas de las proteinas que los conforman son blancos moleculares en la

terapéutica para sensibilizar a las células a la terapia de radiacion (39).

A continuacidn se mencionan algunas proteinas que se han implicado con la radiacion y los

puntos de control del ciclo celular:

- p53: Es una fosfoproteina que posee sitios de union ADN-especificos y tiene
actividad de factor de transcripcion. Cuando una célula es expuesta a radiacion
ionizante o agentes quimioterapéuticos, los niveles de la proteina p53 se
incrementan y posteriormente esta proteina activa la transcripcion de diversos genes
incluyendo el gen p21, el producto de este gen es un inhibidor de las cinasas
dependientes de ciclina y arresta las células en fase G1, este arresto permite reparar

el dafio al ADN antes de seguir su sintesis o continuar con apotosis inducida por un

dafio celular (40).

- ATM: La Ataxia-telangiectasia mutada, es una fosfoproteina que forma parte de los
puntos de control del ciclo celular en respuesta de dafio al ADN principalmente
ruptura de cadena doble, se ha ligado al control en la fase G1 (p53, Chk2, and
Mdm?2), fase S (Chk2), y G2 (Brcal y hRad17) (41, 42). Es requerida para inducir
apoptosis en células que contienen un dafio excesivo en el ADN, actta fosforilando
a p53 y a varias proteinas que estan involucradas con la apoptosis (43). Ademas se

le ha relacionado con la radiacion ionizante debido a que actia como sensor de dafio
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y se le asocia con proteinas de reparacion de dafio al ADN, manera en la cual podria

sensibilizar a los tumores a la radiacion (44).

-  H2AX: Proteina que forma parte de la familia de histonas, cuya funcion es
promover el acceso de la cromatina y facilitar el remodelamiento del ADN (45). La
subfamilia H2AX, contiene un dominio de fosforilacion para proteinas cinasas
como ATM, DNA-PKc y Rad, entre otras (46). Se sabe que el primer
acontecimiento detectable tras la exposicion a las radiaciones ionizantes parece ser
la fosforilacion de la variante de histona H2AX, (es decir, la formacion de vy-
H2AX), proceso que depende de la proteina ATM, esta histona fosforilada, es un
sensor de la respuesta celular por dafio al ADN por varios agentes: farmacos, estrés
oxidativo, agentes quimicos, pero particularmente por la exposicion a radiacion
ionizante (47). Se le ha relacionado con proteinas de reparacion de dano al ADN,

entre las que destacan: RADS1, 53BP1, MDC1 y Brcal (48).

Pese al estudio y la implicacion de estas proteinas en la respuesta a la radiacion y su posible
re-expresion para incrementar la respuesta celular a la radiacion se han buscado nuevas

dianas moleculares que ayuden a potenciar la radiosensibilidad celular.

La radiosensibilidad tumoral se ha definido como el incremento de la susceptibilidad a la

muerte de células por radiacion (49).

Se sabe que la radiacidon, principalmente ionizante puede causar rupturas de
macromoléculas, hidrolisis y con ello radicales libres como se menciono anteriormente; sin
embargo, también puede tener interacciones con otros blancos moleculares dando como

resultado final la citotoxicidad celular.

Algunos de los mecanismos moleculares descritos en la literatura ligados con la

radiosensibilidad se mencionan a continuacion;
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3.6.1 Inhibicion de proteinas Hsp90

Las proteinas de choque térmico Hsp90 son unas de las proteinas celulares mas abundantes,
aunque la mayoria de ellas sirven como chaperonas de varias proteinas de sefializacion
celular (50), estan implicadas en el plegamiento y maduracion de proteinas regulatorias
como: receptores de hormonas esteroideas, factores de transcripcion, cinasas, entre otras,
algunas de las cuales estan involucradas en la progresion del cancer (51). Cuando existe
algln tipo de estrés celular, estas proteinas forman un complejo proteico con co-chaperonas

para potenciar la estabilidad proteica y proteger a la célula de apoptosis.

En afios recientes se ha visto una relacién entre las proteinas Hsp90 y otras proteinas
asociadas a la radioresistencia celular (Akt, Ras y ErbB2) (52, 53). Aunque no se ha
dilucidado el mecanismo por el cual la inhibiciébn de estas proteinas incrementa la
radiosensibilidad, hay evidencia de ello en varias lineas celulares sugiriendo que puede
servir como un blanco para la radiosensibilizacion (54). Estudios recientes han demostrado
la relacion de las proteinas Hsp90 con varias vias de sefializacion que permiten la evasion
de apoptosis (IGFR-1, AKT), el sustento de la angiogénesis (HIF, VEGF, MET), la
invasion tisular y metastasis (MMP2), y con receptores de sefales de crecimiento (HER2,
KIT, MET) (55). Ademas se ha visto que interaccionan con la proteina cdkl y la enzima
cdc25, ambas involucradas en el punto de control de la poblacién G2. Se ha demostrado
también su relacion con enzimas reparadoras de dafio del ADN, cuestionando que su

inhibicion potenciaria la radiosensibilizacion celular (56).

3.6.2 Activacion de p53

Como se menciono anteriormente p53 es una fosfoproteina que forma parte de los puntos
de control del ciclo celular se le conoce también como gen supresor de tumores, debido a
que su funcion es monitorear dafios en el ADN, activar genes para repararlos y mantener la

estabilidad celular o en su caso llevar las células a apoptosis.
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Se ha visto que lineas tumorales con una mutacion o delecion en p53 incrementan la
resistencia a la radiacion ionizante, debido a que presenta una estrecha relacion en la
activacion transcripcional de genes después del dafio producido por la radiacidon ionizante
(57).

Existe evidencia que sugiere que el dafio al ADN provoca alteraciones en la progresion del
ciclo celular, arrestando a las células en fase G1 y G2. Estas diferencias en el arresto celular
se han relacionado con la radiosensibilidad, aunque el arresto prolongado del ciclo celular,
se ha relacionado con la radioresistencia celular, debido a que la célula incrementa el
tiempo para reparar el dafio en el ADN (58). Existen estudios que demuestran la
importancia del estatus de p53 sobre algunos puntos de control después de la radiacion y su

relacion con la radiosensibilidad celular (59).

3.6.3 Inhibicion de EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, ErbB1 o HERI1), pertenece a la
familia de receptores tirosina cinasa ErbB, se encuentra en la membrana celular y tiene un
papel importante en el desarrollo, diferenciacion y reparacion celular, asi como migracion y
apoptosis. Cuando se unen sus ligandos (Factor de crecimiento epidérmico (EGF), Factor
de crecimiento tumoral alfa (TGFa), entre otros, el receptor se heterodimeriza y activa
cascadas de vias de sefializacion, que incluyen a STAT, fosfolipasa C, PI3k/AKT,
Ras/Raf/Mapk, ERK, dando lugar a la proliferacion e invasion celular, asi como
angiogénesis, induciendo una inhibicion y en algunos casos resistencia hacia la apoptosis
(60, 61). La sobre expresion del EGFR, se ha observado en muchos tipos de tumores
solidos, y se ha demostrado que altos niveles del mismo se correlaciona con el incremento
de la resistencia a la radiacion (62). Actualmente se usan anticuerpos monoclonales
(Cetuximab), moléculas pequeiias inhibidoras de los receptores tirosina cinasas (canertinib,
un inhibidor irreversible pan-erB, (CI-1033; Pfizer), EKB-569 (Wyeth Ayerst), GW572016
(GlaxoSmithKline), y el compuesto pirrolopirimidina, PKI-166 (Novartis), entre otros para
inhibir al EGFR como una herramienta terapéutica contra el cancer y mejorar con ello la

radiosensibilidad celular (63). Trabajos recientes han demostrado la activacion y
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sefalizacion del EGFR mediada por radiacion ionizante independiente de ligando,

activando mecanismos de proliferacion y supervivencia celular via PI3k/AKT y RAS (64).

3.6.4 Inhibicion de interleucina 6

La interleucina 6 (IL-6), es una citocina, cuya funcion se le ha asociado con la regulacion
de la funcion de las células del sistema inmune, principalmente; asi como para la
proliferacion de células epiteliales (65). Muchos grupos de investigacion han observado que
la IL-6 puede generar sefales antiapoptéticas en las células que puede servir como
proteccion contra los efectos toxicos de la radiacion ionizante (66). En muchos tipos
celulares, este efecto protector se ha propuesto que es mediado por la via PI3k (67),
mientras que en otros la expresion radio inducida de la IL-6 es dependiente de la previa
activacion del factor nuclear kappa beta (NFkf) (68). Ademads se ha descrito que al inhibir
citosinas pro-inflamatorias como los es la IL-6, se inhibe la via mitogénica de p38, la cual

se relaciona con el aumento en la proliferacion celular (69).

3.6.5 Inhibicion de HIF-1 Y VEGF

El factor de hipoxia inducible 1 (HIF-1), es una proteina heterodimerica consta de una
subunidad a-hélice y una estructura B-laminar, que activa la transcripcion de muchos genes
hipoxia inducibles, (eritropoyetina, factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
oxigenasa 1, sintasa de oOxido nitrico, enzimas glicoliticas, etc..) (70). Su relacion con
cancer y la respuesta a las terapias, especificamente a radiacion, es de suma importancia, se
sabe que la hipoxia tumoral es debida a la inadecuada oxigenacion del tejido por las
multiples desregulaciones metabolicas que sufre el tejido tumoral y ha sido considerada

como un problema que genera resistencia a la radiacion ionizante (71).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), es uno de los mas potentes factores de

crecimiento angiogénicos, su expresion esta relacionada con la densidad microvascular en
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varios procesos como en el embarazo, desordenes cardiovasculares, artritis y en tumores
malignos (72). Se ha relacionado con procesos de proliferacion, migracion celular, entre
otros. VEGF es un potente activador mitdogenico, induce la activacion de cinasas (ERK y
MAPKk), asi como la activacion de la ciclina D1, asi mismo se ha visto que induce la
activacion de la via del fosfatidil inositol (PI3k), entre muchas otras vias (73). Su expresion
se ha relacionado con la induccion de HIF-1, y se ha visto también que su bloqueo por
medio de anticuerpos, aumenta la respuesta de células tumorales a la radiacion,

incrementando su radiosensibilidad (74).

3.6.6 Inhibicion de IGFR-1

El receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGFR-1) es un receptor del tipo
tirosina cinasa, se ha caracterizado como un receptor que contribuye a la mitogénesis,
transformacion y adhesion celular, asi como proteccion contra  apoptosis. Estas
caracteristicas contribuyen a la proliferacion y mantenimiento del fenotipo de
transformacion celular (75). Se ha descrito que la desregulacion de la expresion de IGFR-1
causa apoptosis e inhibicion de crecimiento en lineas tumorales (76), ademas de que la
expresion de este receptor se ha relacionado con mal prondstico en varios tipos de cancer
como: mama, cerebro, pulmon, colon (77).

También se ha demostrado que juega un papel importante en la respuesta a la radiacion y
que al inhibirlo incrementa la radiosensibilidad celular (78). Se ha descrito también que
posee la habilidad de inducir radioresistencia reduciendo la actividad de ATM, la cual es un

componente necesario para la induccion de apoptosis en células con dafio en ADN (79).

3.6.7 Inhibicion de PI3k/AKT
La via del fosfatidil inositol (PI3k/AKT) es una de las principales vias implicada en la

sobrevivencia, crecimiento y proliferacion celular (80). El componente principal de esta

via, es la cinasa 3 fosfatidil inositol (PI3k), es una enzima que consiste en dos subunidades,
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una catalitica, subunidad P110 y otra regulatoria, subunidad P85. La mayor funcion de la
subunidad catalitica de la PI3k, es que actia fosforilando fosfolipidos de membrana,
conocidos como fosfoinositoles en la posicion 3, en el anillo inositol del azucar;
(principalmente el fosfatidil inositol 4,5 bifosfato).

Por su parte, el proto-oncogen c-akt, codifica una cinasa de serina/treonina de 57kDa,
también conocida como cinasa B (81), la cual es activada por la fosforilacion de la treonina
en posicion 308 y la serina en la posicion 473. La unidon de citocinas a su receptor
desencadena la activacién de la PI3K, permitiendo que esta fosforile fosfoinositoles de
membrana, estos se unen a los dominios de AKT permitiendo su activacion por medio de la
fosforilacion de la serina 473 y treonina 308 (82). La ruta de AKT se caracteriza por tener
un papel o una sefializacion antiapoptodticas, ya que al ser activada por PI3k desregula
negativamente muchos blancos moleculares como son Bax, la caspasa 9, factor nuclear

kappa B, entre otros (83).

El mecanismo por el cual la via de sefializacion PI3K/AKT funciona en respuesta a la
radiacion, incluye la regulacién de proteinas mitocondriales, factores de transcripcion,
interaccidon con la maquinaria de trascripcion y traduccion, asi como la interaccion con
ciertas proteinas que contribuyen a la progresion del ciclo celular, ademds se le ha
relacionado con el entrecruzamiento o cross-talk con otras proteinas que forman parte de
vias de activacion mitdogenica como la proteina cinasa A y C (84). Ademas algunos estudios
recientes muestran que la activacion de la via PI3k/AKT, favorece la radioresistencia en
lineas celulares derivadas de tumores de mama, prdstata y cabeza y cuello (85, 86), de
hecho se ha reportado por medio de la evaluacion inmuno-histoquimica que el estado de
fosforilacion de AKT puede servir como marcador prondstico parar la respuesta a la terapia
de radiacion en canceres de cabeza y cuello, debido a que se ha relacionado la elevada
actividad de AKT no solo con la supresion de apoptosis sino con la sensibilidad a la terapia

de radiacion (87).
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3.7 SUSTANCIAS RADIOSENSIBILIZANTES EN CANCER CERVICO UTERINO

Actualmente existen pocos reportes de compuestos radiosensibilizantes en CaCu, la
mayoria de éstos han demostrado su efecto inicamente en lineas celulares. Kim y cols.
reportaron que la aplicacion de aspirina y radiacion en la linea HeLa de cancer cervical
mejord la respuesta a la apoptosis por medio de la regulacion de la expresion de algunos
genes involucrados como Bcl-2, caspasa 3, y p53 (88). También se ha estudiado la
combinacion de sustancias de origen natural como la plumbagina junto con radiacion en 3
lineas de CaCu (HeLa, SiHa y C-33) mostrando mayor sensibilidad la linea C-33 a través
del incremento en la expresion de proteinas como caspasa-3, Bcl-2, Bax y survirvina,
aumentando la apoptosis alrededor de 5 veces (89).

Tillmans y cols. en el afio 2005 evaluaron la radiosensibilizacion celular con &cido
retinoico en lineas de CaCu demostrando que el mecanismo de radiosensibilizacion es
mediado por la disminucion de la expresion de c-fos (90). Por otro lado, la Curcumina es un
polifenol de origen natural que también ha mostrado un efecto radiosensibilizante en
células de cancer cervical (HeLa y SiHa), cuyo mecanismo esta mediado por el incremento

de especies reactivas de oxigeno y la activacion de la cinasa extracelular ERK (121).

3.7.1 Agentes antineoplasicos como radiosensibilizantes.

Algunos estudios clinicos han demostrado que la administracion de varias antineoplésicos
como: misonidazol, hydroxiurea, cisplatino, carboplatino, fluororacilo, paclitaxel,
gemcitabina, algunos alcaloides de origen natural como la camptotecina, analogos
sintéticos de €ésta como topotecan e irinotecan y alcaloides semisintéticos como vinorelvina
pueden actuar como radiosensibilizantes en CaCu (91, 92, 93). Pese a la respuesta exitosa
que han tenido todas estas sustancias, también se presentan serios efectos secundarios entre
los que destacan mielosupresiones, diarrea, alteraciones de tracto gastrointestinal, vejiga y
rifdn, ente otros y en muchos casos generacion de resistencia al tratamiento, dificultando

con ello su administracion y el seguimiento por el paciente.
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Existen estudios clinicos fase II en los que se ha probando la combinacion de hidralazina y
valproato de magnesio como radiosensibilizantes en la quimio-radioterapia en pacientes
con CaCu en estadio IIIB (94). Sin embargo, la basqueda de agentes que puedan servir

como alternativa para incrementar la radiosensibilidad celular sigue amplidndose.

3.8 AGENTES ANTI-HORMONALES EN CANCER

Existen reportes en la literatura que entre los farmacos quimiosensibilizantes utilizados para
modular la actividad citotoxica de agentes antineopldsicos en canceres hormono-
dependientes, como el de mama y ovario, entre los que se encuentran los antiestrogénicos
como el tamoxifen y el ICI 182, 780 (95, 96) y antiprogestdgenos como la mifepristona

(97).

En el presente proyecto se estudiaron dos agentes anti-hormonales MF e ICI como posibles
agentes radiosensibilizantes. A continuacidon se mencionan algunas propiedades generales

de estos farmacos.

3.8.1 Mifepristona (RU 486)

Es un derivado sintético de la noretindrona, que contiene un sustituto dimetil-aminofenil en
la posicion 11B. Es un potente antagonista competitivo de la unién tanto de receptores a
progesterona como de los glucocorticoides. Su uso principalmente es como farmaco

anticonceptivo (98).

La MF se une con gran afinidad a los receptores de glucocorticoides (GR) y a los receptores
de progesterona (PR), que se encuentran asociados a proteinas Hsp90 en el citoplasma

celular. Se ha descrito que mifepristona actiia por medio de:

- Inducir la liberacion de las proteinas Hsp90, activando o estabilizando el complejo:

MF-Hsp90, dejandolo en un estado inactivo.
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- Inducir dimerizacion del PR, seguida de su unién a elementos de respuesta a

progesterona.

El mecanismo por medio del cual inactiva a los PR alin no se encuentra bien definido,
aunque algunos estudios sefialan que mifepristona estabiliza el complejo inactivo PR-
Hsp90 previniendo su translocacion al nucleo y en algunos casos cuando algin complejo

llega a translocarse presenta una actividad baja (99).
También se le ha relacionado con:
- Inhibicién de transcripcion de VEGF (100).

- Inhibicién de la IL-6 (101).

- Inhibe la actividad transcripcional de Nfk[3 (102).

En el caso del uso de MF en cancer muchos estudios han demostrado que inhibe la
proliferacion de varios tipos de cénceres positivos a receptores a progesterona (103).
Ademéds incrementa la actividad citotdxica del cisplatino sobre lineas de cancer de ovario
(104). Sin embargo, su actividad con agentes antineoplasicos en canceres no hormono-
dependientes, como es el caso del CaCu no ha sido explorado ampliamente (105, 106). Se
ha demostrado que mifepristona, presenta una accién antiproliferativa en lineas de cancer
de mama negativas a receptores de estrogeno y progesterona (MDA-231), lo que sugiere
que la presencia de estos receptores no se requiere en el efecto que produce MF como
quimio-sensibilizante (107). Un antecedente directo de nuestro laboratorio de Jurado y cols
en 2009 mostrd la accidon de mifepristona como quimio-sensibilizante del cisplatino en dos
lineas de céncer cervical: HeLa (VPH 18) y CasKi (VPH 16), demostrandose un aumento
de la actividad citotoxica del cisplatino mucho mayor en la linea HeLa reportandose
ademas un incremento de la concentracion intracelular de cisplatino tanto en células como
en un modelo de experimental de xenotrasplante de CaCu (108). Se ha descrito ademas que
esta linea HelLa expresa receptores a glucocorticoides (GR) (109); por lo que es posible que
un mecanismo mediado a través de estos receptores, participe en la accion

quimiosensibilizante de mifepristona mas que la participacioén de receptores a progesterona
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ya que se conoce que la expresion de este receptor en células de cancer cervical es baja o

incluso se considera negativa.

3.8.2 ICI'182, 780

Es un esteroide analogo del 17-B-estradiol, se le ha denominado como antiestrogénico puro;
es decir que carece de actividad agonista ademas de que posee cuatro veces mas afinidad
por los receptores a estrogeno que otros antiestrogénicos, como lo es tamoxifen (110, 111).
Su uso actualmente es como antiproliferativo y quimiosensibilizante en cdnceres hormono

dependientes, principalmente mama (112).

Inhibe de manera competitiva la union del estradiol a los ER, los cuales se encuentran en
membrana plasmatica (GPR30), citosol y nucleo, principalmente, los dos ultimos
receptores se encuentran inactivos gracias a la accién de las proteinas Hsp90, en
condiciones normales cuando el estrogeno o estradiol, se unen a su receptor nuclear,
forman homodimeros que se unen al ADN con gran afinidad en sitios denominados:
elementos de respuesta a estrogenos (ERE’S); los dimeros formados con anterioridad
estimulan o inhiben la transcripcion de genes. Sin embargo, el estradiol puede actuar de
manera no clésica; es decir, puede unirse también a su receptor membranal el cual es un
receptor de la familia de las proteinas G y generar una serie de cascadas de sefializacion que

. , o S, +2
incluyen vias mitogénicas como PI3k, MAPk y senalizacion por Ca ~.
El ICT actua a través de varios mecanismos:

- Se une con gran afinidad al receptor nuclear de estrogenos disociando las proteinas

Hsp90, promoviendo su degradacion.

- Reduce la dimerizacion y la localizacion nuclear del complejo ICI-ER, reduciendo

con ello la union hacia los ERE’S, evitando la transcripcion de genes.

- Se ha descrito también que inhibe la expresion del IGF-1 y por lo tanto inhibe vias

mitogénicas (113).
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El efecto citotoxico de este antiestrogénico en combinacion con algunos antineoplasicos ha
sido demostrado en canceres hormono-dependientes principalmente mama, disminuyendo
la proliferacion celular y aumentando la citotoxicidad de los mismos (114, 115). Existen
también antecedentes de que la combinacion de ICI con cisplatino produce un efecto
sinérgico incrementando la citotoxicidad celular en una linea de cancer de ovario (A 2780)

negativa a receptores a estrogeno (116).

Un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo, demostrd un efecto citotdéxico mayor al
combinar ICI y cisplatino en tres lineas de cancer cervical: HeLa (VPH 18), SiHa y CasKi
(VPH 16). El efecto fue superior en células Hela, disminuyendo la concentracion
inhibitoria 50 (ICso) de cisplatino aproximadamente 20 veces cuando se combina con ICI
en comparacion a la aplicacion de cisplatino solo (105). En el mismo trabajo se observd que
la misma combinacién arrestd a las células en la poblacion G2-M del ciclo celular, siendo
estadisticamente mas marcado para la linea HeLa. Cabe mencionar que dicha fase, se ha

descrito como la fase mas radiosensible del ciclo celular (117, 118).

3.9 AGENTES ANTI-HORMONALES COMO POSIBLES RADIO-
SENSIBILIZANTES.

Existen pocos estudios que han sefialado la posibilidad de que algunos agentes anti-
hormonales pudieran tener propiedades radiosensibilizantes. Un estudio realizado en el afo
2000 por de Kamradt y cols. demostré que Mifepristona increment6 la radiosensibilidad
celular en una linea de céncer cervical (C4-1) fenotipo VPH 18 favoreciendo la apoptosis
por medio del restablecimiento de la expresion de p53 mediante la modulacion de las

oncoproteinas virales E6/E7 (106).

Se ha descrito también que algunas isoflavonas derivadas de plantas como la genisteina la
cual presenta un bloqueo del receptor estrogénico (119), tiene una accidén
radiosensibilizante sobre una linea de cancer cervical (CaSki) debido al incremento en la

poblacion G2-M del ciclo celular (120).
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el CaCu en nuestro pais ocupa el segundo lugar en defunciones en mujeres en
edad reproductiva y constituye un problema importante de salud publica. Varios estudios
han demostrado que la combinacidon de quimio-terapia basada en cisplatino con radioterapia
incrementa el porcentaje de sobrevida en estadios tempranos de la enfermedad; sin

embargo, para los estadios avanzados la mortalidad es elevada.

En la actualidad se estudian nuevos fairmacos que incrementan la radiosensibilidad tumoral
en CaCu y por lo tanto la eficacia de los tratamientos. A pesar de tener resultados
prometedores con algunos radiosensibilizantes como por ejemplo hidroxiurea, gemcitabina,
taxanos etc., la gran mayoria de estos agentes también incrementan los efectos secundarios;
por lo que la busqueda de nuevos agentes que mejoren la terapia de radiacion en modelos
de CaCu, contintia siendo uno de los campos de investigacion en el tratamiento del cancer

cervical.

Por otro lado, algunos agentes anti-hormonales como tamoxifeno, raloxifeno, medroxi-
progesterona, mifepristona e ICI 182,780, han sido ampliamente utilizados en el
tratamiento de canceres dependientes de hormonas como mama, ovario, prostata,
endometrio. Sin embargo, en céancer cervical su aplicacion no ha sido ampliamente
estudiada debido a que se ha reportado baja expresion de receptores hormonales en esta
patologia dando pie a pensar que no tienen un papel importante. No obstante, algunos de
los mecanismos descritos en la literatura de los agentes anti-hormonales como la activacion
de caspasas (121), inhibicidén de factores de crecimiento y proteinas anti-apoptoticas (100,
113), induccion de apoptosis por medio del reestablecimiento de p53 (106), asi como su
funcion como citostaticos en otros tipos de cancer podrian favorecer la respuesta de las
células de cancer cervical a la radiacion, participando con ello en el incremento de la

radiosensibilidad celular.
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5. HIPOTESIS

Al combinar agentes anti-hormonales con el antineopldsico cisplatino y radiacién se
incrementara la citotoxicidad en una linea celular de cancer de cérvix (HelLa) y disminuira
la velocidad de crecimiento de xenotransplates de cancer cervical, sin aumento en la

toxicidad sistémica.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto radiosensibilizante de agentes anti-hormonales en combinacion con
cisplatino y radiacion en células de cancer cervical, sobre un modelo in vitro (linea celular

HeLa) y un modelo in vivo (ratones nu/nu).

6.1.1 Objetivos particulares

1.- Realizar curvas concentracion-respuesta de los tratamientos individuales (cisplatino,

radiacion, agentes anti-hormonales) in vitro.

2.- Evaluar el efecto radiosensibilizante de los agentes anti-hormonales (ICI o MF) con
Cisplatino-Radiacion en células HeLa. (porcentaje de sobrevida celular y su distribucion

del ciclo celular).

3.- Evaluar la respuesta radiosensibilizante de los tratamientos en xenotrasplantes de células

HeLa desarrollados en ratones atimicos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Estudios in vitro

7.1.1 Lineas celulares:

La linea celular de cancer cervical humano (HeLa) fue obtenida de la ATCC (Rockville,
USA) y mantenida en monocapa en medio DMEM (Gibco, Grand Island, NY, USA).
suplementado con el 10% de suero fetal bovino (SFB) e incubada a 37°C con una atmosfera

de 5% de CO,.

7.1.2 Inhibicion del crecimiento celular:

Las células se sembraron en medio DMEM suplementado con 10% SFB a una densidad de
5x10° células en cajas de 25cm’. A las 24 hrs, las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de cisplatino (0.125, 0.25, 0.5, 1.0 uM durante 24 hrs), radiacion (0.5,
0.75, 1.0 y 2.0 Gy* con una fuente de Co® (Theraton Phoenix, USA), y agentes anti-
hormonales MF e ICI (1, 10, y 20uM durante 72 hrs), el grupo control fue expuesto
unicamente al vehiculo (etanol). Al final del tratamiento, las células fueron sometidas a un
ensayo clonogénico el cual consiste en tripsinizar y resembrar las células en cajas de 25
cm?, posteriormente se incubaron por dos semanas a 37°C con una atmosfera del 5% de
CO,, al término de este periodo las colonias formadas fueron fijadas con formol al 10%,
tefiidas con cristal violeta y contadas con un contador de colonias (Bantex). Finalmente se
determino el porcentaje de sobrevida celular de acuerdo a la técnica de Munchi et al (122),
calculando la eficiencia de sembrado y el factor de sobrevida de cada tratamiento utilizando

las siguientes formulas:

- . Numero de colonias contadas
Eficiencia de - x 100

sembrado Numero de células sembradas

Eficiencia del grupo tratado

Factor de sobrevida = ... x 100
Eficiencia del grupo control

Después de obtener el factor de sobrevida (% de sobrevida) se construyeron curvas de
concentracion-respuesta y se determinaron las dosis adecuadas para los ensayos de las
combinaciones planteados en el segundo objetivo.
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7.1.3 Evaluacion del efecto radiosensibilizante de los agentes anti-hormonales

Para evaluar el efecto radiosensibilizante de ICI o MF con la combinacion de cisplatino-

radiacion en células HeLa, se formaron los grupos descritos en la siguiente tabla.

Tabla 1. Grupos experimentales

GRUPOS
1.- Control
2.- Cisplatino (Cis)
3.- Radiacion (Rad)
4.- Mifepristona (MF)
5.- ICI 182,780 (ICI)
6.- Cis + Rad
7.- MF + Cis
8.- ICI + Cis
9.- MF + Rad
10.- ICI + Rad
11.- MF + Cis +Rad
12.- ICI + Cis + Rad

Para el tratamiento con ICI o MF, las células fueron expuestas por 3 dias a una
concentracion de 10 uM, al término de este periodo se expusieron a cisplatino por 24 horas
a una concentracion de 0.33 pM y posteriormente fueron irradiadas con una fuente de Co®
a una tasa de dosis de 0.75Gy. Después de la exposicion simultanea o individual a los
diferentes tratamientos, las células fueron sometidas a un ensayo clonogénico descrito

anteriormente.

7.1.4 Analisis del ciclo celular:

Se sembraron 5x10° células HeLa en cajas de 25cm” y fueron sincronizadas removiendo el
SBF del medio. Se formaron los mismos grupos descritos en la tabla anterior y las células
fueron expuestas a los mismos tratamientos. A las 24 hrs después de la aplicacion de la
radiacion, las células se despegaron y lavaron con buffer de fosfatos pH 7.2 posteriormente
fueron fijadas con etanol al 70% (v/v). Las muestras se guardaron a -20°C hasta su

posterior analisis. Para el andlisis del ciclo celular las células fueron lavadas con PBS pH
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7.2, centrifugadas, los botones fueron tefiidos con una solucién de yoduro de propidio
(1pg/ml), ARNasa (10pg/ml) y Triton X-100 al 0.1% (v/v). La solucion fue incubada en
oscuridad a temperatura ambiente por 20 minutos. El contenido de ADN en las diferentes
fases del ciclo celular fue determinado usando un citometro FACsCalibur (Becton
Dickinson). Un total de 30,000 eventos fueron adquiridos por el software Flow-Jo (Tree

Star Inc) Version 9.3.2 para el andlisis de las distintas fases del ciclo celular.

7.2 Estudio in vivo

7.2.1 Animales:

Se utilizaron ratones hembra nu/nu (Harlan, USA) entre 6-8 semanas de edad, mantenidos
en condiciones libres de patdgenos y alimentados ad libitum. El protocolo para el cuidado y
uso de los animales fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de

Cancerologia de México.

7.2.2 Eficacia terapéutica y toxicidad sistémica:

Los ratones fueron inoculados por via subcutdnea con 6x10° células HeLa en las
extremidades posteriores, una vez que el volumen tumoral alcanz6 un tamafio aproximado

de 7x7mm, se dividieron aleatoriamente y se administraron los diferentes tratamientos

siguiendo el esquema mencionado en la siguiente Tabla.
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Tabla 2. Descripcion de tratamientos y esquema de administracion de los grupos
experimentales en animales.

GRUPO | TRATAMIENTO ESQUEMA DE ADMINISTRACION
1 Control Vehiculo
2 Cisplatino (Cis) 3 mg/kg /semana x 3 semanas
3 Radiacion (Rad) Dosis total 10 Gy (0.5 Gy/dia x 20 dias)
4 Mifepristona (MF) 2 mg/kg/dia/semana x 3 dias x 3 semanas
5 ICI 182,780 (ICI) 100 mg/kg/dia/semana x 3 dias x 3 semanas
6 Cis + Rad Esquema combinado de tratamiento individuales
7 MF + Cis Esquema combinado de tratamiento individuales
8 ICI + Cis Esquema combinado de tratamiento individuales
9 MF + Rad Esquema combinado de tratamiento individuales
10 ICI + Rad Esquema combinado de tratamiento individuales
11 MF + Cis + Rad Esquema combinado de tratamiento individuales
12 ICI + Cis + Rad Esquema combinado de tratamiento individuales

La eficacia terapéutica fue evaluada por la medicion semanal de crecimiento del tumor

utilizando un vernier digital midiendo el largo por el ancho y el volumen tumoral se

determind usando la siguiente formula (0.532*L**a) (123), el volumen tumoral fue

evaluado durante 10 semanas. Para la evaluacion de la toxicidad sistémica se registro el

peso corporal durante el mismo periodo.

7.2.3 Analisis Estadistico

Para evaluar la diferencia entre los tratamientos individuales y combinados se les realiz6é un

analisis de varianza seguido de una prueba de Tuckey. Una p < 0.05 indic6 una diferencia

estadisticamente significativa.
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8. RESULTADOS

8.1 Curvas concentracion-respuesta de los tratamientos individuales (cisplatino, radiacion

v agentes anti-hormonales)

En la figura 6 se muestran las curvas concentracion-respuesta de radiacion y cisplatino en
células HeLa. En ambas figuras se observa una disminucién del porcentaje de sobrevida en

funcion del incremento de la dosis de ambos agentes.
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Figura 6. Curva concentracion-respuesta en células HeLa expuestas a: A) radiacion gamma (0.5, 0.75, 1, 2
Gy) B) Cisplatino (0.125, 0.5, 1uM). Cada punto representa el promedio de tres experimentos + Desviacion
Estandar (DE).
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En la figura 7 se muestran las curvas concentracién-respuesta de los agentes anti-
hormonales (MF e ICI) en células Hela, expuestas a diferentes concentraciones. Con
ambos agentes se observa que la concentracion de 10 uM produce un efecto citotoxico del

15% sobre el porcentaje de sobrevida celular.
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Figura 7. Porcentaje de sobrevida de células Hela expuestas durante 72hrs A) MF B) ICI a las
concentraciones de 1, 10, 20uM utilizando un ensayo clonogénico. Cada punto representa el promedio de tres
experimentos + Desviacion Estandar (DE)
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Para determinar la dosis de radiacion a utilizar en los tratamientos combinados de anti-
hormonales-cisplatino-radiacion en ratones, se realizd una curva dosis-respuesta en un
modelo experimental de xenotransplantes en ratones atimicos, los resultados se muestran en

la figura 8.

2000 -
i —e— Control
e 1500 10 Gy
£ —v— 24 Gy
© —A— 50 Gy
1
[e]
1S
3 1000 -
€
Q
£
3
(]
> 500 |
0 T T T T T T T T T 1

Semanas

Figura 8. Efecto de la radiacion sobre la velocidad de crecimiento tumoral en ratones atimicos. Los tumores
fueron evaluados durante nueve semanas. Cada punto representa el promedio de cuatro animales + Error
Estandar (EE).

Con los resultados anteriores se determinaron las concentraciones para las combinaciones
propuestas tanto para los ensayos in-vitro como in-vivo, las cuales se resumen en la

siguiente Tabla.

Tabla 3. Concentraciones para los estudios de combinacion in vitro e in vivo.

Agente In-vitro
Mifepristona 10 Mm
ICI 10 uM
Cisplatino 0.33 uM
Radiaciéon 0.75 Gy
In vivo
Radiaciéon 10 Gy
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8.2 Inhibicion del crecimiento celular

En la figura 9, se observa que la aplicacion de los tratamientos individuales de cisplatino,
radiacion, MF e ICI a las dosis mencionadas en la Tabla 3 no presentaron una disminucion
significativa en el porcentaje de sobrevida celular con respecto al control, aunque los

agentes anti-hormonales presentan una tendencia a disminuir dicho porcentaje.
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Figura 9. Porcentaje de sobrevida en células HeLa expuestas a los tratamientos individuales. Cada punto
representa el promedio de 4 experimentos individuales realizados cada uno por triplicado + DE.

Al combinar los agentes anti-hormonales MF e ICI con radiacion o cisplatino, el porcentaje
de sobrevida celular disminuyo significativamente con respecto al grupo control o a los
tratamientos individuales. Sin embargo, cuando se aplicaron en combinacion con cisplatino
mas radiacion, la disminucion en el porcentaje de sobrevida fue significativamente mayor
con respecto a las combinaciones de los mismos ya sea con radiacion o con cisplatino, al

tratamiento de cisplatino mas radiacion y al control. figura 10.
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Figura 10. Porcentaje de sobrevida después de los tratamientos combinados. A) Combinaciones con
Mifepristona: (MF+Rad, MF+Cis, MF+Cis+Rad). B) Combinaciones con ICI (ICI+Rad, ICI+Cis,
ICI+Cist+Rad) en comparacion con el grupo de Radiacion y CistRad. Cada punto representa el promedio de
4 experimentos individuales realizados cada uno por triplicado + DE. *Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo de Radiacion (p<0.05). ** Diferencia significativa con respecto al grupo
de radiacion y sus combinaciones (p<0.001).
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8.3 Analisis del ciclo celular

Los histogramas representativos de la comparacion del perfil del ciclo celular se muestran
en la siguiente figura. Se grafica nimero de células versus contenido de ADN del grupo
control, el tratamiento estandar (cisplatino+radiacion) y las triples combinaciones de

agentes anti-hormonales MF o ICI con cisplatino y radiacion.
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Figura 11. Histogramas representativos del perfil del ciclo celular para el grupo control, el grupo de
cisplatino-radiacion y las triples combinaciones con los agentes anti-hormonales. Las flechas negras indican
la poblacion de células que se encuentran en la fase GO-Gl1, las flechas rojas en la fase S y las azules en la

fase G2-M.
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La distribucion del ciclo celular de las células HeLa con los tratamientos individuales se
muestra en la Tabla 4. Las células no tratadas (control) muestran una acumulaciéon en la
poblacion GO-G1 con un disminucién paralela en la fase S y en la poblacion G2-M. Sin
embargo, la aplicacion de los tratamientos individuales presenta una tendencia a disminuir
en la poblacion GO-G1 la cual no alcanzé significancia estadistica; mientras que en la fase
S se observd un aumento y en la poblacion G2-M una disminucién, siendo estas

significativas.

Tabla 4. Porcentaje de las diferentes fases del ciclo celular de células HeLa para los

tratamientos individuales

Grupos % GO0-G1 % S % G2-M
Control 59.3%+1.5 31.3+0.6 9+0.8
ICI 45.5+3.5 49.5£2.1 * 6.5+1.9
MF 43.3+5 52+3.5 * 2.6£2.4 *
Cis 32.3+£3.2 * 70+£2.6 * 0.7£0.6 *
Radio 39.5+11 63.5+7.8 * 0+0.1 *

* Diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control p<0.05. Los datos se expresan como
el promedio de tres experimentos independientes +DE.

Cuando se aplico MF en combinacion con el tratamiento de cisplatino y radiacion
(MF+CistRad) se observo un claro arresto significativo en la poblacion G2-M y una
disminucién en la fase S comparandolo contra el tratamiento de la terapia estandar
(cisplatino mas radiacion) y contra la combinaciones de MF con cisplatino y con radiacion.

Tabla 5.
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Tabla 5. Porcentaje de distribucion de las diferentes fases del ciclo celular para las

combinaciones con mifepristona

Grupos % G0-G1 % S % G2-M
Cis + Rad 23.7+8 89+4.6 0.8+1.3
MF + Cis 18.5+£3.5 82+4.9 9.1£0.1
MF + Rad 31.7£5.1 71.5+6.4 1.8£2.5
MF +Cis + Rad 19.5+2.1 24£7* 62+2.8 *

* Diferencia estadisticamente significativa de MF+Cis+Rad vs Cis+Rad, MF+Cis, MF+Rad (p<0.05). Los
datos se expresan como el promedio de tres experimentos independientes =DE.

Contrario a lo que se observo en los tratamientos combinados con MF, la aplicacion con el
tratamiento de ICI+Cis+Rad no mostrd ningin cambio significativo en la poblacion G2-M
pero si presentd un aumento en la fase S, teniendo un comportamiento parecido al

tratamiento de cisplatino-radiacién Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de distribucion de las diferentes fases del ciclo celular para las

combinaciones con ICI

Grupos % GO0-G1 % S % G2-M
Cis + Rad 23.7£8 89+4.6 0.8+1.3
ICI + Cis 43.3+4.2 56+10.6 4.3+4
ICI + Rad 47.7£7.6 45.7+£7.2 7.810.4
ICI + Cis + Rad 26+8.5 * 69.7+£7.2 ** 2.5+0.9

* Diferencia estadisticamente significativa de ICI+Cis+Rad vs ICI+Cis, ICI+Rad. ** ICI+Cist+Rad vs
Cis+Rad, ICI+Rad (p<0.05). Los datos se expresan como el promedio de tres experimentos independientes

+DE.
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En la figura 11 se muestra la comparacion de la distribucion de las distintas fases del ciclo
celular de las combinaciones de los agentes anti-homonales (MF o ICI) con cisplatino y
radiacion contra el tratamiento de cisplatino+radiacion (tomado como estandar del

tratamiento de CaCu) y la comparacion contra el grupo control.
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Figura. 12 Distribucion del ciclo celular para el grupo control, cisplatino+radiacion y su combinacién con
MF o ICI. Cada punto representa el promedio de tres experimentos independientes + DE. * Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control. ** Diferencia significativa respecto al grupo
control y al grupo de CistRad (p<0.05). Los datos se expresan como el promedio de tres experimentos
independientes +DE.

En la figura 13 se muestran los histogramas que presentaron el pico sub-GO, el cual es
caracteristico de muerte celular, se observa que los tratamientos que mostraron dicho pico
son UuUnicamente aquellos que corresponden a las combinaciones con ICI, el mayor

incremento se observa en el tratamiento con ICI+Cis+Rad.
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Figura 13. Histogramas representativos del pico sub-G0. Cada valor representa el promedio de 3

experimentos independientes + DE.
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8.4 Eficacia terapéutica

La eficacia terapéutica se evaluo siguiendo la velocidad de crecimiento tumoral, de los
tumores de CaCu desarrollados en ratones atimicos, durante diez semanas después de los
diferentes esquemas de combinacion. figura 14.

Se observa que la velocidad de crecimiento tumoral para ambos agentes (MF o ICI)
aplicados de manera individual, no present6 una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo control. Para la combinaciéon de estos agentes con radiacion, la
velocidad del crecimiento del volumen tumoral sigui6é una tendencia parecida al grupo de
radiacion o cisplatino aplicados de manera individual, los cuales mostraron una
disminucion en la velocidad de crecimiento con respecto al grupo control. No se observo
diferencia significativa en comparacion con los agentes anti-hormonales aplicados de
manera individual y su respectiva combinacion con radiacion. Las combinaciones de MF o
ICI con cisplatino mostraron una disminucién significativa con respecto a sus
correspondientes grupos individuales; sin embargo, no se observo diferencia cuando se
compar6 con el grupo de cisplatino+radiacion.

Cuando se aplicaron los tres tratamientos combinados (MF o ICI + Cis+Rad), no se observo
crecimiento de los tumores en ambos grupos, mostrando una clara diferencia significativa
contra el grupo control, los tratamientos individuales, las combinaciones de agentes anti-
hormonales con cisplatino o con radiacion y contra el grupo de la terapia estdndar

(Cist+Rad).
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Figura 14. Volumen tumoral en ratones atimicos evaluados durante diez semanas con los diferentes
tratamientos. A) Tratamientos con Mifepristona (MF+Rad, MF+Cis, MF+Cis+Rad), B) Tratamientos con ICI
(ICI+Rad, ICI+Cis, ICI+Cis+Rad). Cada punto representa el promedio de 5 animales = EE.

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto a los grupos individuales y combinaciones (Control,
Rad, Cis, MF, ICI, MF+Rad, ICI+Rad) (p<0.05).

** Diferencia estadisticamente significativa con respecto a los grupos individuales y a las combinaciones
(Control, Rad, Cis, MF, ICI, MF+Rad, ICI+Rad, MF+Cis, ICI+Cis y Cis+Rad) (p<0.001).
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El incremento del volumen tumoral al inicio y final del tratamiento con
cisplatino+radiacion solo o combinado con MF o ICI, se muestra en la figura 15. Se
observa que para el grupo control el crecimiento del tumor fue de 10 veces su volumen
inicial; mientras que para el grupo que recibid Unicamente cisplatino+radiacion este
incremento fue de 4.5 veces; sin embargo, en los ratones que recibieron de manera
adicional MF o ICI, su volumen tumoral inicial y final no se modifico, incluso se presentd

una ligera disminucion en el grupo que recibi6 ICIL.
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Figura 15. Incremento del volumen tumoral de los xenotransplantes al inicio y final de los tratamientos.
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto a su volumen inicial. Cada punto representa el
promedio de 5 animales = EE.

8.5 Toxicidad sistemica

La evaluacion de la toxicidad sistémica de los tratamientos (representada por el cambio en
el porcentaje de peso corporal) a lo largo del periodo de evaluacion, se muestra en la figura
16. Se observa que la aunque la combinacion de ICI con cisplatino-radiacion parece
disminuir el peso corporal alrededor de la semana 6, al final del tratamiento no se presento

una disminucion en el peso con un valor superior al 20%, sugiriendo que las combinaciones
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planteadas en este trabajo no tienen una toxicidad elevada en cuanto a pérdida de peso se

refiere.
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Figura 16. Porcentaje de peso corporal de ratones atimicos sometidos a los diferentes tratamientos = D.E.
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9. DISCUSION

Actualmente el tratamiento de eleccion para el cancer cervical avanzado es la combinacion
de cisplatino y radioterapia. Sin embargo, este tratamiento genera desarrollo de resistencia
y efectos secundarios severos (124). Pese a lo anterior este tratamiento ha mostrado ser el
mas eficaz en estadios tempranos con un porcentaje de sobrevida de un 90%, mientras que
para estadios avanzados el porcentaje de sobrevida ha sido de un 17%, asi que en los
ultimos afios se han realizado diversos estudios con la finalidad de incrementar la respuesta
en pacientes en estadios avanzados. Una de las razones de la falta de respuesta al
tratamiento es que se ha observado que los tumores cervicales en estadios avanzados
contienen células radioresistentes que se asocian con el decremento del control local y
supervivencia del tumor, por lo que la busqueda de nuevos agentes que mejoren la
respuesta bioldgica de la radiacion ha sido uno de las lineas de investigacion con mayor

atencion en los ultimos afios.

Un factor importante ligado a la falta de respuesta de los tumores cervicales hacia la
radiacion, es la inactivacion funcional de p53 por las oncoproteinas virales del HPV
particularmente E6, dando lugar al fenotipo celular radioresistente debido a la reduccion
significativa de la apoptosis celular (125). Ademas de la elevada presencia de alteraciones
en la vasculatura celular y de condiciones hipoxicas favorecidas por el microambiente

tumoral (126).

En el presente estudio nos planteamos investigar si dos agentes anti-hormonales MF e ICI
presentan un efecto radiosensibilizante en una linea celular de CaCu (HelLa) y en un

modelo in vivo.

Las dosis individuales de radiacion o cisplatino que se utilizaron en estos ensayos no
presentaron mas alla de un 25% de muerte; mientras que las dosis utilizadas de cada uno de
los agentes anti-hormonales fue de 10 pM, la cual representa la dosis que ha demostrado un
efecto quimisosensibilizante sobre cisplatino en estudios previos realizados en otras lineas
celulares y sobre lineas de CaCu (116, 127, 128, 129). En este trabajo estas dosis tampoco

presento un efecto significativo cuando se aplicaron individualmente.
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Los resultados del ensayo clonogénico sugieren que ambos anti-hormonales tienen un
efecto radiosensibilizante per se en esta linea celular; la disminucién en el porcentaje de
sobrevida celular fue casi en un 100% cuando se aplicaron los agentes anti-hormonales en
combinacion con cisplatino y radiacion, lo que sugiere una participacion importante de los
mecanismos de cisplatino en la radiosensibilizacion con agentes anti-hormonales. Ademas,
también se encontrd que con el esquema de concentraciones utilizado se presentd un efecto

quimiosensibilizante con cisplatino, lo cual se ha descrito ya en estudios previos.

Existen pocos reportes sobre el uso de estos agentes anti-hormonales y su combinacidon con
radiacion en cancer cervical. Kamradt y cols. en el afio 2000 reportaron que la
administracion de MF a la concentracion de 1uM 30 min antes de la radiacion incremento
la radiosensibilidad celular en una linea de CaCu (C4-1) fenotipo VPH 18 favoreciendo la
apoptosis por el restablecimiento de la expresion de p53 a través de la modulacion de las
oncoproteinas virales E6/E7. Se sabe que la expresion de éstas es controlada por la region
regulatoria upstream (URR) del VPH la cual contiene elementos de respuesta a

glucocorticoides (GREs) que pueden ser inhibidos por la acciéon de MF (106).

En nuestro trabajo el periodo de exposicion celular con MF, antes de la radiacion, fue
mayor al evaluado en el trabajo de Kamradt et al, ambos estudios sustentan que la presencia
de MF juega un papel importante en la radiosensibilizacion celular. Por lo que, uno de los

mecanismos involucrados pudiera ser un mecanismo sinérgico mediado por p53.

De acuerdo con Tillmans et al, y Nair y cols, quienes sustentan que p53 muestra una
participacion importante en la radiosensibilizacion celular de lineas de CaCu (88, 90),
también existen otros trabajos los cuales han observado que la radiosensibilizacion se puede
producir por mecanismos independientes a p53 como el incremento de expresion de

proteinas ATM y yH2X, las cuales estan implicadas en la respuesta de dafio al ADN (130).
Algunos otros mecanismos moleculares propuestos que podrian participar en la

radiosensibilizacion por mifepristona en células de céncer cervical se mencionan a

continuacion:
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Se ha descrito que MF inhibe el factor de transcripcion de las Hsp90 (131), la disminucion
de estas proteinas esta involucrado con el aumento de la radiosensibilidad en diversas
lineas tumorales ya que dichas proteinas participan en multiples vias de sefalizacion que
estan involucradas con la reparacion de dafio del ADN, activacion de puntos de control del
ciclo celular, proliferacion, sobrevivencia y apoptosis, entre otras (132, 133). Asi mismo
dichas proteinas se han relacionado con la activacion de HIF-1 y VEGF (134, 135, 136),
mismos que se han descrito como los causantes de la falta de la respuesta al tratamiento
para muchos tipos de canceres, favoreciendo la radioresistencia y las condiciones de
progresion y metastasis; por lo que su inhibicion se ha relacionado con el aumento de la
radiosensibilidad en varias lineas tumorales y su respuesta a la radiacion (137, 138, 139).
Por otro lado se ha observado que MF inhibe proteinas anti-apoptdticas (Bcl-2) e induce la
activacion de proteinas pro-apoptoticas (Bax) (140), por lo que se relaciona con el aumento
de apoptosis celular, asi mismo se ha relacionado con el estrés del reticulo endoplasmico y
la activacion de caspasas 3, 8 y 9, mismas que inducen muerte celular y se relacionan con
una mejor respuesta a la radiacion (141), al mismo tiempo que podrian ser mecanismos que

potencien la actividad citotoxica del cisplatino.

Otro de los mecanismos que pudiera estar presente en la contribucion del incremento en la
radiosensibilidad celular se explica debido a que se ha observado que MF actia inhibiendo
la expresion de la IL-6, la cual es una citosina inflamatoria y generalmente se encuentra
expresada en varios tipos de cancer debido a la inflamacion constante (142), ademas se ha
relacionado a esta citosina con el aumento de radioresistencia debido a que inhibe la
apoptosis e induce sobrevivencia celular ya que potencializa la sobre regulacion de
proteinas antiapoptdticas de la familia Bcl2, especificamente a Bel-XL (143), y también se
le ha involucrado con la induccion de la expresion de VEGF, mismo que presenta estrecha

relacion con el aumento de radioresistencia (144).

En el caso del uso del antiestrogénico ICI 182,780 como radiosensibilizante en CaCu no se
han encontrado reportes a la fecha. Algunos estudios realizados con células MCF-7 de
cancer de mama han reportado que la presencia del ICI parece no alterar la sensibilidad de
las células a la radiacion (145); sin embargo, nuestros resultados demostraron que este
antiestrogénico tiene un efecto sobre la sensibilizacion a la radiacion en la linea tumoral

HeLa probada en nuestros experimentos.
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Se ha descrito también que algunas isoflavonas derivadas de plantas como la genisteina,
presentan una actividad antiestrogénica inhibiendo el crecimiento y supervivencia de
cé¢lulas MCF-7 por medio del bloqueo de receptores tironsina cinasa como IGFR-1 (119),
también muestran un efecto radiosensibilizante e inductor de apoptosis sobre la linea de
cancer cervical CaSki en combinacion con radiacién gamma. Uno de los mecanismos
involucrados reportado en dicho estudio fue el arresto de las células en la poblacion G2-M
del ciclo celular, y la inhibicion en la expresion de NFxf y AKT (120); estos resultados
sugieren que probablemente el ICI podria presentar su efecto radiosensibilizante en CaCu a

través de mecanismos moleculares similares, lo cual debemos probar en futuros estudios.

Algunos mecanismos involucrados en el efecto de radiosensibilidad celular e ICI es la
participacion del IGFR-1 (146). Se ha demostrado que cuando el antiestrogénico ICI inhibe
este receptor se bloquean vias de sefializacion que presentan una estrecha relacion con la
radiosensibilidad celular como la via PI3k/AKT y las Ras/Raf/MAPKs las cuales son vias
mitogénicas que estan involucradas con la proliferacion celular y la inhibicion de apoptosis
(147). Ademas existen antecedentes en la literatura que sustentan que el IGFR-1 es una
diana importante para la radiosensibilizacion ya que se ha visto que al inhibirlo se produce
una re-sensibilizacion a la radiacion (148). Se ha relacionado también la via PI3k/AKT y la

activacion directa del IGFR-1 con sensibilidad a la radiacion en células de leucemia (149).

Por lo que en el presente trabajo ademas de evaluar el porcentaje de sobrevida celular en la
linea HeLa, también se evalu6 la distribucion de las células en el ciclo celular después de

la exposicion a cisplatino-radiacion con o sin los agentes anti-hormonales.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que con la aplicacion de los tratamientos
individuales, el porcentaje de células se incrementa en la fase S comparados contra el grupo

control.

Para el ICI se ha reportado que tras su administracion a una concentracion de 1uM por 48
horas en células de cancer de mama MCF-7 positivas a receptores de estrogeno, se produce
un incremento en la fase G1 (150). Diversos estudios explican que este fenomeno se debe a
la disminucién en la expresion del gen de la ciclina D1 y el complejo Cdk2-E los cuales son

proteinas necesarias para la progresion hacia la fase S (151). También se ha observado en
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las mismas células que la inhibicion de las proteinas del ciclo celular varia en funcion del
tiempo de tratamiento con dicho agente. Se ha reportado también que ICI incrementa la

| WAF1/Cipl

expresion de inhibidores de ciclinas: p27kipl y p2 , contribuyendo con ello al

arresto en dicha fase (152).

Existen reportes que demuestran que MF a concentraciones micromolares incrementa el
porcentaje de células en la fase G1 en una linea de cancer de mama que no expresa el PR
(MDA-MB-231) (153). Otros autores han estudiado su participacion a una concentracion de
20uM sobre lineas de cancer de ovario y han observado que después de 72 horas de
exposicion MF reduce la sintesis de ADN, arrestando a las cé€lulas en la transicion de la
fase G1 ala S, ademas de que incrementa la expresion de inhibidores del ciclo celular como

p275P! y p21°P' | disminuyendo la actividad de la ciclina E y Cdk2 (128).

Lo anterior sugiere que para ambos agentes anti-hormonales el efecto citostatico que se
presenta se debe a un arresto en la poblacion GO-G1 del ciclo celular. Sin embargo, el
incremento en dicha fase no se observo en los resultados presentados, en los cuales con la
aplicacion de ambos agentes se incrementaron de manera estadisticamente significativa el
porcentaje de células en la fase S con respecto al control sugiriendo que las células pueden
estar metabolicamente activas después de un periodo de exposicion prolongado, el cual fue
de 120 horas para ambos agentes, lo anterior se podria explicar a que posiblemente las
c€lulas tuvieron un incremento en la poblacion GO-G1 por un tiempo por cierto intervalo de
tiempo y finalmente hubo una progresion hacia la fase S, ademés de que es una linea

diferente no dependiente de hormonas.

El incremento observado en la fase S tras la aplicacion de cisplatino y radiacion de manera
independiente se sustenta con reportes previos donde se ha descrito el incremento de la
misma, debido a la presencia de aductos y al nivel de dafio provocado en el ADN para
lineas de cancer de ovario (A2780) (154, 155), lineas de osteosarcoma (GK41) (156), y en
células de cancer de colon. (157). También se ha reportado que cuando una célula es
expuesta a radiacion ionizante, los niveles de la proteina p53 se incrementan Yy
posteriormente esta proteina activa un gran nimero de genes, incluyendo el gen p21, el cual

tiene una participacion importante como regulador del ciclo celular, arrestando a las células
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en la fase S (158). Este fenomeno se ha observado tras la exposicion tanto a dosis elevadas
como dosis muy bajas de radiacion, debido al decremento en la expresion de la ciclina D1

y de cdk4 (159).

Es importante destacar que a pesar de que la mayoria de combinaciones evaluadas en este
trabajo incrementaron el porcentaje celular en la fase S, la combinacion de cisplatino con
radiacién mostrd un incremento mayor. Dicha combinacion es la que actualmente se usa en
clinica para tratar el CaCu debido a que ha mostrado tener un efecto sinérgico e inductor de
apoptosis no solo para dicha patologia sino también se ha visto en otros tipos de céncer

(160). El efecto observado con este puede deberse a un mecanismo mediado por p53.

En un estudio de Garcia y cols. en el cual se reportd que al combinar ICI a una
concentracion 10uM con cisplatino a una concentracion 63uM sobre la linea de cancer
cervical HeLa se increment6 el porcentaje de células en la poblacion G2-M (105), lo cual
no se observo en este trabajo, debido probablemente a la concentracion de cisplatino a la
que fueron expuestas, ya que se ha reportado que el perfil del ciclo celular para un mismo
farmaco varia de acuerdo a su concentracion (161). Una propuesta es que quizas al estar
arrestadas en fase S estan tratando de reparar el dafio producido. Los resultados aqui
mostrados concuerdan con un reporte del aiio 2000 de Ercoli et al, en donde al combinar
ICI (1uM) y cisplatino (1pg/ml) sobre una linea de cancer de ovario negativa a receptores a
estrogeno se produce un efecto sinérgico mediado por un bloqueo en la fase S con la
consecuente induccion de apoptosis celular, esto quizd por las concentraciones bajas
utilizadas (116). Por su parte se ha reportado que al combinar MF con cisplatino sobre una
linea de cancer de ovario (OvCa) se presentd un incremento el porcentaje de células entre
Gl y S, actuando por medio de la inhibicion de la Cdk-2 (162), también se ha descrito que
actia por medio de la desregulacion del factor E2F1 (121). Nuestros resultados concuerdan
con este fenomeno, donde se observo que dicha combinacion fue una de las que presentd un
incremento de la fase S en mayor proporcion parecido al encontrado en la combinacion de

cisplatino mas radiacion, sugiriendo la potenciacion del efecto producido por cisplatino.

De manera individual ninguno de los dos agentes ha sido estudiado a profundad en

combinacion con radiacion sobre algin tipo de patologia, se sugiere que el efecto
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encontrado se deba a una serie de interacciones de mecanismos regulados por via no

genomica.

Finalmente el efecto sobre el ciclo celular de las triples combinaciones con los agentes anti-
homonales en combinacion con cisplatino y radiacion tuvieron un comportamiento
diferente. La combinacion de ICl+cisplatinotradiacion provocd un incremento sobre el
porcentaje de las células en la fase S, mostrando una disminucion drastica sobre el
porcentaje celular de la poblacion G2-M, la disminuciéon sobre esta ultima se puede

correlacionar con una posible induccion de apoptosis.

Por otra parte la combinacion de MF+cisplatino+radiacion presentd un arresto significativo
en la poblacion G2-M del ciclo celular indicando que el efecto inhibidor sobre la
proliferacion celular de dicha combinacion se debe precisamente a alteraciones en el ciclo
celular que son imposibles de reparar y muy probablemente la célula muestre apoptosis. Se
ha descrito que el bloqueo en la poblacion G2-M es un punto crucial en células que
presentan algun tipo de dafo, ya que células provenientes de este bloqueo pueden progresar
con el ciclo o activar vias apoptdticas, provocando la muerte celular dependiendo si este

dafio puede ser reparado o no (163, 164).

En el presente trabajo se evalud también la velocidad del crecimiento del volumen tumoral
con respecto al tiempo. Se observo que los agentes anti-hormonales en combinacion con
cisplatino y radiaciéon mostraron un efecto de radiosensibilizacion en xenostrasplantes,

correlacionando estos resultados con los estudios in vitro.

Nuestros resultados in vivo demuestran también un efecto quimiosensibilizante al estar
combinados con cisplatino, resultados que sustentan lo reportado anteriormente por nuestro

grupo de trabajo (108).

Existen muy pocos trabajos acerca de la evaluacion de sustancias radiosensibilizadoras para
cancer cervical y su evaluacion sobre modelos tumorale. El estudio de Bisht et al. en el
2003 reportd que la combinacion de dosis bajas de geldamicina y su analogo 17-alilamino-
17-demetoxi (17-AAG) en combinacidon con radiacion incrementaron la citotoxiciad de la

radiacion en xenotransplantes con la linea HelLa, dicho efecto debido a que ambos agentes
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inducen la degradacion de las proteinas de choque térmico Hsp90 dando lugar a la
desregulacion de multiples vias que intervienen en los procesos de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular. Ademés se observo una desregulacion de proteinas como
Akt, ERK, Gltu-1, Her-2/neu y VEGF (165). Otro estudio de Shen y cols. en el 2006 evalué
xenotransplantes de cancer cervical y la participacion del IGFR-1, el cual se sabe que es un
receptor implicado en procesos de progresion mitogénica, sefiales antiapoptoticas y
metastasis y que ademas esta sobre expresado en CaCu. En dicho estudio se inhibio al
IGFR-1 observandose que cuando este se inhibe también se presenta una inhibicion en la
velocidad del crecimiento tumoral mediado por este mecanismo (166). Esto se correlaciona
y sustenta algunos de los mecanismos propuestos por los agentes anti-hormonales descritos
con anterioridad y su efecto como radiosensibilizadores debido a la desregulacion de

proteinas implicadas en varios procesos celulares.

El uso de los agentes anti-hormonales como radiosensibilizantes evaluados en el presente
trabajo tanto en ensayos in vifro como in vivo, proponen nuevas alternativas preclinicas en
el tratamiento del CaCu. Sin embargo, es necesario caracterizar estos resultados en otras
lineas y modelos experimentales de cancer cervical, adicionalmente caracterizar los

mecanismos moleculares participantes en tales efectos.
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10. CONCLUSION

De acuerdo a la hipotesis planteada, se puede concluir que los agentes anti-hormonales
Mifepristona e ICI 182,780 presentaron una accion radiosensiblizante sobre la linea celular

HeLa y sobre un modelo de xenotransplate.

La amplia busqueda de efectos citotoxicos y radiosensibilizantes producidos por los
farmacos sobre el ciclo celular es un paso clave para determinar su eficacia en la aplicacion
clinica. En este trabajo se mostr6 el efecto de dos anti-hormonales sobre la
radiosensibilizacion y la distribucion del ciclo celular en una linea de CaCu y sus

combinaciones con cisplatino, radiacion y con ambos.

Uno de los mecanismos propuestos es el arresto en la poblacion G2-M, la cual se ha
descrito como lo fase mas radiosensible; sin embargo, esta hipdtesis se presentd inicamente
con la combinacion de mifepristona, cisplatino y radiacidon, no asi para el caso del las
combinaciones con ICI; en los cuales se presentd un incremento de la poblacion celular de
la fase S; ademas la presencia del incremento de la poblacion celular en la fase Sub-GO

sugiere la participacion de proteinas implicadas en la via apoptotica.
Los resultados en el modelo experimental mostraron que estos agentes antihormonales
también presentaron un efecto radiosensibilizate; sin embargo, este se observo Unicamente

cuando se administraron en combinacion con cisplatino.

Ninguna de las combinaciones evaluadas presentd toxicidad sistémica evaluada por la

pérdida de peso corporal.

69



11.- PERSPECTIVAS A FUTURO

- Dilucidar mecanismo de accion del efecto radiosensibilizante por medio de la
expresion de proteinas implicadas en ciclo celular o en la induccion de muerte
celular.

- Evaluar efecto de estos dos agentes sobre lineas de cancer cervical con fenotipos
diferentes a VPH 18.

- Evaluar el efecto de estos agentes anti-hormonales en células de tumores primarios

de pacientes con cancer cervical que presenten radioresistencia.
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12. ANEXO 1

Descripcion y esquematizacion de estadios de cancer cérvico uterino segun la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO).

Estadio I El carcinoma esta estrictamente confinado al cérvix.

1A Carcinoma invasivo diagnosticado por microscopia, con una profundidad

de invasién < 5.0 mm y una extension < 7.0 mm .

1A1 Invasion del estroma < 3.0 mm en profundidad y extension

horizontal < 7.0 mm .

1A2 Invasién a la membrana basal, no > 5.0 mm

IB Lesiones clinicamente visibles mayores que en la etapa Ia.

IB1 Lesion clinicamente visible < 4.0 ¢cm en dimensiones mas  grandes

1B2 Lesion clinicamente visible > 4.0 cm en dimensiones mas grandes
Estadio II Tumor que se extiende fuera del cérvix sin afectar la pared pélvica.

Puede afectar la vagina, pero no su tercio inferior.

ITA Sin invasion al parametrio.
1B Con obvia invasion al parametrio.
Estadio I11 El tumor afecta pared pélvica y/o comprende la tercera parte inferior de la

vagina y/o causa hidronefrosis (el rifion no funciona).
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