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Resumen

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte en la poblacion
femenina adulta de México y la cuarta a nivel mundial; dentro de los tratamientos mas
empleados se encuentra el uso de derivados del platino como el cisplatino (CDDP),
cuyo mecanismo de accidn es la generacién de aductos inter e intra catenarios en el
ADN, impidiendo su duplicaciéon y generando apoptosis celular, sin embargo genera

varios efectos adversos, principalmente la nefrotoxicidad.

El mangostan es un arbol tropical del sur de Asia, su fruto es rojo oscuro por fuera con
un centro blanco, suave y jugoso. Dentro de los compuestos presentes en el fruto se
han encontrado diferentes xantonas como garciona E, 8-deoxigartanina, la a-, B- y y-
Mangostina que han mostrado tener actividad bioldgica. La a-Mangostina (a-M) es la
xantona mas abundante y la mas estudiada, destaca por su actividad antioxidante,

antitumoral y antiinflamatoria.

El proyecto inicid por el hecho de que pacientes, en afan de mejorar su situacion de
salud, consumen productos como jugos con extracto de mangostan, sin tomar en
cuenta que pueden interferir con el tratamiento clinico que llevan. El objetivo del
proyecto fue evaluar si a-M en combinacion con CDDP puede actuar de forma sinérgica

en un cultivo de células de CaCu humano y estudiar su posible mecanismo de accion.

Para determinarlo se utiliz6 una linea celular Hela, se expusieron de manera
independiente a distintas concentraciones de a-M y CDDP para evaluar el efecto
citotoxico. Posteriormente se realizé un isobolograma para exponer a las células con
combinaciones de ambos farmacos en dos esquemas de tratamiento: Coincubacion y
Preincubacién, evaluando la viabilidad celular con MTT, se determind el indice de
combinacion con la ecuacién de Chou-Talalay y se midié la generacién de especies

reactivas de oxigeno (EROs) y apoptosis causada por los tratamientos.



Después de la experimentacion se obtuvo que la Concentracion Inhibitoria media para
a-M y CDDP fue 19.7 £+ 1.0 pM y 29.7 + 1.3 pM respectivamente. El indice de
combinacion obtenido en ambos esquemas de tratamiento en su mayoria fue mayor a
1, por lo que las combinaciones de ambos farmacos no inhibieron el crecimiento ni la
viabilidad celular teniendo por lo tanto una interaccion antagénica. Las combinaciones
de a-M y CDDP seleccionadas no produjeron mayor cantidad de EROs en comparacién
con los tratamientos individuales de los farmacos, también aumentaron los porcentajes

de produccion de apoptosis temprana.

Se concluye que a-M es un agente antitumoral mejor que CDDP en un determinado
intervalo de concentracién, pero interfiere en la actividad antineoplasica de CDDP
cuando es administrada de manera simultanea. Las combinaciones probadas de a-M y
CDDP mostraron no tener efectos sinérgicos cuando se administra conjuntamente y
efectos aditivos cuando a-M se administra primero sobre la linea celular de cancer de
cérvix. Sin embargo es necesario realizar los ensayos in-vivo para establecer el mejor

esquema de tratamiento.



Antecedentes

Cancer a nivel mundial

Como lo define la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la palabra “cancer” es un
término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo. Una de las caracteristicas mas importantes del cancer es
la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden propagarse a otros 6rganos, proceso conocido como metastasis.
(OMS, 2014)

A nivel mundial, los canceres con mayor incidencia y mortalidad en la poblacién
femenina registrados en el 2012 por GLOBOCAN se muestran en la tabla 1, el cancer
de mama, colorrectal, pulmén y cérvico uterino fueron, en ese orden, los tipos de cancer
de mayor incidencia y mortalidad, sumando alrededor del 50% de todos los casos.
(GLOBOCAN, 2012).

Cada ano cerca de 12 millones de personas son diagnosticadas con algun tipo de
cancer. En el 2012 caus6 8.2 millones de defunciones a nivel mundial e investigadores
estiman que para el 2030 se diagnosticaran 21 millones de casos nuevos, 17 millones
de personas moriran y 75 millones de personas viviran diagnosticados en todo el

mundo con algun tipo de cancer (Popat, 2013).



Tabla 1 Incidencia y mortalidad de distintos tipos de cancer

en mujeres a nivel mundial

Incidencia Mortalidad
Numero de | Porcentaje | Numero de | Porcentaje
Tipo de cancer casos (%) casos (%)
Cerebro, sistema nervioso 116 605 1.8 83 006 2.3
Cérvico uterino 527 624 7.9 265 672 7.5
Colorrectal 614 304 9.2 320 294 9.0
Esofago 132776 2.0 118 952 3.4
Estdmago 320 301 4.8 254 103 7.2
Higado 228 082 3.4 224 492 6.3
Labio, cavidad oral 101 398 1.5 47 413 1.3
Laringe 18 775 0.3 10 115 0.3
Leucemia 151 289 2.3 114 150 3.2
Linfoma Hodking 27 430 0.4 10 006 0.3
Linfoma no Hodking 168 098 2.5 84 266 24
Mama 1671 149 25.1 521 907 14.7
Melanoma de piel 111 481 1.7 24 098 0.7
Mieloma multiple 51782 0.8 36 928 1.0
Nasofaringe 25795 0.4 15075 0.4
Otras partes de la faringe 27 256 0.4 18 507 0.5
Ovario 238 719 3.6 151 917 4.3
Pancreas 159 711 2.4 156 564 4.4
Pulmén 583 100 8.8 491 223 13.8
Rifdn 123 936 1.9 52 604 1.5
Sarcoma de Kaposi 15 225 0.2 9616 0.3
Tiroides 229 923 3.5 27 145 0.8
Utero 319 605 4.8 76 160 21
Vejiga 99 413 1.5 42 033 1.2
Vesicula biliar 101 257 1.5 82 484 2.3
Todos los canceres
menos cancer de piel 6 663 001 100.0 | 3548 190 100.0

Fuente: GLOBOCAN 2012 (IARC) (27/01/2015)




Cancer cérvicouterino

El cancer cérvicouterino, carcinoma de cérvix o cancer de cuello de utero (CaCu) se
origina en las células que revisten el cuello uterino (parte inferior del utero y que
conecta con la vagina). La parte mas cercana al cuerpo del utero se llama endocérvix
compuesto por células glandulares, mientras que la parte préxima a la vagina se le
conoce como exocervix el cual esta cubierto por células escamosas; la zona en la que
convergen se le conoce como zona de transformacion, la cual cuenta con ambos tipos

de células, esta zona cambia por el envejecimiento y el numero de partos de la mujer.

En circunstancias normales, las capas superiores se destruyen y descaman
continuamente, la integridad del revestimiento se mantiene debido a la formacién
constante y ordenada de nuevas células en la capa basal. No obstante, cuando se
presentan lesiones precancerosas o cancerosas, las células escamosas de la zona de
transformacién adoptan un aspecto anormal y se multiplican de manera desordenada,
dando lugar a los dos tipos de CaCu mas comunes, el carcinoma de células escamosas
y el adenocarcinoma, el primero representa alrededor del noventa por ciento y el
segundo el otro diez por ciento de los casos de CaCu (ACS, 20714). Todo lo anterior

queda representado en la ilustracion 1.

En el afio 2005, la OMS registré mas de 500 000 casos nuevos de CaCu. Se estima
que un numero superior al millén de mujeres padecen actualmente este tipo de cancer
en el mundo, la mayoria de las cuales no estan diagnosticadas o carecen de acceso a
tratamientos. En ese mismo ano, alrededor de 260 000 mujeres fallecieron de la
enfermedad y cerca del 95% de esas defunciones ocurrieron en paises en desarrollo,

por lo anterior el CaCu es una de las amenazas mas graves para la vida de la mujer.

Como se muestra en la ilustracion 2, queda ejemplificada de manera geografica la
distribucién de incidencia de CaCu en todo el mundo con los casos registrados en el
2012, es importante destacar que en los paises en vias de desarrollo como lo es

México y América Latina, esta enfermedad es de alta incidencia, ademas de que en



paises con limitado acceso a los servicios de salud la gravedad se ve incrementada,

como en las zonas pobres del continente africano.

La causa principal de desarrollo del CaCu es por la infeccidon con uno o mas de los tipos
oncogénicos o de alto riesgo del virus del papiloma humano (VPH). Los tipos mas
frecuentes que causan cancer son las cepas 16 y 18, que se encuentran en el 70% de
todos los canceres cérvicouterinos (Castelo-Fernandez, 2013). Otros tipos oncogénicos
como el 31, 33, 45 y el 58 son menos frecuentes y su prevalencia puede variar. Los

tipos de VPH de bajo riesgo son el 6 y el 11 y no se asocian con cancer.

Las infecciones causadas por el VPH no tienen sintomas inmediatos. En una mujer con
un sistema inmune sano la lesion puede tardar de 15 a 20 afos en convertirse en
cancer, mientras que en una mujer con un sistema inmune débil, puede tardar de 5 a 10
afos. Los sintomas aparecen una vez que el cancer ha alcanzado etapas avanzadas y

tienden a magnificarse.

Normal Lesion leve  Lesion grave  Cancer

llustracion 1 Ubicacion del cérvix y progresion de lesiones cancerosas en la zona de
transformacion
(Imagen tomada y modificada de http.//www.cancer.gov/)
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llustracién 2 Tasas de incidencia mundial de cancer cérvicouterino por 100 000 mujeres (de todas las edades),
normalizadas segun la edad. Fuente: GLOBOCAN 2011 (IARC)



Los determinantes principales de la infeccién por el VPH, estan relacionados con el
comportamiento sexual como lo son: la iniciacidon sexual a edad temprana, el numero
elevado de parejas sexuales y las relaciones con parejas sexuales promiscuas. No se han
dilucidado los cofactores ni las condiciones que determinan que una infeccién por el VPH
persista y progrese a cancer, pero es posible que los siguientes desempefien alguna

funcién al respecto:

e Cofactores relacionados con el VPH:
o Tipo virico.
o Infeccion simultanea por varios tipos oncogénicos.
o Gran cantidad de virus (carga virica).
e Cofactores relacionados con el huésped:
o Estado inmunitario.
o Numero de partos: el riesgo aumenta con el mayor numero de partos.
e Cofactores exdgenos:
o Tabaquismo.
o Coinfeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros agentes
de transmisién sexual, tales como el virus del herpes simple tipo 2 (VHS-2),
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae.

o Uso a largo plazo (> 5 anos) de anticonceptivos orales.

Los dos sistemas utilizados para clasificar la progresion del cancer por etapas o estadios,
son el sistema TNM (Tumor, Nédulo, Metastasis) del Comité Conjunto Estadounidense
sobre el Cancer y el sistema de la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia,
por sus siglas en inglés AJCC y FIGO respectivamente. El sistema TNM clasifica al CaCu
tomando en cuenta tres factores: el tamafo o alcance del cancer (T), si el cancer se ha
propagado a los nddulos linfaticos (N), y si se ha propagado a partes distantes (M). Los
ginecologos y los oncélogos ginecoldgicos utilizan el sistema de FIGO con mayor

frecuencia por lo que es el que se usara en éste documento y sera detallado en la tabla 2.



Tabla 2 Estratificacion FIGO del CaCu

Estadio Descripcion

I Enfermedad limitada al cérvix, no se ha diseminado a los ganglios linfaticos
cercanos ni a sitios distantes.

1A Afectacion cervical visible solamente bajo microscopio.

A1 Invasion maxima de 3 mm y extension horizontal <7 mm. EIl cancer no se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos ni a sitios distantes.

A2 Invasion entre 3-5 mm y extension horizontal <7 mm. El cancer no se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos ni a sitios distantes.

IB Confinado a ceérvix pero visible macroscopicamente. Incluye los canceres en
etapa | si se han propagado a mas de 5 mm de profundidad dentro del tejido
conectivo del cuello uterino o tienen mas de 7 mm de ancho.

IB1 El cancer se puede ver pero no rebasa 4 cm. No se ha propagado a los ganglios
linfaticos cercanos ni a sitios distantes.

IB2 El cancer se puede ver y mide mas de 4 cm. No se ha propagado a los ganglios
linfaticos cercanos ni a sitios distantes.

Il Invasion a través del utero. Paredes pélvicas/tercio inferior de la vagina.

A Afectacion de las dos terceras partes superiores de la vagina, parametrios libres.

A1 Clinicamente visible con tamafo <4 cm.

[IA2 Clinicamente visible con tamafo >4 cm.

IIB Afectacion de las dos terceras partes superiores de la vagina, parametrios
infiltrados.

11 Afectacion del tercio inferior de la vagina, pelvis, hidronefrosis.

A Afectacion del tercio inferior de la vagina, pared pélvica libre.

B Afectacion pared pélvica, hidronefrosis, ganglios pélvicos positivos.

IVA Vejiga o recto.

IVB Diseminacion a distancia, incluye ganglios paraaorticos.

Fuente: FIGO International Federation of Gynecology and Obstetrics, version 2009.




Cancer cérvicouterino en México

Durante los ultimos 25 anos en México, los reportes oficiales muestran mas de 100 000
muertes por CaCu y en el 2006 se registré como la segunda causa de muerte por tumores
malignos en mujeres (Palacio-Mejia 2009). Si bien se ha visto que la mortalidad en el pais
ha decrecido gracias a los examenes de deteccién temprana como el Papanicolaou y la
disminucién en las tasas de nacimiento (Lazcano-Ponce, 2009) el acceso a los programas
de salud no es uniforme, las mujeres en desventaja social, es decir de edad avanzada, de
zonas rurales o marginales, con capacidades diferentes, pobres e indigenas, tienen
menos acceso a los servicios y como consecuencia son las mas afectadas. Al sur de la
republica se estima que las mujeres tienen del doble al triple de riesgo de desarrollar la

enfermedad como es mostrado en la ilustracién 3.

De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en el
2011 los tumores malignos que afectaron a la poblaciéon femenina mayor de 20 afos se
debieron al cancer de mama con 25.4%, seguida por las neoplasias en 6rganos genitales
con 18.4% que abarca el cuello uterino y de utero principalmente (INEGI, 2014). De
manera grafica se muestra en la ilustracion 4, que el grupo poblacional mas afectado es el
de mujeres entre 45-49 afios de edad, las cuales representan el 15.1% de las pacientes

con tumores malignos en el pais.

A lo largo del 2015, GLOBOCAN predice un aumento en la incidencia y mortalidad de
nuevos casos de CaCu del 14.5 y 15.5% con respecto a lo obtenido en el 2012. En tan
solo cinco anos mas al afio actual predice un aumento del 28.5 y 35.8% respectivamente

contra los datos del 2012, tal y como se muestra en la tabla 3.
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Riesgos relativos B\ Distrito Federal

de CaCu por regiones

M .23

O 0.94 460

093 X

1 0.90 Regién Sur

llustracion 3 Mapa regional de riesgos relativos de mortalidad en México por CaCu

(Imagen tomada de Palacio-Mejia et al., 2009)

Tabla 3 Numero de nuevos casos estimados en México de todas las edades

Afo Incidencia Mortalidad
2012 13 960 4 769
2015 15 988 5511
2020 17 940 6 480

Fuente: GLOBOCAN 2012 (IARC) (15.1.2015)
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Tumores malignos

Mama . 254
Organos dgestivos 14.7
Organos hematopoyeticos 49

Organos genitales 184
Ovario 70

|

llustracion 4 Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios o mas, por
principales tumores malignos. 2011.
Fuente: SSA (2012). Base de egresos hospitalarios 2011. Procesé INEGI.

Tratamiento

El tratamiento debe adaptarse segun lo que mejor convenga para la paciente de acuerdo
a su estadio, el tratamiento recomendado para etapas tempranas es local ya sea
conizacion o histerectomia parcial o total. Cuando la enfermedad es localmente avanzada
se utilizan tratamientos como la radioterapia y la quimioterapia, también se puede usar

una combinacion de ambas, es decir el uso de quimio-radioterapia.

La radioterapia se aplica sobre el tumor y utiliza energia ionizante dafiando y destruyendo

las células cancerosas.

La quimioterapia utiliza la aplicacién de farmacos para destruir las células cancerosas. El
farmaco utilizado con mayor frecuencia es el cisplatino y esta incluido en la Lista modelo

de medicamentos esenciales de la OMS.
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Cisplatino

El Cisplatino o cisdiaminodicloroplatino (Il) (CDDP) como se muestra en la ilustracion 5,
es el farmaco utilizado en la quimioterapia estandar para CaCu localmente avanzado, se
usa también en el tratamiento de tumores de ovario, testiculares, pulmoén, cabeza y cuello
(Tiseo, 2007).

\/
/\

H;N

llustracion 5. Estructura quimica del cisplatino (CDDP)

El CDDP es un farmaco tipo alquilante de bajo peso molecular (301.1 g/mol) cuyo efecto
citotdxico se deriva, principalmente, de la inhibicion de la sintesis de ADN. El mecanismo
de accion del CDDP involucra la produccion de las moléculas activas cis-
[PtCI(H,O)(NHs),]* y cis-[Pt(H20)(NHs),]** al ser solvatadas. Los principales aductos
formados por CDDP con el ADN son guanina-guanina (G-G) intercatenaria a través del
enlace de coordinacion del platino con el nitrégeno 7 de las guaninas. El nitrégeno 7 de
las guaninas son los sitios con mayor densidad electrénica y por tanto accesibles al
ataque electrofilico por el platino (Garcia-Ramos, 2013). Lo anterior detiene el ciclo celular

y activa el proceso de apoptosis.

La apoptosis es un proceso de muerte celular que requiere la activacion de genes por lo
que también recibe el nombre de muerte celular programada. La cascada de sefalizacion
provoca que la célula no pierda la integridad de la membrana. Se ha demostrado que las
alteraciones en la apoptosis son un mecanismo fundamental para el desarrollo del cancer,
participando desde etapas iniciales en la carcinogénesis, en el fendmeno metastasico y
en la respuesta a tratamientos antineoplasicos como la quimioterapia (Alfaro-Moreno,
2000).
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A las dosis habitualmente empleadas en clinica para pacientes con CaCu (40-170mg/m?
semanal) las mayores concentraciones de platino se alcanzan en higado y rifidn, sin
embargo también se puede depositar en vejiga, pancreas, bazo, intestino, corazén,
pulmon, cerebro y cerebelo. El CDDP puede unirse a diversas proteinas como el glutation
y la albumina, aminoacidos como la metionina y cisteina, y a nucleétidos formando
complejos de peso molecular superior a 50 KDa, sin embargo la unidén a proteinas hace

que pierda su actividad antineoplasica (Ramon-Lopez, 2012).

Su uso es asociado a viarios efectos secundarios que dependen de la dosis y el tiempo
de exposicion, tendiendo a presentar efectos acumulativos. Los mas frecuentes son
fiebre, leucopenia, trombocitopenia, anemia, anorexia, nauseas, voémitos, diarrea,

deterioro auditivo, nefrotoxicidad e hiperuricemia.
Mangostan

El mangostan (Garcinia mangostana L.) es un arbol tropical originario del sur de Asia
como la India, Myanmar, Malasia, Filipinas, Sri Lanka, Tailandia, entre otros. Pertenece a
la familia Clusiaceae y puede llegar a medir de 6-25 m de altura. La corteza del arbol tiene
color marrén oscuro o casi negro, por dentro su color es amarillo, de textura gomosa, con
latex amargo. Este arbol tiene hojas de tallo corto, ovadas, oblongas, gruesas, de color
verde oscuro brillante arriba y de color verde amarillento y opaco debajo. (Morton, 1987).
Al arbol le toma 10 afos alcanzar la madurez necesaria para dar frutos, una vez

alcanzada produce alrededor de 400 frutas por arbol (Gutiérrez-Orozco, 2013).

El pericarpio de la fruta del mangostan ha sido utilizado como parte de la medicina
tradicional en el sureste de Asia donde desde hace muchos afios se usa para el
tratamiento de infecciones de la piel, heridas, disenteria amebiana, diarrea y codlera
(Pedraza-Chaverri, 2008).

El fruto mangostan

El mangostan (ilustracién 6) es un fruto climatérico (clasificacion dada por los cambios
que se producen durante la maduracion del fruto, un fruto climatérico incrementa su tasa

de respiracion y produccion de etileno durante la maduracion ocasionando cambios en el
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color, aroma, textura, sabor y otros atributos bioquimicos vy fisiologicos, Lelievre, 1997), es

nombrada como “la reina de las frutas” y su consumo es principalmente en fresco.

La cascara tiene un color purpura oscuro a rojizo. La porcion comestible de la fruta es
blanca, suave y jugosa, con un sabor ligeramente acido y dulce con agradable aroma.
(Yu, 2007)

El analisis quimico proximal de la porcidn comestible de la fruta, como se muestra en la
tabla 4, resulta que en su mayoria esta constituida por agua y carbohidratos; es
abundante en fésforo, el cual en el organismo interviene en la division celular, la
formacion de tejidos y el metabolismo celular. También contiene cobre y zinc los cuales
actuan como cofactores de la enzima superdéxido dismutasa, ésta tiene la funcion de

reducir el ion superoxido (O2’) en peroxido de hidrogeno (H20,).

El fruto en su totalidad es fuente de varios compuestos bioactivos como las xantonas,
flavonoides, triterpenos y benzofenonas (Chin Y., 2008) de las cuales sus estructuras

quimicas quedan representadas en la ilustracion 7.

Un compuesto bioactivo en los alimentos es aquel constituyente no nutritivo presente
naturalmente en pequenas cantidades dentro de un alimento. Estos compuestos son
ampliamente estudiados por sus efectos en la salud, principalmente contra enfermedades
créonicas no transmisibles como las enfermedades cardiovasculares, respiratorias,
diabetes y cancer (Kris-Etherton, 2002).

llustraciéon 6. Fruto mangostan, al fondo fruto completo y al frente corte de la cascara para
exponer la parte comestible.
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Tabla 4 Valores nutrimentales del fruto mangostan

(Por 100g de la fraccion comestible)

Agua 80.9g | Fosforo 14.0 mg
Contenido energético | 76.0 cal | Hierro 0.50 mg
Proteinas 0549 Cobre 0.11 mg
Grasas 0249 Zinc 0.10 mg
Carbohidratos 18.4g | B1 (Tiamina) 0.09 mg
Fibra 1.79 B2 (Riboflavina) | 0.06 mg
Cenizas 0.2g B3 (Niacina) 0.10 mg
Calcio 9.0 mg | Vitamina C 2.0 mg

Fuente: Anon (2004) Frutas en Tailandia. Departamento de extension agricultura.
Ministerio de cooperacién y agricultura, Bangkok. Tailandia.

5 e

D
llustracion 7 Estructuras quimicas de los principales compuestos activos extraidos del
fruto mangostan. (A) Xantona, (B) Flavonoide, (C) Triterpeno, (D) Benzofenona.
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Las xantonas han sido aisladas del pericarpio del mangostan, su estructura quimica esta
compuesta por un sistema triciclico aromatico (Ce-C3-Cg) y son clasificadas en cinco

grandes grupos (Jiang, 2004):

e Xantonas simples oxigenadas.

e Glicosidos de xantonas.

e Xantonas preniladas y sus derivados.
e Xantonolignoides.

e Xantonas miscelaneas.

En diversos estudios se ha demostrado que las xantonas obtenidas de la fruta mangostan
tienen actividad biologica importante. Las xantonas mas estudiadas son a, B y vy
mangostina, garcinona E, 8-desoxigartanina y gartanina como se muestra en la ilustracion
8. Algunas de las actividades documentadas de estos compuestos son: antioxidante,

antitumoral, antialergénica, antiinflamatoria, antiviral, bactericida y fungicida (Yu, 2007).
Alfa mangostina

La xantona presente en mayor proporcién en el fruto mangostan es la alfa mangostina (a-
M) (ilustracién 8) la cual pertenece al grupo de xantonas preniladas. Fue aislada por
primera vez por Schmid en 1855, después de alrededor de cien anos, Yates & Stout en
1958 se dedicaron a caracterizarla encontrando que la a-M era un residuo color amarillo
(410. 46 g/mol) obtenido principalmente del pericarpio de la fruta, establecieron su
actividad optica, su formula molecular, la naturaleza y posicion de las cadenas laterales,

las vias de degradacion y las relaciones estructurales.

La a-M es considerada un fitoquimico, o molécula extraida a partir de una fuente vegetal,
y por su impacto en la salud es considerada también un compuesto bioactivo. Sin
embargo no es considerada un nutriente ya que para ello necesita proveer al organismo
de energia, ser precursor de sintesis de macromoléculas u otros componentes que
intervengan en la diferenciacién normal de las células, en su crecimiento, renovacion,
reparacion o defensa, debe ser requerido para la sefializacion, como cofactor o ser

determinante en la estructura o funcion de la integridad de algun érgano (Go, 2003). Por
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definicion, tampoco es considerada un medicamento ya que el concepto engloba a toda
sustancia que tenga efecto terapéutico y se presente en forma farmacéutica (jarabes,

tabletas, pomadas, etc.)

C— mangostina P-mangostina

gartanina
Y—mangostina

arcinona E
¢ 8-deoxigartanina

llustracion 8 Estructura quimica de las principales xantonas aisladas del mangostan
(Imagen tomada y modificada de Pedraza-Chaverri et al., 2008)
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El mangostan junto con otros frutos como el liche, el arandano, la granada, el noni y el
kiwi dorado, por mencionar algunos, pertenece a un nuevo grupo denominado por los
medios de comunicacién como “super frutas”, el cual es definido como “alimento rico en
nutrientes que se considera tiene un beneficio para la salud y el bienestar del consumidor”
(Oxford Dictionary, 2015). Estas frutas se caracterizan por poseer un sabor agradable,
ademas de ser fuente en gran proporcién de compuestos bioactivos, principalmente de

antioxidantes.

Un antioxidante con funcion biologica se define como aquella sustancia que presente en
concentraciones muy pequefas, comparadas con la de un sustrato oxidable, disminuye o
evita la oxidacién del mismo. Tales sustancias pueden tener accion directa por medio de
la neutralizacion de los radicales libres, o indirecta a través de sistemas enzimaticos con

capacidad para su neutralizacion (Barbosa, 2008).

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) estan implicadas en la proliferacion celular, en
vias de sefalizacion y en la respuesta de mecanismos de defensa. En varias
enfermedades, entre ellas el cancer, el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes lleva
a la generacion de grandes cantidades de EROs o el decremento de la velocidad de
neutralizacion de estos, provocando la oxidacion y la pérdida de funcion en biomoléculas

como proteinas, lipidos y ADN (Barbosa, 2008).

Los productos que contienen jugo o extracto de mangostan han tenido un gran
crecimiento en el mercado de bebidas funcionales, tanto que en el 2008 resultaron en
ventas en los Estados Unidos de América por mas de 200 millones de ddlares. (Sloan,
2010). La tendencia sefala que después de la era de los productos “light” y de “dieta” los
consumidores ahora se mueven a la tendencia de productos “naturales”. El uso de
extractos botanicos, vitaminas y minerales en bebidas se ha vuelto muy popular, asi como
la busqueda de ingredientes para combatir enfermedades como el cancer (De-Cock,
2002). Sin embargo, es importante destacar: para que un producto tenga éxito, los
beneficios a la salud siempre deben ser respaldados con datos cientificos, la falta de
regularizaciones formales en la mayor parte del mundo (incluido nuestro pais) puede dar

lugar a declaraciones engafosas o falsas.
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El fruto mangostan y su importancia contra el cancer

La combinacion ideal de farmacos seria aquella que actue de forma sinérgica contra las
células cancerosas sin incrementar la toxicidad sistémica (Reynolds, 2005). El término
sinergismo se refiere al efecto que tiene una combinacion de farmacos (téxica o benéfica)
que es numéricamente mejor que el efecto obtenido por los farmacos de manera
individual (Tallarida, 2000). Hoy en dia el numero de farmacos disponibles para el
tratamiento clinico continua en aumento, para el CaCu la Agencia de Alimentos vy
Medicamentos de Estados Unidos de América, por sus siglas en inglés FDA, prueba la

combinacién de CDDP con otros farmacos coadyuvantes (Larasati, 2014).

En la bibliografia se han documentado distintos trabajos donde se ha probado el uso de a-
M como compuesto anticancerigeno, antitumoral y como protector de distintos efectos
adversos producidos por la quimioterapia. Un ejemplo de ello es en el trabajo de Pérez-
Rojas et al, 2009 el cual reporta el efecto renoprotector que tiene el uso de a-M cuando se
les induce nefrotoxicidad con CDDP a ratas. Se encontré que a-M es capaz de atenuar la
lesion tubulo-renal tanto estructural como funcional sin alterar la farmacocinética del
CDDP, el mecanismo de accion reportado por los autores fue la atenuacion del estrés

oxidativo ocasionado por la catalasa.

El presente proyecto inicié por el hecho de que pacientes, en afan de mejorar su situacion
de salud y bajo la promesa de productos milagro, consumen la amplia gama de marcas
presentes en el mercado, como los jugos que contienen extracto de mangostan, sin tomar
en cuenta que estos productos pueden interferir de alguna manera con el tratamiento

clinico que llevan.
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Hipotesis

Si a-M tiene un efecto antitumoral y no interfiere con la farmacocinética del CDDP,
entonces la exposicidn conjunta de ambos compuestos disminuira la supervivencia celular

a concentraciones bajas y se disminuira la toxicidad producida por CDDP.

Obijetivo

Evaluar si a-M en combinacion con CDDP puede actuar de forma sinérgica en un cultivo

de células de cancer cérvico uterino humano y su posible mecanismo de accion.
Objetivos particulares

e Cultivar y mantener células de CaCu humano (HelLa).

e Realizar curvas dosis-respuesta de CDDP y a-M.

e Realizar un isobolograma para proponer las posibles combinaciones de los
farmacos.

¢ Realizar la curva dosis-respuesta de las combinaciones seleccionadas.

e Calcular el indice de combinacién para todas las combinaciones probadas.

e Determinar la unién de anexina V a fosfatidil serina como un indicador de apoptosis

y la generacion de EROs en citoplasma por citometria de flujo.
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Materiales y métodos

Reactivos

La a-M fue donada por el laboratorio del Dr. José Pedraza Chaverri, la cual fue extraida
con el método descrito por Marquez-Valadez et al en el 2009; para su uso in-vitro fue
disuelta en dimetilsulféxido (DMSO, MP Biomedicals), la concentracion del disolvente en
el medio de cultivo no excedié en ningun caso mas del 15% v/v el cual no tuvo efecto
significativo sobre el crecimiento de las células. EI CDDP (Sigma-Aldrich) fue solubilizado
con solucidn salina y en ambos casos los compuestos fueron mantenidos en stocks de 1

mM a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
Cultivo celular

Se utilizaron células HelLa obtenidas de la Coleccién Americana de Cultivos (ATCC) las
cuales provienen de un adenocarcinoma humano de cérvix con la cepa 18 del VPH.
Fueron mantenidas de manera rutinaria en frascos con cara plana de 75 cm? a 37°C en
incubacion bajo una atmodsfera humeda con 5% de CO, con medio de cultivo Eagle
modificado (DMEM, Gibco) suplementado al 10% con suero fetal bovino. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo en condiciones estériles en una campana de flujo

laminar.

Una vez que las células alcanzaron la confluencia del 80%, se realizaron lavados con
solucién de fosfatos (PBS, NaCl 136.89 mM, KCI 2.68 mM, Na;HPO4 10.15 mM, KH,PO4
1.76 mM, Gibco) a pH 7.4. Se despegaron las células con solucion de fosfatos con EDTA
(PBS-EDTA, 1mM), se centrifugaron a 2000 rpm por 10 minutos y se resuspendieron en

medio DMEM para hacer los experimentos o mantener el cultivo.

Para los experimentos, las células se lavaron con PBS, se despegaron con PBS-EDTA,
se contaron en un contador de células automatizado TC20™ (BIO-RAD) con azul de
tripano (BIO-RAD), y se sembraron en placas de 96 pozos de manera que cada pozo
contara con 1x10* células/100uL de medio. Después de 24 horas de haber sido

sembradas se expusieron a los tratamientos.
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Evaluacion de la viabilidad celular

Se utilizé la técnica del colorante catidnico cristal violeta, el cual interactua con los
fosfolipidos de la membrana celular dejandolas tefidas, se revela con acido acético al

33% y se lee la absorbancia con un lector de ELISA a 570 nm.

También se evalud la viabilidad funcional con bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2, 5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich). Como se muestra en la ilustracion 9, este
ensayo se basa en la utilizacién de una sal de tetrazolio, la cual es biotransformada sélo
por las células viables a formazan utilizando la enzima deshidrogenasa mitocondrial. El
formazan se precipita en un compuesto purpura que se solubiliza con propanol acido y se

lee a 570 nm.
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MTT Formazan

llustracion 9 Transformacion del MTT a formazan por las células viables

Concentracion Inhibitoria media

Para la determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clsp) de a-M y CDDP, las
células fueron expuestas a concentraciones de 0 a 80 uM para a-M y de 0 a 120 uM para
CDDP durante 24 horas, posteriormente se evalud su viabilidad con la técnica cristal
violeta o MTT, normalizando la respuesta con respecto al control. Las concentraciones
empleadas se seleccionaron con el fin de cubrir en su totalidad el espectro de la

respuesta.
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Diserio experimental

Las combinaciones de CDDP y a-M se hicieron siguiendo dos modelos de tratamiento:
Co-incubacién y Pre-incubacion. El primero se refiere a la exposicion de las células con
las combinaciones posibles entre 2, 5, 10, 15, 25, 30 y 50 uM de CDDP y 5, 10, 15, 25, 30
y 60 uM de a-M de manera simultanea durante 24 horas. El segundo tiene por finalidad
sensibilizar a las células, primero por 24 horas a las concentraciones sefialadas de a-M,
retirar el tratamiento y después exponer por 24 horas a las concentraciones sefaladas de
CDDP.

Isobolograma

Un isobolograma es una representacion tedrica del posible comportamiento que tendran
dos compuestos elaborada a partir de los valores Clsp, estos se colocan en los ejes de un
plano cartesiano y son unidos por una linea recta que representa todas las posibles
combinaciones que tendrian teéricamente el mismo efecto que la utilizacién de uno solo.
La zona por debajo de la linea recta representa combinaciones con posibles
comportamientos sinérgicos, la zona por arriba de la linea recta representa las
combinaciones con un posible efecto antagénico o téxico en las células. Las
combinaciones que se encuentran sobre la linea recta representan todas las posibles

combinaciones con un efecto aditivo.
Indice de combinacién

El sinergismo o antagonismo real fue determinado calculando el indice de combinacion
(IC) usando la ecuacién desarrollada en 1987 por Chou-Talalay (Ting-Chao, 2010) para
evaluar el comportamiento de la combinacion de dos compuestos con vias de accién

similar o independiente. La ecuacién considera:

IC—(D1)+ (D2)+ (D1D2 )
~\p1,/) " \p2.) " *\b1,D2,
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Donde D1 y D2 indican las concentraciones empleadas, D1« y D2, las concentraciones
necesarias para alcanzar el efecto observado, a=1 para mecanismos mutuamente no
excluyentes (mecanismos similares). 1C<1 indica un efecto sinérgico, IC>1 indica un

efecto antagonico, IC=1 indica un efecto aditivo.
Medicion de especies reactivas de oxigeno

Se sembraron en placas de 6 pozos, 2x10° células/3mL de medio por pozo, exponiendo a
las células a los siguientes tratamientos: control negativo, control positivo (H2O2 1 mM/
24h), Clsp de a-M, Clso de CDDP y las combinaciones 2 yM de CDDP con 10 y 15 uM de
a-M con el modelo de Pre y Co-incubacion. Posteriormente se hicieron dos lavados con
PBS, se despegaron las células con PBS-EDTA, se contaron con azul de tripano en un
contador de células (TC20™, BIO-RAD) y se centrifugaron a 2000 rpm durante 8 minutos.
500 ceélulas/uL se resuspendieron en PBS, y se incubaron por 30 minutos a 37°C en
oscuridad junto con el reactivo diacetato de 5,6-carboxidiclorodihidrofluorosceina (DA-
DCFH, Invitrogen) 10 uM. La fluorescencia emitida fue detectada por citometria de flujo,
con el equipo guava easyCyte™ (Millipore), se leyeron 5000 eventos por muestra
utilizando el canal verde. Los datos fueron analizados con el software guava InCyte

(Millipore).
Medicion de apoptosis

Se sembraron en placas de 6 pozos, 2x10° células/3mL de medio por pozo, exponiendo a
las células a los siguientes tratamientos: control negativo, Clso de CDDP, Clsy de a-M y las
combinaciones 2 yM de CDDP con 10 y 15 uM de a-M con el modelo de Pre-incubacion.
Posteriormente se hicieron dos lavados con PBS, se despegaron con PBS-EDTA, se
contaron con azul de tripano en un contador de células (TC20™, BIO-RAD) y se
centrifugaron a 2000 rpm durante 8 minutos. 500 células/uL se resuspendieron en PBS.
Se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad junto con el reactivo
comercial guava-nexin (Guava-Technologies) que contiene a la proteina Anexina V (AV) y

al colorante 7-aminoactinmiocina D (7-AAD). La deteccion fue realizada por citometria de
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flujo, se leyeron 10000 eventos con el equipo guava easyCyte™ (Millipore) y los datos

fueron analizados con el software guavaNexin, (Millipore).
Analisis estadistico

Los datos son mostrados como la media de los experimentos * error estandar de la
media. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas utilizando un analisis de
varianza (ANOVA) de una via utilizando la prueba post hoc Student Newman-Keuls para
comparaciones multiples con P<0.05 para considerar diferencia significativa. Para el
analisis estadistico de las combinaciones de los compuestos se calculo el area bajo la
curva y posteriormente se compard con respecto a los tratamientos. Todas las graficas
fueron realizadas con el software Sigma Plot 10.0 y el analisis estadistico con el software
GraphPad Prism 5.0.
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Resultados

Se determind la citotoxicidad de CDDP y a-M sobre las células HelLa en varias
concentraciones por 24 horas como fue descrito en materiales y métodos. En CDDP se
observé una disminucion en el porcentaje de la viabilidad celular de manera dependiente
a la concentracion como se muestra en el grafico 1 (técnica de MTT) y 2 (técnica cristal
violeta), observando que a mayor concentracion del farmaco la viabilidad celular
disminuia. La Clsy obtenida fue de 29.7 £ 1.3 uM determinado con la técnica de MTT y se

corroboro con la técnica de cristal violeta.

En la ilustracion 10 se pueden observar las células HelLa después de 24 horas de
exposicion al CDDP, transcurrido este tiempo se ha perdido la unién celular, la densidad
poblacional ha descendido por la aparicién de cuerpos apoptéticos y fragmentos celulares
que se desprenden durante el proceso de muerte, se aprecia también un cambio en la

forma e integridad de las células remanentes debido al dafio ocasionado por el farmaco.
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Grafico 1. Efecto de CDDP
f= al(1+exp(-(x-x0)/b))
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Gréafico 1 Efecto de CDDP con la técnica MTT
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Grafico 2 Efecto de CDDP en la linea celular con la técnica cristal violeta

Los datos son expresados como la media de 8 repeticiones * error estandar de 4 experimentos
independientes.
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A B

llustracion 10 Imagenes de la linea celular HeLa después del tratamiento con CDDP

(A) Células control (sin ningun tratamiento) (B) Células después de 24 horas con 30 uM de
CDDP.

Posteriormente se determiné el efecto citotdxico causado por a-M, en el grafico 3 (técnica
MTT) y 4 (técnica cristal violeta) se muestra el comportamiento del porcentaje de
viabilidad que tienen las células HeLa después de su exposicién durante 24 horas a
diferentes concentraciones. Se observa como en el caso anterior una disminucion de la
viabilidad celular dependiente de la dosis a partir de 15 pM. La Clsp obtenida
experimentalmente fue de 19.7 £ 1.0 uM, valor que concuerda con lo reportado
anteriormente en el trabajo de Mizushina et al (2013) con 19.1 £ 1.9 yM en la misma
linea celular.

En la ilustracion 11 se aprecia la comparacidn entre células control y las células
remanentes después de 24 h con a-M, se observo una perdida en la unidon celular y se
disminuyd la cantidad de células adheridas.
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Gréfico 3 Efecto de a-M con la técnica MTT

Los datos son expresados como la media de 8 repeticiones * error estandar de 10 experimentos
independientes. Se muestra la regresioén no lineal de tipo sigmoidea de 3 pardmetros (r*=0.95)
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Gréfico 4 Efecto de a-M con la técnica cristal violeta

Los datos son expresados como la media de 8 repeticiones * error estandar de 4 experimentos
independientes. Se muestra la regresién no lineal de tipo sigmoidea de 3 parametros (r*=0.98)
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A B

llustracion 11 Imagenes de la linea celular HeLa después del tratamiento con a-M

(A) Control (sin tratamiento). (B) Céluas después de 24 horas con 20 uM de a-M

El grafico 5 muestra la construccién del isobolograma, asi como los tratamientos
seleccionados para probar en cultivo celular. Sumados a estos puntos también se usaron

combinaciones altas (50 yM de CDDP con 25, 30 y 60 pM de a-M) para corroborar su

funcionamiento y cubrir el mayor espectro de respuesta.
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Grafico 5 Isobolograma

BPosibles combinaciones sinérgicas, [BPosibles combinaciones antagénicas.
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Tanto a-M como CDDP se le adicionaron al medio para alcanzar la concentracion
sefnalada de cada uno, y fueron expuestas de esta manera a las células, teniendo asi un
modelo de Co-incubacion. Como se ve en el grafico 6 las distintas combinaciones de
CDDP con las concentraciones por debajo de la Clso de a-M tuvieron porcentajes altos de
viabilidad celular. Las combinaciones con 5 y 10 yM de a-M rebasaron la viabilidad del
tratamiento de CDDP solo, inclusive a concentraciones altas de éste, teniendo en todos
los casos porcentajes de viabilidad mayores al 60%. Las combinaciones de CDDP con 15
MM de a-M mantuvieron un efecto estatico sobre el cultivo celular obteniendo un efecto
promedio de 65%. Las combinaciones con concentraciones por encima del valor de las

Clso de ambos compuestos tuvieron un efecto letal sobre las células.

El analisis estadistico del area bajo la curva muestra que todos los tratamientos tienen
diferencia significativa con respecto al control de CDDP menos las combinaciones con 15

MM de o-M
Grafico 3. Co incubation
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Gréfico 6 Combinaciones con Co-Incubacion.

Los datos son expresados como la media de 2 repeticiones + error estandar de 3
experimentos independientes realizados con la técnica de MTT. (* P < 0.05 con respecto
al control de CDDP solo).
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Se probd posteriormente otro esquema de tratamiento, exponiendo a las células por 24
horas con las concentraciones sefaladas de a-M, pasado este tiempo se removio el
medio y se expusieron a las concentraciones indicadas de CDDP por 24 horas, teniendo

un modelo de sensibilizacion o Pre-incubacion.

Como se muestra en el grafico 7 la viabilidad celular de los tratamientos disminuy6 con
respecto al tratamiento de Co-incubacion, todas las combinaciones mostraron tener
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control de CDDP menos las
combinaciones con 5 yM de a-M, es decir, ambos tratamientos tuvieron el mismo efecto.
Las combinaciones de CDDP con 10 y 15 uM de a-M mostraron tener una disminucion
dependiente de la dosis de manera significativa con respecto al control de CDDP,
mientras las combinaciones de CDDP con 25, 30 y 60 yM de a-M mostraron tener un

efecto letal independiente de la concentracion de CDDP, estos tres tratamientos tuvieron

diferencias <sianificativas con resnecto al contral nera nn entre si
Grafico 4. Pre incubation
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Grafico 7 Combinaciones con Pre-Incubacion.

Los datos son expresados como la media de 2 repeticiones + error estandar de 3
experimentos independientes realizados con MTT. (* P < 0.05 con respecto al control de
CDDP solo).
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Los resultados de ambos modelos se analizaron con la ecuacion de Chou-Talalay para
definir de manera matematica el comportamiento de las combinaciones, el IC se calculo

considerando un mecanismo mutuamente no excluyente (mecanismos diferentes).

La mayoria de las combinaciones del modelo de Co-incubacién tuvieron un IC mayor a 1,
es decir, comportamiento antagonico o toxico, los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 5. El efecto citotoxico observado en las combinaciones que tuvieron por lo menos un
componente con concentracion mayor al valor de Clsy de alguno de los dos compuestos,
se lo atribuimos principalmente al efecto del compuesto en mayor proporcidon y no

necesariamente al efecto de la combinacion.

Para el modelo de Pre-incubacién, los IC mostraron comportamientos antagonicos, junto
con algunos comportamientos sinérgicos y aditivos como se muestra en la tabla 6. De
estos resultados se eligieron las combinaciones de 2 yM de CDDP con 10 y 15 uM de a-
M para los posteriores estudios por ser un ejemplo de sinergismo en la primera
combinacién y por obtener un porcentaje de viabilidad alrededor del 50% con

concentraciones bajas de los compuestos en la segunda combinacién.

Posteriormente se midié la generacion de EROs, utilizando citometria de flujo y evaluando
los tratamientos de Clsp de a-M y CDDP (20 y 30 uM respectivamente), las combinaciones
de 2 yM de CDDP con 10 y 15 uM de a-M, las cuales seran referidas de aqui en adelante
como 2 con 10y 2 con 15 y los controles positivos correspondientes para cada prueba. El
modelo de Pre-incubacion mostré mejores resultados en la disminucion de viabilidad
celular comparados con el modelo de Co-incubacién, sin embargo se evaluaron los dos

modelos de tratamiento para una mejor comparacion de lo observado.
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Tabla 5 Indices de combinacién para las combinaciones en Co-Incubacién

CDDP | a-M | CDDP | o-M Of il IC .
DT | D2 | Dluoan | D2 % viabilidad 0=1 Interpretacion
15 5 3 12 93.47 >5 Antagonico
25 5 9 13 88.12 4.2 Antagonico
30 5 10 13 87.42 4.6 Antagonico
50 5 25 18 60.46 2.8 Antagonico
5 10 4 12 92.67 3.2 Antagonico
25 10 5 12 91.49 >5 Antagonico
30 10 7 13 90.53 >5 Antagonico
50 10 14 14 82.66 >5 Antagonico
2 15 24 18 63.70 1.0 Aditivo

5 15 25 18 61.44 1.2 Aditivo
10 15 23 17 66.59 1.7 Antagonico
15 15 25 18 61.92 1.9 Antagonico
25 15 22 17 67.51 3.0 Antagonico
30 15 24 17 64.46 3.2 Antagonico
50 15 24 17 64.14 4.8 Antagonico

2 25 38 23 32.89 1.2 Aditivo

5 25 40 24 28.27 1.3 Antagonico
10 25 39 23 29.80 1.6 Antagonico
15 25 37 23 33.74 1.9 Antagonico
25 25 41 24 26.54 2.3 Antagonico
30 25 40 24 28.39 2.6 Antagonico
50 25 43 25 22.68 3.3 Antagonico

2 30 41 24 27.07 14 Antagonico

5 30 41 24 26.74 1.5 Antagonico
10 30 39 23 30.21 1.9 Antagonico
15 30 41 24 25.92 2.0 Antagonico
25 30 41 24 26.05 2.6 Antagonico
30 30 43 25 22.77 2.7 Antagonico
50 30 44 25 22.60 3.7 Antagonico

2 60 46 26 18.36 2.4 Antagonico

5 60 47 27 17.19 2.6 Antagonico
10 60 46 26 18.91 3.0 Antagonico
15 60 48 27 16.12 3.2 Antagonico
25 60 46 27 17.77 4.0 Antagonico
30 60 44 26 21.46 4.6 Antagonico
50 60 47 27 17.04 >5 Antagonico

Donde: D1 y D2 son las concentraciones empleadas, D1, y D2, son las concentraciones
individuales necesarias para alcanzar el efecto observado (% viabilidad), IC es el indice de
combinacién, a = 1 mecanismos mutuamente no excluyentes. Algunos valores fueron eliminados
de la tabla por ser matematicamente indeterminados.
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Tabla 6 Indices de combinacién para las combinaciones en Pre-Incubacion

CDDP | a-M | CDDP | o-M | o .. ... IC .
DTan | D2 | DT | D25 % viabilidad 0=1 Interpretacién
2 5 13 14 83.78 0.6 Sinérgico
5 5 4 12 92.89 2.2 Antagonico

10 5 16 15 78.67 1.1 Aditivo

15 5 17 15 77.91 1.5 Antagonico
25 5 22 17 68.11 1.8 Antagonico
30 5 23 17 65.59 2.0 Antagonico
50 5 33 21 42.42 2.1 Antagonico
2 10 20 16 73.03 0.8 Sinérgico
5 10 22 17 67.98 1.0 Aditivo

10 10 23 17 66.87 1.3 Antagonico
15 10 23 17 65.18 1.6 Antagonico
25 10 27 18 58.13 2.0 Antagonico
30 10 29 19 53.09 2.1 Antagonico
50 10 40 24 28.58 2.2 Antagonico
2 15 27 19 56.11 0.9 Aditivo

5 15 27 19 56.48 1.1 Aditivo

10 15 28 19 56.72 1.5 Antagonico
15 15 30 20 49.73 1.6 Antagonico
25 15 32 20 46.60 2.1 Antagonico
30 15 36 22 36.95 2.1 Antagonico
50 15 46 26 18.00 2.3 Antagonico
2 25 49 28 14.83 1.0 Aditivo

5 25 47 27 16.95 1.1 Aditivo

10 25 48 27 15.60 1.3 Antagonico
15 25 48 27 15.29 1.5 Antagodnico
25 25 49 28 14.76 1.9 Antagonico
30 25 48 27 15.12 21 Antagonico
50 25 50 28 13.40 2.8 Antagonico
2 30 50 28 13.37 1.1 Aditivo

5 30 49 28 14.15 1.3 Antagonico
10 30 50 28 13.43 1.5 Antagonico
15 30 54 30 9.55 1.6 Antagonico
25 30 50 28 12.84 2.1 Antagonico
30 30 51 29 12.16 2.3 Antagonico
50 30 51 28 12.68 3.1 Antagonico
2 60 54 30 9.34 2.1 Antagonico
5 60 53 29 10.74 2.3 Antagonico
10 60 52 29 11.45 2.7 Antagonico
15 60 54 30 9.91 2.9 Antagonico
25 60 53 29 10.66 3.5 Antagonico
30 60 52 29 11.93 3.9 Antagonico
50 60 53 29 10.83 4.9 Antagodnico
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Se determiné la generacién de EROs producidas con ambos modelos de tratamiento, en
los graficos 8 y 9 se muestran con una linea punteada la senal del control y en sélido la
sefal del tratamiento indicado, se observd el aumento de EROs generadas en el
corrimiento hacia la derecha de la sefial o en el incremento del numero de células que
presentan la cantidad de fluorescencia emitida. Se observd que los tratamientos
incrementaron la generacion de EROs con respecto al control en todos los casos y en

ambos modelos de tratamiento.
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Grafico 8 Distribucion poblacional de generacion de EROs con Co-incubacion

Hz0z CDDP

Control

400
400

=0 100 250 4
e
0 100 250 4

00,

JAN

10t 107 10°  10¢ 10°

a-M

w0 100 250 4

L=
=]

Numero de eventog

00
QDI
00,

0 100 250 4
0 100 250 4
0 100 250 4

=]
T
-
o
-
-
o
o
-
o
X
-
o
s
[
o
n
(=]
T
[
=]
"
[
(=]
=
[
L=}
L
[
=]
ry
[
(=]
n

Fluorescencia verde (HLog)

Grafico 9 Distribucién poblacional de generacion de EROs con Pre-incubacion
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Para el analisis de los datos se normalizaron tomando en cuenta la fluorescencia emitida
con respecto al numero de células que lo hicieron, estos datos son representados en los
graficos 10 y 11, mostrando con una linea de referencia el control. Con el modelo de Co-
incubacion se obtuvo un aumento estadisticamente significativo con respecto al control en
la produccion relativa de EROs con los tratamientos de Clsg de CDDP y a-M. Las
combinaciones en cambio mostraron una tendencia de aumento conforme al control pero

una disminucion en la produccién de EROs con respecto de los tratamientos individuales.

Al cambiar el modelo a Pre-incubacion el valor de la produccion relativa aumenta,
atribuido principalmente a un mayor tiempo de experimentacion, se obtuvo diferencia
significativa con respecto al control con todos los tratamientos salvo con la combinacién 2

con 10.

Dado que el modelo de Pre-incubacion fue con el que se obtuvo menor viabilidad celular
con las combinaciones, se eligi6 para determinar la apoptosis generada por los
tratamientos, mostrando los resultados en el grafico 12, en él se muestra los diagramas
de distribucion poblacional de las células después de los tratamientos en distintas etapas,
en la parte inferior izquierda se encuentran las células viables o no apoptéticas (AV", 7-
AAD"), en la parte inferior derecha las células en apoptosis temprana (AV*, 7-AAD), en la
parte superior izquierda los escombros nucleares (AV', 7-AAD") y en la parte superior

derecha las células en etapas tardias de apoptosis (AV*, 7-AAD").

En el grafico 13 se muestra la apoptosis total generada por los tratamientos,
distinguiéndose entre apoptosis temprana y tardia. Hubo en todos los casos una
diferencia estadisticamente significa entre los tratamientos y el control, sin embargo en las
combinaciones hay un aumento en la produccion de apoptosis temprana con respecto al
control y los tratamientos de CDDP y a-M individuales, lo cual se relaciona con los datos

de viabilidad celular previamente mostrados.
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Grafico 10 Produccion relativa de EROs con Co-incubacion

Los datos son expresados como la media + error estandar de 4 experimentos
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Grafico 11 Produccién relativa de EROs con Pre-incubacion

Los datos son expresados como la media + error estandar de 3 experimentos
independientes. (* P < 0.05 con respecto al control)
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Los datos son expresados como la media + error estandar de 3 experimentos
independientes. (* P < 0.05 con respecto al control)
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Discusion

El CaCu es aun un problema grave de salud a nivel mundial y en especial en aquellos
paises en vias de desarrollo como el nuestro (Lopez-Saavedra, 2006). Esta enfermedad
es de lenta progresidon por lo que la mayoria de las pacientes son diagnosticadas en
estadios avanzados. La quimioterapia basada en CDDP se considera el tratamiento
estandar, sin embargo su uso se asocia a diversos efectos secundarios por lo que nuevas

modalidades de tratamiento deben ser investigadas (Cetina, 2006).

A lo largo de los ultimos afios, se ha reportado el efecto preventivo y terapéutico contra el
cancer de diversos fitoquimicos derivados de plantas comestibles o fuentes alimenticias
como la capsaicina (presente en los pimientos), la curcumina (presente en la curcuma), el
resveratrol (presente en las uvas), el licopeno (presente en el jitomate), entre otros
(Young-Joon, 2003) como el aceite esencial de canela (Larasati, 2014) y la a-M (Pedraza-
Chaverri, 2008).

Se ha demostrado que a-M (presente en el mangostan) induce muerte celular por
apoptosis en distintas lineas celulares como HLG60, K562, NB4 (leucemia, Matsumoto,
2004), DLD-1 (cancer de coldén, Matsumoto, 2005), 22Rv1, PC3 (cancer de prostata,
Johnson, 2012) y MDA-MB231 (cancer de mama, Kurose, 2011).

Por ello en el presente estudio se decidié evaluar si a-M, derivado de una fuente
alimenticia, ayuda a mejorar la respuesta del tratamiento estandar en una linea de CaCu.
Encontrandose que a-M tiene un efecto de inhibicion en la proliferacion de las células
mayor al de CDDP, 19 yM vs 29 uM respectivamente (Grafico 1, 2, 3 y 4). Sin embargo al
hacer las combinaciones con concentraciones por debajo de las Clsp individuales, el
porcentaje de viabilidad celular no disminuyé mas alla del 40% aun con concentraciones
altas de CDDP, lo cual indica que a-M tiene un efecto protector sobre las células contra la
accion del CDDP.

Ademas al exponer a las células a concentraciones bajas como lo son 5, 7.5y 10 uM de

a-M el efecto sobre la viabilidad celular no es toxico, por el contrario, los porcentajes de
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viabilidad celular son semejantes al del control y en la mayoria de los casos se ve
incrementado con respecto al mismo, lo cual indica que a concentraciones bajas a-M evita
cualquier dafio o estrés natural que puede ocurrir durante el cultivo y por ello se obtienen
porcentajes de viabilidad mas altos. Este efecto de sobrevida con respecto al control se

ha reportado también en células epiteliales no cancerosas (Johnson, 2012).

El mecanismo por el cual a-M tiene efecto sobre las células aun no ha sido vislumbrado
por completo, se ha reportado que la ruta por la cual se cree que a-M tiene efecto es al
inhibir las enzimas topoisomerasas (Mizushina, 2013) las cuales son requeridas en la
segregacion de cromosomas para la célula hija. Se ha sugerido otro mecanismo sobre
cinasas, principalmente sobre el gen CDK4 (Johnson, 2012) que codifica para las
proteinas en la division celular. Con base en lo anterior, es posible que el mecanismo de
accion de a-M sea mutuamente excluyente al de CDDP, es decir, ambos compuestos en
un rango de 0 a 20 yM actuan por vias diferentes. Con base a las referencias suponemos
que la eficacia del uso de fitoquimicos depende de la concentracién y el modelo de
tratamiento empleado, ya que de esto depende la modulacion intracelular de las vias de

sefnalizacion (Akao, 2008)

Se ha reportado también que a-M disminuye la viabilidad celular promoviendo el arresto
del ciclo celular en la fase G1, afectando la expresién de ciclinas, CDC2 Y p27
(Matsumoto, 2005). Con los resultados obtenidos en el presente estudio se observo que
a-M promueve la apoptosis y en combinacion con CDDP promueve principalmente la

apoptosis temprana (grafico 13).

Al exponer a las células a las combinaciones de CDDP y a-M en el modelo de Co-
incubacion (grafico 6), el efecto del antineoplasico se ve disminuido en la mayoria de los
casos, esto sugiere que a-M a concentracion de 5 y 10 yM podria tener un efecto
dominante en la combinacion con CDDP, que se ve disminuido al aumentar la
concentracion, esto podria ser porque a-M con su estructura aromatica puede estar
reaccionando con alguno de los intermediarios del CDDP, o subproductos de su accion,
evitando la propagacion de la reaccion, impidiendo el efecto y por tanto evitando la muerte

de la célula cancerosa. Por el contrario al exponer a las células a las combinaciones de
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ambos compuestos con Pre-incubacén (grafico 7), se encontré que la viabilidad celular
disminuia con respecto al modelo anterior, presentando en la mayoria de los casos un

comportamiento aditivo.

Las combinaciones con efecto sinérgico (IC < 0.9, tabla 5 y 6) se obtuvieron con
concentraciones por debajo de la Clsp de cada uno de los compuestos, sin embargo el
porcentaje de viabilidad celular resulté ser alto comparado a lo que se buscaba
(porcentaje de viabilidad menor al 50%). Lo ideal seria que la exposicion conjunta de
CDDP con a-M tuviera el mismo efecto de inhibicion en las células cancerosas que el
CDDP solo, pero a dosis menores de ambos, ya que las implicaciones clinicas serian

menores efectos secundarios.

La capacidad antioxidante de a-M es la caracteristica mas estudiada y reportada de este
compuesto, por lo que se decidi6 medir la generacion de EROs causada por los
tratamientos. Las combinaciones mostraron generar menos EROs con respecto a los
controles en el modelo de Co-incubacion (grafico 10), mientras que al cambiar de modelo
a Pre-incubacion (grafico 11), la produccién de EROs se aumenta con concentraciones de
15 uM de a-M, es decir actua como un pro oxidante, y en concentraciones 10 yM de a-M

presenta un efecto antioxidante por lo que la produccién de EROs se retarda.

Se cuantifico el porcentaje de apoptosis solo en el modelo de Pre-incubacion debido a
que se observaron mejores resultados en la muerte celular y en la generacion de EROs.
Las combinaciones seleccionadas 2 con 10 y 2 con 15, mostraron producir mayor
apoptosis con respecto al control (grafico 13). Se observd que a-M disminuye el efecto
citotoxico de CDDP al mantener a las células mayor tiempo en apoptosis temprana, lo que
nos sugiere que se necesita mayor tiempo de exposicion de a-M para producir mayor
muerte en las células, lo cual se correlaciona con nuestros resultados de viabilidad celular

(grafico 7).
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Es necesario para futuros trabajos analizar la sefalizacion bioquimica que ocurre después
del tratamiento para identificar la ruta por la cual a-M ejerce su accién en esta linea
celular, asi como evaluar la respuesta en un modelo in-vivo y determinar el esquema de

tratamiento que tenga un mayor efecto benéfico sobre la actividad antitumoral.

Es importante decir que se deben tomar en cuenta las interacciones entre los
medicamentos de quimioterapia y otras medicinas, vitaminas, medicamentos de venta sin
receta y suplementos alimenticios ya que en algunos pacientes estas interacciones
pueden empeorar los efectos secundarios mientras que en otros pueden interferir con la
eficacia de la quimioterapia, por lo anterior pensamos que el efecto que conlleva la
utilizacién de a-M en sus diversas formas presentes en el mercado (jugos, tés y bebidas
saborizadas) podria representar una decaida en el estado de salud de la paciente o un
lento avance en su tratamiento de quimioterapia por las evidencias mostradas a lo largo

del presente trabajo.

Conclusion

La a-M es un agente antitumoral mejor que CDDP en un intervalo de concentracion mayor
a 10 uM ya que de lo contrario interfiere en la actividad antineoplasica de CDDP cuando
es administran de manera simultanea. La mayoria de las combinaciones probadas de a-M
y CDDP mostraron no tener efectos sinérgicos cuando se administran conjuntamente y
algunas combinaciones mostraron efectos aditivos cuando a-M sensibiliza a la linea

celular de cancer de cérvix.
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