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RESUMEN
Introduccion: ElI cancer cervicouterino es la segunda neoplasia mas
diagnosticada en nuestro pais y presenta una razén mortalidad-incidencia del
45.92%, por lo que resulta evidente la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas. Previamente nuestro grupo de trabajo determind in
vitro que el nutracéutico a-mangostina, inhibe la proliferacion de lineas
celulares de cancer cervicouterino de manera significativa y dependiente de la
concentracion. Las células méas sensibles a la a-mangostina fueron las células
SiHa y CaSki, en donde adicionalmente se observé una inhibicion en la
expresion génica de los oncogenes del virus del papiloma humano E6 y E7 y
del canal de potasio oncogénico éter a-go-go tipol, EAGL. Objetivo: Evaluar el
efecto de la a-mangostina en la inhibicion del crecimiento tumoral y en la
expresion tumoral de E6, E7 y EAG1l en un modelo murino de céncer
cervicouterino. Materiales y métodos: Ratones hembra atimicos se
xenoinjertaron con las células SiHa y CaSki para evaluar su tumorigenicidad.
Cuando los ratones generaron tumor, se dividieron en dos grupos (grupo I
vehiculo al 0.1%; grupo Il: a-mangostina 8mg/kg de peso/dia) y se les
administré el tratamiento por 1 mes. Cada tercer dia se midi6é el largo y ancho
del tumor para determinar el volumen tumoral. Al final del tratamiento se
recolectd el tumor, se extrajo el RNA y se evaluo la expresion génica de los
oncogenes del VPH y EAG1 por PCR en tiempo real. Resultados: Las células
CaSki no fueron tumorogénicas, mientras que las SiHa si indujeron la
formacion de tumores. En los ratones con xenoinjerto de células SiHa, la a-
mangostina inhibié de manera significativa el crecimiento tumoral asi como la
expresion de los oncogenes del VPH y de EAG1 Conclusion: La a-mangostina
es un agente antitumoral efectivo en cancer cervical, cuyo mecanismo de
acciéon involucra la inhibicibn de la expresion de E6, E7 y EAG1. Estos
resultados proporcionan las bases para evaluar en estudios futuros el efecto de
la a-mangostina per se o como agente co-adyuvante de la terapia convencional

del cancer cervicouterino.



ABSTRACT
Introduction: Cervical cancer is the second most diagnosed neoplasm in our
country and has a mortality-incidence ratio of 45.92%, consequently is necessary
to develop new therapeutic strategies. Previously our investigation group
demonstrated in vitro that a-mangostin inhibits significantly the proliferation of
different cervical cancer cell lines in a concentration-dependent manner and the
most sensitive cells were SiHa and CaSki. Additionally the natural compound
inhibited the gene expression of the human papilloma virus (HPV) oncogenes E6
and E7 as well as the expression of the oncogenic ether a-go-go potassium
channel typel, EAGL. Objective: To evaluate the effect of a-mangostin in the
inhibition of tumor growth and in the tumor expression of E6, E7 and EAGL1 in a
murine model of cervical cancer. Materials and methods: Nude female mice were
xenografted with SiHa and CaSki cells to assess their tumorigenicity. When the
mice generated tumor, they were divided into two groups (group I: vehicle at 0.1%;
group ll: a-mangostin 8 mg/kg/day) and the treatment was administered for 1
month. To determine the tumor volume, every other day both the length and width
of the tumor were measured. At the end of treatment, the tumor was collected, the
RNA was extracted, and the gene expression of the HPV oncogenes and EAGL1
was evaluated by gPCR. Results: Only SiHa cells induced tumor formation. In the
mice xenografted with SiHa cell, the treatment with a-mangostin significantly
inhibited the tumor growth as well as the expression of HPV oncogenes and EAG1.
Conclusion: The a-mangostin is an effective antitumor agent in cervical cancer,
whose mechanism of action involves the decrease of E6, E7 and EAG1. These
results conclude the bases to evaluate in future studies the effect of a-mangostin

per se or as an adjuvant agent of conventional therapy for cervical cancer.
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1. INTRODUCCION

La historia del cancer es tan antigua como la historia de la propia humanidad.
Uno de los documentos mas antiguos en el que se menciona la palabra cancer
es en el papiro de Edwin Smith, quien en 1862 comprd un papiro a un anticuario
de Luxor, Egipto, escrito en el siglo XVII A.C. y es la transcripcibn de un
manuscrito de alrededor del afio 2500 A.C. Hoy en dia se estima que el papiro
contiene una compilacion de las ensefianzas de Imhotep, gran médico egipcio
gue vivié en torno al afio 2625 A.C., en el cual se abordan cuarenta y ocho casos
de afecciones médicas, y cada uno de ellos cuenta con titulo, examen, informe y
tratamiento; interesantemente, en el caso numero 45 se habla de instrucciones
concernientes a tumores en el pecho, para el cual no existe cura (Gonzalez-
Fisher et al., 2005; Mukherjee, 2010). M&s adelante, Hipocrates (460-375 A. C.)
propuso la teoria de los cuatro humores (sangre, moco, bilis amarilla y bilis
negra), de cuyo equilibrio surgia la salud; mientras que, de su desequilibrio,
surgia la enfermedad; para Hipdcrates, un exceso de bilis negra en varios sitios
del cuerpo causaba cancer (American Cancer Society;
https://www.cancer.org/cancer/cancer-basics/history-of-cancer/modern-
knowledge-and-cancer-causes.html, fecha de consulta 11 de febrero del 2022).
Actualmente se sabe que el cancer es una enfermedad heterogénea
caracterizada por la proliferacion celular descontrolada de células que presentan
mutaciones genéticas, resisten a sefiales inhibitorias, evaden apoptosis, se
adaptan, invaden y migran desde un sitio primario hasta tejidos distantes, tienen
la capacidad de generar nuevos vasos sanguineos, presentan desregulacion
energética, promueven un ambiente inflamatorio y evaden el sistema
inmunoldgico; la convergencia de estos procesos bioldégicos conlleva al

desarrollo del cancer (Meza-Junco et al., 2006).

A pesar de los esfuerzos en la prevencion y deteccién temprana, el cancer
cervicouterino se encuentra dentro de las 5 principales neoplasias con mayor
incidencia y mortalidad en la mujer a nivel mundial, lo que representa un

problema en materia de salud publica que requiere ser abordado.



1.1. Céncer cervicouterino

El cancer cervicouterino es una neoplasia que se caracteriza por el
crecimiento anormal de células en la locacion del cérvix, el cual se compone de
dos partes: 1) Endocérvix, conformado por células glandulares y se encuentra en
la parte interna que conecta al Utero y 2) Exocérvix o ectocérvix, conformado por
células escamosas, localizado en la parte externa que conecta con la vagina. El
endocérvix y el ectocérvix se unen en la zona de transformacion, donde
comienzan la mayoria de las lesiones preneoplésicas (Figura 1) (Bhatla et al.,
2018).

Aparato reproductor femenino

> Cervix sano / , \ Cervix
‘F [ con
: cancet

Figura 1. Aparato reproductor femenino. El aparato reproductor femenino abarca los ovarios, las
trompas de Falopio, el Utero, el cérvix y la vagina. El Gtero tiene una capa muscular externa
denominada miometrio y un revestimiento interno denominado endometrio. El cérvix (también
denominado cuello del Utero o cuello uterino) constituye la porcién final, inferior y estrecha que
forma un canal con la vagina (NIH Instituto Nacional del Cancer;
https://www.cancer.gov/espanol/buscar/resultados?swKeyword=cervix, fecha de consulta 03 de
marzo del 2022). El cérvix normal estad compuesto por la unidn de dos epitelios: el endocérvix y el
exocérvix, a la unibn de ambos epitelios se le denomina zona de transformacién, en donde se
observan la mayoria de las lesiones pre-neoplasicas. En la imagen izquierda se muestra el aparato
reproductor femenino con cérvix sano y en la representacion de la derecha se ilustra el cérvix con
cancer (Médica sur;
https://www.medicasur.com.mx/en_mx/ms/ms_sal_em_coi_cacu_01_cancer_cervicouterino,
fecha de consulta 03 de marzo del 2022).



https://www.cancer.gov/espanol/buscar/resultados?swKeyword=cervix

1.1.1. Lesiones preneoplasicas

Las células normales del cuello uterino presentan cambios anormales que
pueden conducir a la formacion de lesiones preneoplasicas, descritas
comunmente como Lesion Intraepitelial Escamosa (LIS), también conocidas como
displasia que puede ser leve, moderada o severa; sin embargo, uno de los
términos mas utilizados es el de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (Lau et al.,
2005). Las lesiones preneoplasicas pueden ser detectadas mediante el examen de
Papanicolau y una vez analizadas son clasificadas con base en los lineamientos
Bethesda en NIC grado I, Il y Il (Instituto Nacional de Salud Publica,

http://www.insp.mx/salud/index.html, fecha de consulta 10 junio del 2022).

o NIC I: Es la lesidon pre-neoplasica menos grave, tiene poca probabilidad de
avanzar y desarrollar cancer.

o NIC II: Se considera una displasia moderada y tiene alto riesgo de progresar
a cancer invasor.

o NIC IlI: La mayor parte del tejido se ve anormal, se considera una displasia

severay es la pre-neoplasia mas grave.

La mayor parte de las lesiones preneoplasicas de bajo grado desaparecen
por si solas sin necesidad de tratamiento alguno; sin embargo, cierto porcentaje
evoluciona a lesiones preneoplasicas de alto grado y tiene mayor probabilidad de

convertirse en cancer cervicouterino (Figura 2).
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Figura 2. Progresion de lesiones preneoplasicas a cancer cervicouterino. Las lesiones preneoplasicas se describen
comunmente con el término de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) que, dependiendo de las caracteristicas
morfologicas, microscépicas y del grado de severidad son clasificadas en: NIC grado |, donde se observan los primeros
cambios anormales que estan confinados al tercio inferior del epitelio; NIC grado I, los cambios anormales se extienden
al tercio medio (lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado) y NIC grado lll, los cambios son uniformes y en todo
el epitelio (lesion intraepitelial escamosa de alto grado), su identificacion requiere de una tincion estandar de
hematoxilina-eosina lo que permite coadyuvar a un tratamiento y reducir su progresion a carcinoma (Adaptado de
(Yousefi et al., 2021).

1.1.2. Clasificacion del cancer cervicouterino

La organizacion mundial de la salud clasifica al cancer cervicouterino en tres
categorias: 1) carcinoma de células escamosas, el cual se desarrolla a partir de
las células escamosas que conforman el exocérvix y comienza principalmente en
la zona de transformacion, 2) adenocarcinoma, que se desarrolla a partir de las
células glandulares productoras de moco del endocérvix y 3) carcinoma
adenoescamoso 0 mixto que exhibe caracteristicas de ambos tipos de carcinoma.
Dentro de estos tipos de canceres, el mas frecuente es el carcinoma de células
escamosas (9 de cada 10 casos registrados); mientras que, el resto corresponde a
los carcinomas adenoescamosos 0 mixtos (American Cancer Society,

https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-cuello-uterino/deteccion-diagnostico-



https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-cuello-uterino/deteccion-diagnostico-clasificacion-por-etapas/clasificacion-de-la-etapa.html

clasificacion-por-etapas/clasificacion-de-la-etapa.html, fecha de consulta 01 de
diciembre del 2020).

Dependiendo de las caracteristicas particulares del tumor y el grado de
avance de la enfermedad, el cancer cervicouterino se estadifica en diversas

etapas.

1.1.3. Estadificacion del cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino se estadifica en cuatro etapas, cuyas caracteristicas
han sido establecidas por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) (American Cancer Society; https://www.cancer.org/es.html, fecha de
consulta 31 de enero 2021; (Bhatla et al., 2020).

Etapa I. El carcinoma esté estrictamente confinado al cuello uterino.

e Etapa IA. El cancer ha crecido en el tejido del cuello uterino y en los tejidos
cercanos; sin embargo, no se ha propagado a otras zonas. Se puede observar
con un microscopio a una profundidad maxima de invasion entre 3 mm y 5 mm.

Etapa IAl. El cAncer se observa solo con microscopio y mide menos de 3
mm, no se ha propagado del lugar inicial.

Etapa IA2. El cancer se observa en microscopio y mide de 3 a 5 mm, no
se ha propagado a otras zonas.

e Etapa 1B: El cAncer es mayor a 5 mm y no se ha propagado a otras zonas.
Etapa IB1. El cancer mide entre 5 mm y 2 cm, no obstante, no se ha
propagado a otra zona.

Etapa IB2. El cancer mide de 2-4 cm y aln no se propaga a otras zonas.
Etapa IB3. El cancer mide 4 cm, no se ha propagado a otra zona.

Etapa II. El cancer ha crecido fuera del cuello uterino; sin embargo, no se ha

propagado fuera de la cavidad, ya que no ha invadido las paredes de la pelvis o la

parte inferior de la vagina.

e Etapa IIA. El cancer ha crecido fuera del cuello uterino, pero no mas alla del
parametrio.

Etapa IlIALl. El cancer no es mayor a 4 cm y no se ha propagado a otra

area.


https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-cuello-uterino/deteccion-diagnostico-clasificacion-por-etapas/clasificacion-de-la-etapa.html
https://www.cancer.org/es.html

Etapa IIA2. El cancer es mayor a 4 cm; sin embargo, no se ha propagado
fuera del area.
e Etapa IIB. El cancer ha crecido y se ha propagado a los tejidos mas cercanos,
mas no a ganglios ni a lugares distantes.
Etapa Ill. El cancer se ha propagado a la parte inferior de la vagina o a las
paredes pélvicas, puede bloquear los uréteres y hay posibilidad de que se haya
propagado a los ganglios.
e Etapa lllA. El cancer se ha propagado a la parte inferior de la vagina, mas no a
las paredes pélvicas ni a los ganglios.
e Etapa llIB. El cancer ha invadido las paredes de la pelvis y/o esta bloqueando
uno o ambos uréteres causando problemas con los rifiones.
e Etapa IlIC. El cancer puede ser de cualquier tamafio y se ha extendido a
ganglios.
Etapa IV. El cancer ha crecido en la vejiga y se ha expandido a otros 6rganos
lejanos.
e Etapa IVA. El cancer esta creciendo fuera de la pelvis, se ha propagado a la
vejiga o al recto.
e Etapa IVB. El cancer se ha diseminado a ganglios y a otros érganos fuera del

area pélvica como pulmones o huesos.

1.2. Incidenciay mortalidad del cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino aun persiste como un problema de salud publica.
Hasta el afio 2020 a nivel mundial se registraron 604,035 nuevos casos (Figura 3,
panel superior izquierdo) y 341,790 defunciones (Figura 3, panel superior
derecho), lo que corresponde a un 6.6 % y 7.8% de incidencia y mortalidad;
respectivamente, en referencia al nimero total de neoplasias. En nuestro pais, el
cancer cervicouterino es la segunda neoplasia con mayor incidencia y mortalidad
(Figura 3 panel inferior), en el 2020 se registraron 9,439 nuevos casos en mujeres
mayores de 15 afios, lo cual corresponde al 9.1% de incidencia con respecto al

total de neoplasias y el nUmero estimado de defunciones fue 4,335 (9.5% del total



de muertes por neoplasia) (Globocan 2020; https://gco.iarc.fr/today/home, fecha
de consulta 10 de febrero del 2022).
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Figura 3.- Incidencia y mortalidad de cancer cervicouterino en la poblacién femenina
mayor de 15 afios, en México y en el Mundo. El panel superior muestra el nimero de nuevos
casos y el numero de muertes por cancer en la poblacion femenina a nivel mundial; mientras
gue el panel inferior muestra el nUmero de nuevos casos y el nUmero de muertes por cancer en
la poblacion femenina en México. Cada neoplasia se denota de un color, se muestra el nimero
de casos y entre paréntesis se indica el porcentaje de incidencia o muertes de esta neoplasia.
El cancer cervicouterino se identifica en color naranja, y ocupa el 4° lugar en incidencia y
mortalidad a nivel mundial; mientras que, en nuestro pais se posiciona en 2° lugar, tanto en
incidencia como en mortalidad (Globocan 2020; https://gco.iarc.fritoday/home, fecha de
consulta 23 de noviembre del 2022).

Si bien la incidencia de cancer cervicouterino ha ido a la baja en los ultimos
15 afios, la mortalidad por este tipo de cancer es verdaderamente alarmante con
una razén mortalidad-incidencia a nivel mundial de més del 50% y en nuestro pais
corre el riesgo de superar este porcentaje (Tabla 1) (Globocan, 2020,

https://gco.iarc.fr/today/home, fecha de consulta 23 de noviembre del 2022).



Tabla 1. Incidencia 'y mortalidad de cancer cervicouterino

_ Nuevos _ Raz6n mortalidad-
Poblaciéon Defunciones o ]
casos incidencia
Mundial 604,035 341,790 56.58%
México 9,439 4,335 45.92%

Se muestran el numero estimado de nuevos casos y defunciones por
cancer cervicouterino a nivel mundial y en México, asi como la razén
mortalidad-incidencia de esta neoplasia en mujeres mayores de 15
anos (Globocan, 2020, https://gco.iarc.fr/today/home, fecha de consulta
23 de noviembre del 2022).

Con base en lo anterior, existe la necesidad de ahondar en los procesos
implicados en la génesis, promocién, deteccidn, progresion y tratamiento de esta

neoplasia.

1.3. Factores de riesgo, deteccion y tratamiento del cancer cervicouterino

La organizacién mundial de la salud habla de cinco principales factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades no transmisibles como son, las
enfermedades cardiacas, diabetes y cancer, los cuales son: tabaquismo, consumo
nocivo de alcohol, alimentaciéon no saludable, inactividad fisica y el control de las
enfermedades no transmisibles. En referencia al céancer cervicouterino, los
factores de riesgo directamente relacionados con esta neoplasia son: inicio de la
vida sexual a temprana edad, multiples parejas sexuales, infecciones vaginales,
consumo de tabaco, uso de anticonceptivos orales u hormonas, no realizar
estudios para una deteccion temprana e infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH). La infeccién por el VPH, constituye el mayor factor de riesgo para
el desarrollo del cancer cervicouterino, ya que es el principal agente causal de la
enfermedad (Moore et al., 2001; Tirado-Gomez et al., 2005; Gariglio et al., 2009;
Melo et al., 2016). Ha este respecto se han implementado estrategias de
prevencion primaria como las vacunas profilacticas y prevencién secundaria que
incluye pruebas para el diagnéstico oportuno como la citologia y el papanicolaou.

Si se detecta alguna anormalidad en las pruebas mencionadas anteriormente, se



indican pruebas complementarias como la colposcopia, toma de biopsia de cérvix

y genotipificacion del VPH. En la tabla 2 se resumen las pruebas para la deteccion

del cancer cervicouterino.

Tabla 2. Pruebas para la deteccién del cancer cervicouterino

Pruebas Descripcién Recomendacion
Negativo: Cada 3

Citoloaf Se pueden realizar en mujeres de 21 a 64 afios. Si el afos.

C;t:/icc)z:a/l resultado es “adecuado” no se necesita realizar otros Positivo: se refiere a

Papanicolaou

Colposcopia

Biopsia

PCR

estudios; en cambio, si se observan anormalidades

es necesario un seguimiento clinico.

Es un examen de confirmacion, se evalla el cérvix y
se describe el grado de lesion, este estudio se realiza
a cualquier mujer que acude por primera vez a
revision ginecolégica y esencialmente en aquellas
mujeres en las que la citologia cervical muestra
alteraciones del cérvix.

La biopsia permite estudiar el tejido, diagnosticar el
cancer u otras anormalidades, se puede realizar
acompafnado de una colposcopia y un PCR.

Detecta la genotipificacion del VPH y la amplificacion
de los oncogenes E6 y E7. Se sugiere realizar este
estudio cuando los resultados de citologia cervical o

Papanicolaou sean anormales.

la paciente a
examenes

complementarios.

De acuerdo a los
resultados se decide
del

estudio y el

la frecuencia

tratamiento.

Los estudios se deben realizar en mujeres de 21 a 65 afios de edad y en situaciones que impliquen factores de
riesgo que permitan una deteccidn oportuna, se sugiere realizar una citologia en primer lugar, si los resultados
son anormales se requiere de una colposcopia y biopsia ademas de un examen de genatipificacion, la frecuencia
de los estudios depende de los resultados y puede variar de 5, 3 y 1 afio respectivamente (McNamara et al.,
2016; Hurtado-Salgado et al., 2018) (Secretaria de Salud,
http://www.dof.gob.mx/normasOficiales/2383/SALUD/SALUD.htm, fecha de consulta: 01 de abril 2022).


http://www.dof.gob.mx/normasOficiales/2383/SALUD/SALUD.htm

La frecuencia de los estudios, asi como el tratamiento depende del estado de
salud de las pacientes, la edad, las conveniencias personales y la estadificacion
del cancer, en la tabla 3 se observa algunos de los tratamientos sugeridos de
acuerdo a la etapa en la que se encuentra la neoplasia (American Cancer Society;

https://www.cancer.org/es.html, fecha de consulta 1 de noviembre 2020;

Modificacion a la norma oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994, para la
prevencion, deteccion, diagnéstico, tratamiento, control y vigilancia epidemioldgica
del cancer cervicouterino;
http://www.dof.gob.mx/normasOficiales/2383/SALUD/SALUD.htm fecha de
consulta 10 de abril 2022).

Tabla 3. Tratamiento del cancer cervicouterino con base en la etapa en la que se

encuentra la neoplasia

Procedimiento Tratamiento Estadificacion

Cirugia Histerectomia simple o radical IAL, IA2, IB1, IIA1

Radioterapia Radioterapia con rayo externo o braquiterapia A2, IB1, IIA1

o ) Cisplatino, carboplatino, 5-fluorouracilo, 11B2, 11A2, 1B, 1A,
Quimioterapia _ )
paclitaxel o topotecan B, IVA
Terapia dirigida Bevacizumab o tisotumab vedotin IVA, IVB
Inmunoterapia Pembrolizumab IVA, IVB

Dependiendo de la etapa y la edad en el momento del diagndstico, se puede requerir mas de un tipo
de tratamiento. En los estadios | y Il, se considera la opcion de tratamientos que conserven la
fertilidad (American Cancer Society; https://www.cancer.org/es.html, fecha de consulta 1 de
noviembre 2020; Modificacibn a la norma oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994, para la
prevencion, deteccion, diagndstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiol6gica del cancer
cervicouterino; http://www.dof.gob.mx/normasOficiales/2383/SALUD/SALUD.htm fecha de consulta
10 de abril 2022) .

Es conveniente considerar los efectos adversos de los tratamientos como;
anemia, alopecia, diarrea, dolor, edema, fatiga, nduseas, vomito, estrefiimiento,
pérdida de apetito, pérdida de peso, por mencionar solo algunos, por eso mismo,
se requiere de estrategias terapéuticas que puedan coadyuvar o potencializar el

tratamiento y al mismo tiempo disminuir efectos secundarios.
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1.4. Virus del papiloma humano

Actualmente se conocen 200 tipos virales del VPH clasificados como alto y
bajo riesgo, dependiendo del tipo de lesion ocasionada (McQuillan et al., 2017). La
infeccién con VPH de bajo riesgo se relaciona con la generacién de condilomas y
el 90% de estos son causados por los VPH de tipo 6 y 11; en cambio, los VPH tipo
16, 18, 31, 45, 56, son considerados de alto riesgo, por su capacidad oncogénica.
Los VPH de tipo 16 y 18 estan presentes en aproximadamente en el 70% de los
canceres cervicales. Particularmente el VPH tipo 16 es el mas frecuente y se
relaciona mas con el desarrollo de cancer cervical de tipo escamoso; mientras que
el VPH tipo 18 se asocia mas con la generacion de adenocarcinomas (Hellner et
al., 2011).

1.4.1. Estructuray genoma del VPH

El VPH es un tipo de virus de ADN de doble cadena circular, de
aproximadamente 55 nm de diametro, cuenta con 8000 pares de bases, no
presenta envoltura, sino una capside icosaédrica constituida por 72 capsémeros
pentaméricos. El genoma del VPH, esta formado por tres regiones de codificacion
funcional: 1) Region para codificar genes de expresion temprana (E, early), 2)
Regién para codificar genes de expresion tardia (L, late), y 3) Region reguladora
no codificante, la region larga de control (LCR, de sus siglas en inglés “long control
region”) (Mufioz et al., 2006). Los genes de expresion temprana, codifican para las
proteinas no estructurales denominadas E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y E8. La
proteina E1 tiene funciones de helicasa, E2 es esencial para la replicacion y la
transcripcion del genoma viral, participa en la segregacion genomica y en la
encapsulacién del virus, E4 regula la expresion de genes tardios, controla el
ensamblaje y la liberacion de los viriones, E5 estimula la actividad transformante
de E6 y E7, promueve la fusion celular generando aneuploidia e inestabilidad
cromosomica; mientras que las proteinas E6 y E7, también conocidas como los
oncogenes del VPH, participan en la disrupcién del ciclo celular. Concretamente
E6 se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores p53
inhibiendo la apoptosis, mientras que E7 se une e induce la degradacion de la

proteina supresora de tumores pRb, incrementa la actividad de las cinasas
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dependientes de ciclinas y afecta la expresion de los genes de la fase de sintesis
(fase S) por interaccion directa con factores de transcripcion E2F, promoviendo
con ello proliferacién celular descontrolada (McMurray et al., 2001; Hellner et al.,
2011). Algunos VPH tienen marcos de lectura para las proteinas E3 y E8, aunque
se desconocen sus funciones. Los genes de expresion tardia codifican para las
proteinas estructurales L1 y L2, las cuales participan en el ensamblaje de la
capside viral. L1 es la proteina principal de la capside, reconoce receptores sobre
la célula hospedera, es altamente inmunogénica e induce anticuerpos
neutralizantes. L2 participa en la unién del viribn a la célula, en su entrada a la
célula y su transporte al ndcleo, la liberaciéon del genoma y el ensamble de los
viriones. La LCR contiene elementos de respuesta para factores de transcripcion
celulares tales como AP1, SP1, Octl, entre otros; asi como para las proteinas
virales E1 y E2 que controlan la replicacion y expresion del genoma viral (Hellner
et al., 2011; Hareza et al., 2022).

1.4.2. Mecanismo de infeccion viral

Durante la actividad sexual, los VPH pueden acceder a las células epiteliales
en la zona de transformacion del epitelio cervical; o bien, ante una lesion, las
células de tipo basal son vulnerables a la infeccion (Figura 4) (De la Fuente-
Villarreal, 2010; Hellner et al., 2011; Doorbar et al., 2015). El ciclo infeccioso del
VPH comienza con su unién a la superficie celular mediante la interaccion de la
proteina L1 de la capside con proteoglicanos de heparan sulfato de la célula basal,
posteriormente se lleva a cabo la internalizacion del virion al citoplasma mediante
endocitosis y por un proceso de reduccion quimica se degrada la capside viral, se
rompen los puentes disulfuro que estabilizan la capside, originando capsémeros y
monomeros, los cuales son transportados al ndcleo junto con pequefios
fragmentos del ADN viral. Asi, el genoma viral y las proteinas de la capside
participan en los procesos de transcripcion génica, replicacion del ADN vy
maduracién de viriones (Giroglou et al., 2001; Nelson et al., 2002; Rivera et al.,
2006).
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Figura 4. Mecanismo de infeccion del VPH. El VPH infecta las células basales del epitelio
escamoso, lo cual puede conducir a displasia y si la infeccién es por VPH de alto riesgo puede
evolucionar a carcinoma. La progresion desde la infeccidn viral hasta el desarrollo de displasia
es un proceso lento y muchas lesiones regresan espontaneamente. La displasia se caracteriza
por incremento de la actividad mitética de las células de la capa basal y suprabasal del epitelio
escamoso, lo cual puede ocurrir como una consecuencia de la expresion de los oncogenes E6
y E7, lo que contribuye a la inestabilidad gendmica. La progresién maligna es frecuentemente
acompafada por la integracién de porciones del genoma del VPH dentro del cromosoma de la
célula hospedera. Esto conduce a un incremento en la expresion de las oncoproteinas E6 y E7,
pérdida de la expresion de E5 y falla para producir la progenie viral (Adaptado de (Hellner et al.,
2011).

1.5. Nutricién y respuesta inmune eficiente contra el VPH

El sistema inmunolégico es el sistema de defensa del cuerpo, cuya funcion

primaria es proteger el cuerpo de agentes patdgenos como virus, bacterias,

hongos, toxinas o cualquier agente reconocido como extrafio y que pueda originar

alguna enfermedad. Respecto al ultimo punto, el sistema inmunoldgico también

participa activamente en la prevencién del cancer, ya que reconoce a las células

neoplasicas como extrafias y genera mecanismos de defensa contra éstas. Para

gue el sistema inmunologico, funcione de manera Optima, intervienen varios
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factores, uno de los mas importantes es la nutricibn adecuada, la cual permite
iniciar una respuesta inmune eficaz contra las infecciones. Por lo tanto, una mala
nutricion tiene repercusiones importantes ya que se disminuye la actividad de los
fagocitos y la actividad del sistema de secrecién de anticuerpos, asi como la
produccion de citosinas (Childs et al., 2019; Barrea et al., 2021). En referencia al
desarrollo del cancer cervical, la respuesta del sistema inmunoldgico juega un
papel importante en la eliminacion del VPH. Resultados de una investigacion
prospectiva en cancer y nutricion, mostraron que hay una asociacion inversa entre
el consumo de frutas, vegetales y nutrientes (vitaminas A, C y E, antioxidantes,
folatos y minerales) con la disminucion del riesgo de infeccion del VPH, desarrollo
de NIC y cancer cervical (Medina et al., 2020). Adicionalmente se observé que el
consumo de alimentos de origen vegetal tiene el potencial de suprimir los
oncogenes E6 y E7 del VPH, evitar la transformacion celular y reducir el riesgo de
cancer (Chih et al., 2013).

1.6. Xantonas como agentes antineoplasicos

Muchas plantas y frutas tienen actividades bioldgicas interesantes con
aplicaciones terapéuticas potenciales que coadyuvan en la prevencion vy
tratamiento de enfermedades, cuyos beneficios se atribuyen a una parte del
alimento que contiene sustancias naturales bioactivas con propiedades
farmacoldgicas; denominadas nutracéuticos (Zeisel, 1999; Das et al., 2012;
Varzakas et al., 2016; Subedi et al., 2021). Las xantonas son nutraceuticos
presentes en el mangostan (Garcinia Mangostana Linn), un arbol cultivado en el
bosque tropical de algunas naciones del Sureste de Asia cuya fruta, pericarpio,
hojas y corteza han sido usadas como medicina tradicional por cientos de afios y
exhiben gran variedad de propiedades farmacoldgicas como efectos antioxidantes,
cardioprotectores, antialérgicos, antivirales, antifUngicos, antibacteriales,
antiinflamatorios y antineoplasicos (Pinto et al., 2005; Cassileth, 2011; Yang et al.,
2017; Pinto et al., 2021). Con respecto a este ultimo punto, la actividad
antineoplasica de las xantonas se ha observado en células o modelos in vivo de
leucemia (Matsumoto et al., 2004; Chen et al., 2014), feocromocitoma (Sato et al.,

2004), cancer de colon (Watanapokasin et al., 2011), carcinoma hepatocelular
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(Hsieh et al., 2013), carcinoma epidermoide de boca (Fukuda et al., 2017),
adenocarcinoma gastrico (Shan et al., 2014), cancer de pulmén (Phan et al.,
2018), melanoma (Beninati et al., 2014; Zhou et al., 2021), cancer de prostata (Li
et al., 2014), cancer de mama (Zhu et al., 2021), cancer de ovario (Ittiudomrak et
al., 2019; Yu et al., 2020), y cancer de cérvix (Pérez-Rojas et al., 2016; Chien and
Hsieh, 2020; Nguyen et al., 2020). Mas de 68 xantonas se han aislado del
mangostan; no obstante, la mas abundante y la mas estudiada es la a-
mangostina, la cual exhibe potentes efectos antineoplasicos entre los que se
incluyen inhibicion de la proliferacién celular, promocién de la apoptosis,
promocion de la diferenciacion celular e inhibicion de la metastasis y angiogénesis

cuyos mecanismos han sido ampliamente estudiados (Zhang et al., 2017).

1.6.1. Efectos antineoplasicos de la a-mangostina en cancer cervicouterino

En lo referente a cancer cervicouterino, pocos son los estudios con los que
se cuenta; a este respecto, se sabe que la a-mangostina induce apoptosis a través
de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), activacion de la via de
sefalizacion ASK1/p38 y arresto del ciclo celular en modelos de cancer
cervicouterino (Pérez-Rojas et al., 2016; Lee et al., 2017). Adicionalmente se ha
observado que la a-mangostina detiene el ciclo celular en la fase G2-M en las
células SiHa, promueve apoptosis por la via intrinseca a través de la generaciéon
de ROS y disminuye la viabilidad y proliferacion celular (EI Habbash et al., 2017;
Janardhanan et al., 2020).

1.6.1.1. La a-mangostina inhibe la proliferacion de células de cancer
cervicouterino con diferente potencia

Previamente se evalud el efecto de la a-mangostina en la proliferacion de las
lineas celulares de cancer cervical C33a (no expresa VPH), HelLa (expresa de 10-
50 secuencias de VPH18), SiHa (expresa de 1-2 copias de VPH16) y CaSki
(expresa~600 copias de VPH16 y secuencias de VPH18) que ademas de
expresar diferencialmente al VPH expresan al canal de potasio oncogénico éter a-
go-go tipo 1 (EAG1) (Pater et al., 1985; Adler et al., 1997; Diaz L. et al., 2009). La

15



a-mangostina inhibié la proliferacion del panel de lineas celulares de cancer

cervical de manera significativa y dependiente de la concentracion (Figura 5).
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Figura 5.- Efecto de la a-mangostina en la proliferacién de células de cancer cervicouterino.
La a-mangostina inhibié la proliferacién del panel completo de lineas celulares de cancer cervical
de manera significativa y dependiente de la concentracion. Los resultados se muestran como el
promedio + D.E de 6 réplicas en al menos 3 experimentos independientes. Los datos de las
células tratadas con vehiculo se normalizaron al 100%. * P<0.001% vs vehiculo (0 pM)
(manuscrito en preparacion).

Con base en las curvas de concentracion-respuesta se determiné la
concentracion inhibitoria al 50% (Clso), la cual hace referencia a la concentracion

necesaria de la a-mangostina para inhibir el 50% de la proliferacion celular (Tabla
4).
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Tabla 4. Clso de la a-mangostina en diferentes lineas
celulares de cancer cervicouterino

Linea celular Clso (ULM£E.S.)
C33a 5.35+0.07
HelLa 5.00 + 0.07
SiHa 4.32 +0.16
CasSki 3.77 £0.23

Concentracion inhibitoria al 50 % (Clso) de la a-mangostina en las
células C33a, Hela, SiHa y CaSki. Los resultados se representan
como la media + E.S. (manuscrito en preparacion).

Considerando los valores de la Clso de la a-mangostina, la sensibilidad de
las lineas celulares al nutracéutico fue la siguiente: CaSki > SiHa > HeLa > C33a.
Los resultados sugieren que la a-mangostina inhibe con mayor potencia la
proliferacion de las lineas celulares que presentan mayor carga viral, como es el

caso de las lineas celulares CaSki y SiHa.

Con el objetivo de dilucidar parte del mecanismo antineoplasico de la a-
mangostina en cancer cervicouterino, se determind el efecto su efecto en la

distribucion del ciclo celular de C33a, Hela, SiHa y CaSki.

1.6.1.2. La a-mangostina inhibe la progresion del ciclo celular de manera
diferencial en células de cancer cervicouterino

La a-mangostina a la respectiva Clso promovié el incremento del numero de

células HelLa y SiHa en la fase SubG1, indicativo de muerte celular, acompafiado

de la disminucion del niumero de células en la fase G1. En las células CaSki, la

xantona promovié arresto del ciclo celular en la fase G1, acompafiado de la

disminucién de las células en la fase S, mientras que en las células C33a no se

observo efecto en la distribucion del ciclo celular (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la a-mangostina en la distribucidn del ciclo celular. Se evalud el efecto
de la a-mangostina a la respectiva concentracién inhibitoria al 50% (Clso) de cada linea celular
en la distribucién del ciclo celular a las 48 horas de tratamiento. En las lineas celulares SiHa y
Hela el nutracéutico promovié muerte celular (fase SubG1) acompafada de la diminucién de las
células en la fase G1 del ciclo celular. En las células CaSki, la a-mangostina promovié un arresto
en la fase G1 del ciclo celular acompafiado de la disminucién de las células en la fase S. Los
resultados se muestran como el promedio = D.S. de al menos 3 experimentos independientes. *
P<0.001% vs vehiculo (manuscrito en preparacion).
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Adicionalmente se evalu6 el efecto de la a-mangostina en la expresion de
los oncogenes del VPH, dado que también se ha demostrado que este compuesto

natural exhibe efectos antivirales (ver seccion 1.7).

1.6.1.3. La a-mangostina inhibe la expresion de los oncogenes E6 y E7 del
VPH16

Para evaluar el efecto de la a-mangostina en la expresion de los oncogenes
del VPH, se utilizaron las lineas celulares de cancer cervicouterino que expresan
mayor numero de copias del VPH tipo 16: SiHa (1-2 copias del VPH16) y CaSki
(600 copias del VPH16). Las células se incubaron en presencia de la a-
mangostina (2-10 uM) y su respectivo vehiculo durante 24 horas, al cabo de este
tiempo, se extrajo el RNA, se sintetizO el DNA complementario y se evalud el
efecto del nutracéutico en la expresion de los oncogenes mediante PCR en tiempo
real. La a-mangostina a 10 uM inhibié la expresion de los oncogenes E6 y E7 del
VPH16 en ambas lineas celulares. No obstante, el efecto fue mayor y de manera
significativa en las células CaSki, en la cual la a-mangostina inhibié en un 66% y

78% la expresion de E6 y E7 respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la a-mangostina en la inhibicién de la expresién de
los oncogenes E6y E7 del VPH16

Linea celular E6 Ef
(% de inhibicion) (% de inhibicion)
SiHa 32+29 26 + 29
CaSki 66 + 22* 78 £ 11*

La a-mangostina (10 uM) inhibié la expresiéon de los oncogenes E6 y E7 del virus del
papiloma humano tipo 16 (HPV16). Los valores se muestran como el promedio + D.E. del
porcentaje de inhibicién del oncogén. N=3 experimentos independientes, cada experimento
con 3 réplicas. *P<0.05 vs vehiculo. Se resalta en negritas los valores significativamente
diferentes (manuscrito en preparacion).

Diaz y colaboradores reportaron en el 2009 que la transfeccion de los
oncogenes del VPH a queratinocitos, promueve el incremento en la expresion del
canal EAG1 (Diaz et al., 2009), por lo que también se evaluo el efecto de la a-

mangostina en la expresion del canal.

19



1.6.1.4. Laa-mangostinainhibe la expresién génica de EAG1

La expresion de EAG1 se encuentra practicamente confinada al sistema
nervioso central; sin embargo, su expresion exacerbada fuera de dicho sitio se
asocia con la progresion del cancer (Hemmerlein et al., 2006; Han et al., 2017). El
canal EAG1 presenta alto potencial oncogénico de acuerdo a lo demostrado por
Pardo y colaboradores en 1999, en cuyos experimentos in vitro se evidencié que
la transfeccion del canal a células de mamifero confiere un fenotipo canceroso; es
decir, pierden la inhibicibn por contacto formando cumulos, asi como la
dependencia a factores de crecimiento presentando alta sintesis de DNA y
actividad metabdlica (Pardo et. al., 1999). La expresion de EAG1l ha sido
detectada en varias lineas celulares tumorales; asi como en cultivos primarios y en
diversos tejidos neoplasicos, por lo que ha sido identificado como nuevo blanco
oncoldgico presente en diferentes tipos de tumores, ya que la inhibicién de su
expresion y/o actividad disminuye la proliferaciéon celular (Pardo et al., 1999;

Farias et al., 2004; Hemmerlein et al., 2006; Garcia-Becerra et al., 2010)

La relacion entre el canal de potasio EAG1 y el cancer cervical ha sido
estudiado con anterioridad, en donde se demostré que la expresion de EAG1 se
observa incluso en muestras de pacientes con Papanicolaou negativo; una de
estas muestras provenia de una paciente con infeccién por VPH de alto riesgo,
otra presentd cistadenoma paratubarico y la tercer paciente tenia hiperplasia
endometrial; adicionalmente, la expresion de EAG1 se observa en muestras de
cancer cervicouterino y el nivel de expresién incrementa conforme avanza la
malignidad de la neoplasia; es decir, los niveles de expresion de EAG1
incrementan de lesiones de bajo grado a lesiones de alto grado (Farias et al.,
2004; Ortiz et al., 2011). Adicionalmente, los oncogenes E6 y E7 del VPH
incrementan la expresion de EAG1 (Diaz et al., 2009; Chavez-Lépez et al., 2020).
Debido a la elevada presencia de EAG1 en tumores de cancer de cérvix, a su
relacion con la infeccién del VPH vy al ser un indicador de proliferacion celular que
puede conducir a tumores malignos podemos considerar a este canal como un
marcador temprano y un blanco terapéutico en las primeras etapas del cancer de

cervix (Ortiz et al., 2011). En los dltimos 10 afios la investigacion para encontrar
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nuevas formas de tratamiento en diferentes tipos de cancer se ha enfocado en la
busqueda de compuestos que bloqueen la expresion y/o actividad del canal EAGL;
a este respecto, el astemizol, un antihistaminico Hi, bloquea la actividad del canal
EAG1 y disminuye la proliferacion de células neoplésicas in vitro e in vivo; no
obstante, dicho farmaco presenta ciertas desventajas como antineoplasico a nivel
sociologico y comercial por sus efectos secundarios a nivel cardiaco (Garcia-
Quiroz et al., 2011; Garcia-Quiroz et al., 2019). Por lo tanto, compuestos capaces
de inhibir la expresion o actividad del canal sin efectos secundarios graves,
pudieran fungir como buenos agentes antineoplasicos. Interesantemente, la a-
mangostina inhibe la expresidbn génica de EAG1l de manera significativa y
dependiente de la concentracion en las células CaSki (Tabla 6), mientras que en
las células SiHa si bien hay una disminucion de la expresion no se observé

diferencia significativa.

Tabla 6. Efecto de la a-mangostina en la expresion del canal EAG1 en
lineas celulares de cancer cervicouterino

EAG1
a-mangostina (% de inhibicion)

(M) SiHa CaSki
0 0x12 0+8
4 16 + 26 13+18
6 16 £ 19 30 £ 19*
8 17 + 30 33 £ 22*
10 18+19 53+ 19*

La a-mangostina (4-10 uM) inhibio la expresién del canal oncogénico éter a-go-go tipo 1
(EAG1) en las células CaSki de manera dependiente de la concentracion. Los valores se
muestran como el promedio + D.S. del porcentaje (%) de inhibicion del canal. N=3
experimentos independientes, cada experimento con 3 réplicas. *P<0.05 vs vehiculo (0 uM
de a-mangostina). Se resalta en negritas los valores significativamente diferentes
(manuscrito en preparacion).
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1.7. Efectos antivirales de la a-mangostina

Muchos compuestos de origen natural han sido identificados como agentes
antivirales, dentro de los cuales resalta la a-mangostina (Navarro et al., 2017). A
este respecto, se sabe que la a-mangostina (Clso= 5.12 uM) interfiere con el ciclo
de replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), al inhibir la
actividad de la proteasa VIH-1 (Chen et al., 1996), la cual participa en el ensamble
y maduracién de los viriones infecciosos (Brik and Wong, 2003) Ademas, la a-
mangostina (5 y 10 pug/ml) disminuye la capacidad de infeccion del rotavirus, al
mejorar la respuesta inmune innata ante la infeccién viral (Shaneyfelt et al., 2006).
Adicionalmente, esta xantona (Clso= 6.3 pM) suprime la replicacion del virus de la
hepatitis C (VHC) al restaurar los niveles de ROS (Choi et al., 2014) ya que existe
una asociacion directa entre el estrés oxidativo y la infeccion por el VHC (lvanov et
al., 2013). La infeccién severa por el virus del dengue se asocia con alta carga
viral y produccidon masiva de citosinas pro-inflamatorias, evento conocido como
tormenta de citosinas; interesantemente, el tratamiento con a-mangostina (15 y 20
KUM) inhibe la replicacion del virus del dengue y la expresion de citosinas y
guimosinas en células de carcinoma hepatocelular (Tarasuk et al., 2017), células
monoculares de sangre periférica (Sugiyanto et al., 2019) y células dendriticas
(Yongpitakwattana et al., 2021), incluso de manera mas potente que el antiviral
ribavirin y el antinflamatorio dexametasona, respectivamente (Tarasuk et al.,
2017). Posteriormente mediante la técnica de docking molecular se determin6 que
la a-mangostina (8 uM) suprime la produccion del virus del dengue al interactuar
con proteinas que participan en los diferentes estados del ciclo de replicacién viral,
tal como la metiltransferasa NS5, la proteasa NS2B-NS3 y la glicoproteina (Panda
et al., 2021). Por otra parte, la a-mangostina (8 pM) también inhibe la infeccion y
replicacién del virus chikungunya a través de la posible interaccion con mdultiples
proteinas blanco del virus (Patil et al., 2021). Recientemente también se determino
que la a-mangostina (36.45 pM) y derivados de esta interactian con las
principales proteasas del SARS-COV2 (Hidayat et al., 2021).
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2. JUSTIFICACION

Si bien la incidencia del cancer cervicouterino ha ido a la baja en los ultimos
15 afios, la mortalidad por este tipo de cancer es verdaderamente alarmante con
una razén mortalidad-incidencia a nivel mundial de mas del 50% y en nuestro pais
corre el riesgo de superar este porcentaje (44.9%), por lo que resulta evidente la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que reflejen mayor éxito.
Con base en las caracteristicas antineoplasicas y antivirales de la a-mangostina,
este compuesto constituye un excelente candidato para prevenir el desarrollo
tumoral o bien coadyuvar en el tratamiento del cancer cervicouterino sin efectos
secundarios considerables en comparacion a los que presentan los agentes
guimioterapéuticos convencionales, con el objetivo de extrapolarlo en un futuro a
la clinica. Con base en lo anterior y en los estudios previos de este grupo de
trabajo, es necesario ampliar la investigacion referente a las propiedades
antineoplasicas y mecanismos moleculares de acciéon de la xantona en modelos in

vivo de cancer cervicouterino
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3. HIPOTESIS

La a-mangostina inhibira el crecimiento tumoral y la expresion génica de E6,

E7 y EAG1 en un modelo murino de cancer cervicouterino.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Evaluar el efecto de la a-mangostina en la inhibicién del crecimiento tumoral
y en la expresion génica de E6, E7 y EAG1 en un modelo murino de cancer

cervicouterino.

4.2. Objetivos Especificos

e Evaluar la tumorigenicidad de las lineas celulares de céancer cervicouterino
SiHa y CaSki.

e Determinar el tiempo de aparicion tumoral y el tiempo de crecimiento tumoral
antes de detectar en el ratén la aparicion de los signos determinados como
puntos finales (criterios que se establecen en experimentos que involucran
animales para la investigacion).

e Evaluar el efecto de la a-mangostina en la inhibicion del crecimiento tumoral.

e Evaluar el efecto de la a-mangostina en la inhibicion de la expresion génica de

los oncogenes del VPH 'y EAGl1 en el tejido tumoral.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos
Los medios de cultivo y suero fetal de bovino (SFB) fueron adquiridos de
AccesolLab. La a-mangostina se adquirié de Sigma-Aldrich (nGmero de catélogo:
M3824-50MG, pureza =98%)

5.2. Lineas celulares y cultivo celular

Se evaludé la tumorigenicidad de las lineas celulares de céncer cervical
positivas a EAG1 y VPH16: SiHa (presenta 1-2 copias de VPH16 por célula) y
CaSki (presenta ~600 copias de VPH16 por célula y secuencias relacionadas a
VPHL18). Las células SiHa se cultivaron en medio DMEM-HG (de sus siglas en
inglés “Dulbecco's Modified Eagle Medium-High in Glucose”) y las células CaSki
en medio RPMI (de sus siglas en inglés “Roswell Park Memorial Institute”), ambos
medios se suplementaron con 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de streptomicina
y 10% de SFB inactivado. EI mantenimiento celular se llevo a cabo en cajas de 75
cm? a 37°C bajo atmdsfera himeda, 5% de CO2 y 95% de aire. El levantamiento
de las células para su amplificacion se llevo a cabo mediante rondas de

tripsinizacion (a 37° C durante 2 minutos).

5.3. Induccidén de tumores, tratamiento y determinacién del volumen tumoral

Este estudio fue aprobado por el comité interno para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (CICUAL: BRE-1920) del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, los estudios en ratones se llevaron a cabo
de acuerdo a las normas nacionales e internacionales, incluyendo la norma oficial
mexicana 062-Z00-1999 y los lineamientos del Comité Canadiense del Cuidado
de los Animales (CCAC, de sus siglas en inglés “Canadian Council on Animal
Care”). Se utilizaron ratones hembra atimicos (nu/nu, fondo genético BALB/c de ~
6 semanas de edad), los cuales se mantuvieron en cajas estériles ventiladas bajo
las siguientes condiciones: humedad y temperatura constantes (25° C + 1° C),
ciclos de luz-oscuridad de 12/12 horas, alimento (5053 irradiado) y aguas estériles
ad libitum.
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Con la finalidad de respetar los criterios que se establecen en experimentos

gue involucran animales para la investigacion establecidos por el CCAC,

observaremos los siguientes elementos para la determinacién de los puntos

finales:

El crecimiento de la masa tumoral no debera rebasar el punto donde el
animal se vea afectado significativamente en sus funciones corporales
normales (alimentacién, desplazamiento, etc.).

La carga tumoral en animales involucrados en experimentos terapéuticos no
debera exceder del 10% de su peso (17 mm en ratones de 25 Q).

La masa tumoral no debera provocar dolor, estrés o dificultad de movimiento
debido a su localizacién en el cuerpo del animal.

La pérdida de peso del animal no debe exceder del 20 % (considerando la
masa tumoral).

Ulceracion o infeccion en el sitio del tumor.

Invasion del tejido adyacente a la masa tumoral.

Incontinencia o diarrea prolongada.

Distensién abdominal significativa o donde la carga de ascitis exceda del
10% del peso corporal basico.

Trauma auto inducido persistente.

Respiracion laboriosa, descargas sanguinolentas o muco-purulentas por
cualquier orificio.

Moribundo, letérgico o fallo en la respuesta a estimulos suaves.

Sefiales de dolor y angustia tales como: aislamiento, mordeduras,
piloereccion, lomo arqueado, ojos y abdomen hundidos, deshidratacion.
Patrones alterados de la alimentacion, de las conductas de aseo,
automutilacion y/o agresion.

Hipotermia.

Cuando aparecieron algunas de las sefiales anteriores, se solicitdé la

evaluacion por parte del veterinario asignado para el cuidado de los animales y se

procedié segun el caso y la severidad del mismo, a proporcionar analgésicos
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(ketoprofeno 2-5 mg/kg de peso por via S.C. cada 24 horas o meloxicam 1-2
mg/kg de peso per os cada 12 horas) o a la eliminacion inmediata de forma

humanitaria de los animales en cuestion.

Para evaluar la tumorigenicidad de las lineas celulares propuestas, se
inocularon por via S.C. las células SiHa y CaSki a una razén de 5x10° células en
100 pl de medio sin suplementar en el flanco inferior lateral de los ratones y se
determind el tiempo de aparicion tumoral (dias que tarda en aparecer el tumor).
Cuando las células xenoinjertadas generaron tumor y éste alcanz6 un volumen
palpable de aproximadamente 30 mm?, los ratones se dividieron en dos grupos de

tratamiento (Tabla 7), el cual se administré durante 1 mes.

Tabla 7. Grupos de tratamiento

Grupo Tratamiento Dosis
I Vehiculo (DMSO) 0.1%
I a-mangostina 8mg/kg de peso/dia

El dimetilsulféxido (DMSO) y la a-mangostina se diluyeron en el agua de beber de los
ratones. El consumo promedio de agua por ratébn es de aproximadamente 5 ml; sin
embargo, cada semana se promedié el consumo de agua por ratén y en caso de ser
necesario se reajustaron los calculos de tal manera que los animales consuman la dosis
indicada diariamente. Para preparar el tratamiento, primero se preparo una solucién stock de
a-mangostina a una concentracion de 200 mM, para lo cual se disolvieron 50 mg de a-
mangostina (P.M.=410.46 g/mol) en 609 pl de DMSO. Dado que un ratébn consume
aproximadamente 5 ml de agua/dia, se agregaran 2.436 pul de la solucion stock de a-
mangostina (lo que equivale a 0.20 mg de a-mangostina) por cada 5 ml de agua, por lo que
estarian consumiendo 0.20 mg de a-mangostina por ratén de 25 g, lo que equivale a 8
mg/kg de peso/dia.

Cada tercer dia se monitoriz6 a los ratones para evaluar la posible aparicion
de los signos determinados como puntos finales y con un calibrador vernier se
midié el largo (L) y ancho (A) del tumor para calculd el volumen tumoral (Férmula
1).

VT = LA?%/2

Formula 1. Volumen tumoral (VT). Donde L y A corresponden al eje mayor y menor del tumor,

respectivamente.
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Al término de los experimentos, se anestesiaron a los animales con
pentobarbital sodico (50-70 mg/kg) y se colectd la sangre por puncién cardiaca
para evaluar en futuros experimentos los niveles en suero del antigeno de células
escamosas (SCC, de sus siglas en inglés “ squamous cell carcinoma”), marcador
de cancer de cérvix que correlaciona con el estadio del tumor y el tamafio del
mismo, finalmente se sacrificé al animal por dislocacion cervical y se recolecto el
tumor, el cual se dividio en tres partes: una se almaceno en trizol ® y se congelo
inmediatamente a -70°C para la extraccion de RNA y estudios de expresion
génica, la segunda se fij6 en formaldehido al 10% para futuros estudios de
inmunohistoquimica (IHQ) y la tercera se almacend en buffer de lisis RIPA para la

futura determinacion de expresion proteica mediante la técnica de Western Blot.
5.4. Estudios de expresion génica

Se extrajo el RNA del tumor y éste se cuantifico utilizando la placa para
micro-volumenes Take 3TM compatible con el lector de microplacas Synergy HT
(BioTek, VT, EUA), a través del cual se leyo la absorbancia de la muestra a 260
nm y 280 nm; dado que, a estas longitudes de onda los &cidos nucleicos y
proteinas tienen su maximo pico de absorcion, respectivamente. Por unidad de
absorbancia la concentracion de RNA es de 40 pg/ml, por lo que el equipo aplica
este factor para determinar la concentracién total de RNA en la muestra.
Adicionalmente se determiné la pureza del RNA mediante la relacion del valor de
absorbancia a 260 nm dividido entre el valor de absorbancia a 280 nm (A260/280)
y se considero aceptable cuando los valores fueron mayores a 1.8. La reaccion de
retrotranscripcion se llevo a cabo con 2 pg de RNA utilizando el kit Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit de Thermo Fisher Scientific (siguiendo las indicaciones
del fabricante) en el equipo Veriti 96 well Thermal Cycle (Thermo Fisher Scientific)
bajo el siguiente protocolo: 25 °C x 10 min, 50 °C x 30 min y 85 °C x 5 min. El ADN
complementario se almacend a -20 °C hasta su uso. Mediante la técnica de PCR
en tiempo real se evaluo el efecto del tratamiento en la expresién génica de E6-
VPH16, E7-VPH16 y EAGL1. La expresion relativa del RNAm de cada gen
estudiado se normalizd versus la expresion del gen de la proteina ribosomal 60S
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L32 (RPL32 de sus siglas en inglés “Ribosomal Protein L32"). EI nombre del gen,
namero de acceso, secuencia de oligos, amplicon resultante y sonda utilizada se
especifican en la Tabla 8. La reaccién de PCR se llevo a cabo en el termociclador
LightCycler® 480 de Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) de acuerdo
con el siguiente protocolo: activacién de la Taq DNA polimerasa a 95 °C x 10
minutos, seguido de 55 ciclos de amplificacion que incluyen la desnaturalizaciéon a
95 °C x 10 segundos, hibridacion a 60 °C x 30 segundos y elongacion a 72°C x 1

segundo, por ultimo la etapa de enfriamiento a 40 °C por 30 segundos.

Tabla 8. Sondas y oligonucledtidos utilizados

Secuencia Amplicén No. de
Gen No.de acceso Secuencias sentido ) ) sonda

antisentido resultante .
E6-VPH16 04693493001 tgtttcaggacccacagga ttgtttgcagctctgtgcat 63 115
E7-VPH16 04688627001 caactgatctctactgttatgagcaa ccagctggaccatctatttca 73 63
EAG1 AF078741.1 cctggaggtgatccaagatg ccaaacacgtctccttttcc 60 49
RPL32 NM_000994.3 gaagttcctggtccacaacg gagcgatctcggcacagta 77 17

* De la biblioteca Universal Roche. Secuencias proporcionadas por UNIPARTS, S.A. Genes analizados: Oncogenes
del virus del papiloma humano (VPH) tipo 16 (E6 y E7), canal de potasio éter a-go-go tipo 1 (EAG1) y el gen que
codifica para la proteina ribosomal 60S L32 (RPL32).

5.5. Andlisis estadistico

La diferencia significativa se determiné con los datos del promedio + E.S.
mediante ANOVA de una via seguido del post hoc de Holm-Sidak para
comparaciones multiples y para comparaciones entre dos grupos se aplico la
prueba T-test utilizando el programa SigmaStat version 3.5 (Jandel Scientific). Se

considero diferencia significativa con una (P<0.05).
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6. RESULTADOS

El primer paso de este estudio in vivo fue evaluar la tumorigenicidad de las

lineas celulares de cancer cervicouterino SiHa y CaSki.

6.1. Tumorigenicidad de lineas celulares de cancer cervicouterino

Para determinar la tumorigenicidad, se xenoinjertaron de manera S.C. en las
patas traseras del ratén las células SiHa o CaSki a una densidad de 5x108 células
en 100 pl de medio sin suplementar. Cada tercer dia se observoé detalladamente el
area del xenoinjerto en los ratones para determinar el tiempo que tardd en
aparecer la masa tumoral (Tabla 9, tiempo inicial) con cada linea celular; asi como
la cinética de tiempo antes de detectar en el ratén la aparicion de los signos

determinados como puntos finales (Tabla 9, tiempo final).

Tabla 9. Dias que tardé en aparecer el tumor posterior al xenoinjerto de las
células de cancer cervicouterino y dias que tard6 en llegar a punto final con

base en el crecimiento tumoral

i . Tiempo inicial Tiempo final
Linea celular xenoinjertada . .
(dias £ D.S)) (dias £ D.S))
CaSki - -
SiHa 42+7.31 37+18.41

Los resultados se muestran como el promedio + D.S. del nUmero de dias que tardé en aparecer
el tumor (tiempo inicial) posterior al xenoinjerto subcutaneo de las células CaSki y SiHa (5x108
células). Adicionalmente se determiné el promedio de dias en el que tarda en llegar a punto final
(tiempo final) el raton con base en el tamafio tumoral. N=6 en SiHa, N=11 en CaSki. El
xenoinjerto de células CaSki no generé tumor (-) durante el tiempo de seguimiento (4 meses).

Los ratones a los que se les xenoinjertaron las células SiHa, generaron tumor
alos 42+7.31 dias y el tiempo de seguimiento de los tumores generados fue de 37
dias (Tabla 9), alcanzando un volumen tumoral final (VTF) de 57 mm? (Figura 7).
Con este modelo tumoral los ratones xenoinjertados con las células CaSki (N=11
ratones) no desarrollaron tumor durante el tiempo de seguimiento, el cual fue de 4

meses para esta linea celular.
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Figura 7.- Tumorigenicidad de las lineas celulares de cancer cervicouterino. Se
xenoinjertaron de manera S.C. las células de cancer cervicouterino CaSki, y SiHa en las patas
traseras de ratones inmunodeprimidos BALBc nu/nu. Las barras de color negro indican el
volumen tumoral inicial (VTI, primer volumen tumoral observado) y las barras de color blanco
indican el volumen tumoral final (VTF, volumen al final del experimento). Los resultados se
muestran como el promedio + E.S. del volumen tumoral desde el inicio hasta el punto final. N=6

en SiHa y N=11 en CaSki. Las células CaSki no generaron tumor.

Adicionalmente se evalud la tumorigenicidad y el tiempo de aparicién tumoral
en las células de cancer cervicouterino C33a y Hela para estudios posteriores

(Figura suplementaria 1 y Tabla 1).

El siguiente objetivo fue determinar el efecto de la a-mangostina en la
inhibicion del crecimiento tumoral. Si bien una de las lineas celulares clave para el
desarrollo de los tumores y evaluacion del efecto antitumoral de la xantona eran
las células CaSki, estas no generaron tumor mediante el método aplicado. En
consecuencia, decidimos realizar los experimentos in vivo con xenoinjertos de
células SiHa, ya que son células tumorigénicas y expresan al VPH16, encontrado
en alto porcentaje de muestras con cancer cervicouterino.
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6.2. Efecto de la a-mangostina en la inhibicion del crecimiento tumoral de
xenoinjertos de células SiHa

Una vez que se detectd la masa tumoral en los ratones y que esta no
disminuy6 de tamafo, procedimos a clasificar a los ratones en los grupos de
tratamiento, el grupo tratado con vehiculo (0.1 % de DMSO) y el tratado con a-
mangostina (8mg/kg de peso/dia). Cada tercer dia se midié con el vernier el largo
y ancho del tumor, cuyas medidas se tomaron en cuenta para calcular el volumen
tumoral y seguir la cinética de crecimiento a lo largo del experimento (Figura 8).
Los resultados indican que, la a-mangostina retrasé el crecimiento tumoral en

comparacion al vehiculo.
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Figura 8.-Cinética de inhibiciéon del crecimiento tumoral con a-mangostina. Se xenoinjertaron
células SiHa de manera S.C. en las patas traseras de ratones inmunodeprimidos BALBc nu/nu. El
tratamiento con a-mangostina (8 mg/kg) inicié una vez que los ratones presentaron un volumen
tumoral inicial aproximado de 30 mm? y continué durante 4 semanas. Los resultados se muestran
como el promedio £ E.S. del volumen tumoral desde el inicio (semana 0) hasta el final del
tratamiento (semana 4). N=9 ratones por grupo. *P<0.05 vs Vehiculo.
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Con la finalidad de que no haya sesgo al final del tratamiento, no debe de
haber diferencia significativa entre el VTI (Volumen Tumoral Inicial) promedio de
los grupos de tratamiento (Figura 9, barras negras). Con base en el VTF se
determind que la a-mangostina inhibié el crecimiento tumoral de manera

significativa en comparaciéon al vehiculo (Figura 9, barras blancas y fotografias

representativas).
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Figura 9. Efecto de la a-mangostina en la inhibicion del crecimiento tumoral al final del
tratamiento. Los ratones xenoinjertados se dividieron en grupo tratado con vehiculo (0.1% de
DMSO) o a-mangostina (8 mg/kg). Se calcul6 el volumen tumoral inicial (VTI, barras negras) y el
volumen tumoral final (VTF, barras blancas). Los resultados se muestran como el promedio *
E.S. del volumen tumoral al inicio del tratamiento y al final del mismo. N=9 ratones por grupo.
*P<0.05 vs vehiculo. Se muestran fotografias representativas del tumor generado (cuya periferie

se resalta con un circulo de color negro) en ratones tratados con vehiculo o a-mangostina.
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6.3. Efecto de la a-mangostina en la inhibicion de la expresion génica de
E6-VPH16, E7-VPH16 y EAG1.

Con base a lo observado in vitro, en referencia al efecto de la a-mangostina
en la expresion de los oncogenes del VPH y de EAGL, decidimos indagar si en el
modelo in vivo ocurre lo mismo. Como puede observarse en la Figura 10, el
tratamiento de los ratones con a-mangostina inhibié la expresion de E6-VPH16,
E7-VPH16 y EAGL en el tejido tumoral.
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Figura 10. Efecto de la a-mangostina en la expresién de los oncogenes del VPH16 y de
EAGL. Al final del tratamiento se recolecto el tejido tumoral y se extrajo el RNA usando Trizol®,
Se procesaron 2ug de RNA por RT-gPCR y se evalud el efecto de la a-mangostina y su
respectivo vehiculo en la expresion de los oncogenes E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo
16 (E6-VPH16 y E7-VPH16), asi como del canal de potasio oncogénico ether a-go-go tipo 1
(EAGL). Los resultados se muestran como el promedio £ D.S. de los niveles de expresion génica
de E6, E7 y EAGL1 en relacion a la expresion del gen constitutivo RPL32. N=9 muestras por
grupo. *P<0.05 vs vehiculo.
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7. DISCUSION

El cancer cervicouterino es una neoplasia que afecta a mujeres en todo el
mundo, con base en los ultimos datos registrados por el Globocan, la razén
mortalidad-incidencia es del 55.7% a nivel mundial, y 44.9% en nuestro pais, datos
verdaderamente alarmantes tomando en cuenta que hoy en dia existen vacunas
profilacticas y examenes de detencion oportuna. Con respecto a estas cifras, es
necesario fortalecer la investigacion orientada en comprender los procesos
implicados en la génesis de dicha patologia con la finalidad de desarrollar nuevas
estrategias preventivas y terapéuticas. Actualmente se cuentan con
investigaciones enfocadas en evaluar el uso de sustancias derivadas de plantas y
alimentos con multiples propiedades para la salud, tal es el caso de la a-
mangostina, un nutracéutico que se encuentra en la fruta del mangostan, y a la
cual se le han atribuido mdultiples beneficios terapéuticos, entre los que destacan
sus efectos antivirales (Brik and Wong, 2003; Shaneyfelt et al., 2006; lvanov et al.,
2013; Chen et al., 2014; Choi et al., 2014) y antineoplasicos (Pinto et al., 2005;
Yeung, 2006; Cassileth, 2011; Pinto et al., 2021). En referencia a este ultimo punto
y en lo que respecta a cancer cervicouterino se ha reportado que la a-mangostina
inhibe la progresién del ciclo celular, induce apoptosis y disminuye
significativamente la viabilidad celular de SiHa y Hela (El Habbash et al., 2017;
Lee et al., 2017; Chien et al., 2020; Janardhanan et al., 2020). Adicionalmente,
nuestro grupo de trabajo determind que la a-mangostina inhibe la proliferacién de
diferentes lineas celulares de céncer cervicouterino cuyos efectos son mas
potentes en las células con mayor expresion del VPH, como SiHa y CaSki;
ademas, la xantona inhibe la expresion de los oncogenes del VPH, del canal

oncogénico EAGL1 y detiene la progresion del ciclo celular.

Para evaluar el efecto de la a-mangostina in vivo, primero evaluamos la
tumorigenicidad de las lineas celulares de cancer cervicouterino SiHa y CaSki ya
gue con base a los resultados observados in vitro, eran las lineas celulares que
mejor se adecuaban a los objetivos de este trabajo; no obstante, también se

evaluo la tumorigenicidad y tiempo de aparicion tumoral de las células C33a y
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HelLa para estudios posteriores (Figura suplementaria 1 y Tabla suplementaria 1).
Con base en los resultados de tumorigenicidad (Figura 7), determinamos que la
linea celular SiHa representé la mejor opcion para la aplicacion de este modelo de
cancer cervicouterino, ya que es altamente tumorigénica y expresa al VPH16, uno
de los virus mas frecuentemente encontrados en muestras de pacientes con
lesiones pre-neoplasicas o cancer cervicouterino. En el presente trabajo
demostramos que, desde la segunda semana de tratamiento, la a-mangostina
inhibio el crecimiento tumoral de manera significativa en comparaciéon al volumen
promedio de los tumores generados en el grupo de ratones tratados con vehiculo
(Figura 8). Al momento de iniciar el tratamiento, el volumen tumoral promedio
entre el grupo de ratones tratados con vehiculo o a-mangostina, no fue
significativamente diferente (Figura 9A, barras negras). Interesantemente al final
del tratamiento se visualiza claramente que la a-mangostina inhibié el crecimiento
tumoral de manera considerable y significativa en comparacion al vehiculo (Figura
9, barras blancas), lo cual se visualiza de mejor manera en las fotografias
representativas mostradas en la figura 9B. Estos resultados concuerdan con lo
observado previamente por Pérez-Rojas y colaboradores en el 2016, en un
modelo murino de cancer cervicouterino que involucré la generacién de tumores
subcutaneos con células HelLa (Pérez-Rojas et al., 2016). Al igual que lo
observado in vitro, la a-mangostina inhibié la expresion génica de E6, E7 y EAG1
en el tejido tumoral. Previamente Diaz y colaboradores demostraron que los
oncogenes del VPH incrementan la expresion de EAG1 (Diaz et al., 2009), por lo
gue el efecto de la a-mangostina en la expresion de los oncogenes del VPH
pudiera conllevar a la inhibicion en la expresion de EAGL. De esta manera se
determind parte del mecanismo de accion mediante el cual la a-mangostina
promueve sus efectos antineoplasicos y a la par mediante el cual ejerce un efecto

antiviral contra el VPH.

Es preciso mencionar que con base en los antecedentes de nuestro grupo de
trabajo, en referencia a los efectos in vitro de la a-mangostina en las lineas de
celulares de cancer cervicouterino, donde se demostr6 que el efecto

antineoplésico es mayor en las células SiHa y CaSki, nuestro objetivo era evaluar
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el efecto antitumoral de la xantona in vivo, tanto en tumores generados por células
CaSki como en tumores generados por células SiHa; sin embargo, con este
modelo las células CaSki no fueron tumorigénicas. Se tiene registro que las lineas
celulares SiHa, C33a, y Hela son tumorigénicas, con base a lo reportado en la

American Type Culture Colection (ATCC; https://www.atcc.org/products/htb-35;

fecha de acceso 15 de junio del 2022). En algunos otros trabajos también se ha
reportado que las células HelLa generan tumores (Lin et al., 2020). Sin embargo,
en lo referente a la tumorigenicidad de células CaSki en la mayoria de los casos
se ha utilizado matriz extracelular de Matrigel (Munagala et al., 2011), un sustrato
gue contiene las caracteristicas necesarias para el crecimiento tumoral. Con base
en lo anterior, nos propusimos generar tumores con células CaSki utilizando
Matrigel; no obstante, por complicaciones de importacion del reactivo durante la
contingencia sanitaria no fue posible implementar esta estrategia, la cual es una

perspectiva del presente trabajo.

8. CONCLUSION

El nutracéutico a-mangostina es capaz de inhibir el crecimiento tumoral, por
lo que representa una alternativa terapéutica plausible y aplicable en el tratamiento
del cancer cervicouterino. Parte del mecanismo mediante el cual la a-mangostina
ejerce sus efectos antineoplésicos es al incidir en la expresion de los oncogenes

del VPH y del canal de potasio oncogénico EAGL.
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9. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de la a-mangostina en la expresion proteica de EAGL y del
VPH en los tumores generados con las células SiHa y recolectados de este
experimento in vivo.

e Evaluar el efecto de la a-mangostina en los niveles séricos del marcador
tumoral de cancer cervicouterino SCC.

e Generar tumores con las células CaSki.

e Evaluar el efecto antineoplasico de la a-mangostina en tumores generados con
las células CaSki.

e Evaluar el efecto de la a-mangostina como agente adyuvante del tratamiento

convencional de cancer cervicouterino.
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11. APENDICES

Adicionalmente se determind la tumorigenicidad, de las lineas celulares C33a y
Hela, las cuales se xenoinjertaron de manera S.C. en las patas traseras del raton
a una densidad de 5 x 10° células. Cada tercer dia se observé detalladamente el
area del xenoinjerto en los ratones para determinar el tiempo que tarddé en
aparecer la masa tumoral (Tabla Suplementaria 1, tiempo inicial) con cada linea
celular; asi como la cinética de tiempo antes de detectar en el raton la aparicion de
los signos determinados como puntos finales (Tabla Suplementaria 1, tiempo

final).

Tabla Suplementaria 1. Dias que tardd en aparecer el tumor
posterior al xenoinjerto de células C33a/HelLa y dias que tard6 en

llegar a punto final con base en el crecimiento tumoral

Linea celular Tiempo inicial Tiempo final

xenoinjertada (dias £ S.D.) (dias £ S.D.)
C33a 17 +1.41 57+141
HelLa 20 £1.41 34+2.12

Los resultados se muestran como el promedio + S.D del nUmero de dias que tardé
en aparecer el tumor (tiempo inicial) posterior al xenoinjerto subcutaneo de las
células C33a y HelLa (5x108 células). Adicionalmente se determin6 el promedio de
dias en el que tarda en llegar a punto final (tiempo final) el raton con base en el
tamafio tumoral. C33a Y HelLa N=6.

Los ratones a los que se les xenoinjertaron las células C33a, generaron
tumor a los 17+1.41 dias y el tiempo de seguimiento de los tumores generados fue
de 57 dias, alcanzando un VTF de 41.5 mm?3 (Figura Suplementaria 1). En
referencia a los ratones xenoinjertados con las células Hela, generaron tumor a
los 20+1.41 dias y el tiempo de seguimiento de los tumores generados fue de 34
dias, alcanzando un VTF de 78.52 mm?. Si bien las células C33a generan tumor
en menor nimero dias con respecto a las células HelLa, su crecimiento es muy

lento. Estos datos sirven de base para otros experimentos in vivo.
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Figura Suplementaria 1.- Tumorigenicidad de las lineas celulares de cancer
cervicouterino C33a y HelLa. Se xenoinjertaron de manera S.C. las células de céncer
cervicouterino C33a y HelLa en las patas traseras de ratones inmunodeprimidos BALBc nu/nu.
Las barras de color negro indican el volumen tumoral inicial (VTI, primer volumen tumoral
observado) y las barras de color blanco indican el volumen tumoral final (VTF, volumen al final
del experimento). Los resultados se muestran como el promedio + SEM del volumen tumoral

desde el inicio hasta el punto final. C33a y HeLa N=6
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