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RESUMEN
Introduccién: El cancer cervicouterino es el segundo cancer mas comun en la

poblacion mexicana femenina. Los regimenes de quimioterapia en esta situacion se
asocian con una toxicidad sustancial, una eficacia deficiente. Por este panorama, es
necesario explorar nuevos citotoxicos, terapias y combinaciones farmacoldgicas. Un
modelo in vitro ideal para el estudio de farmacos es el cultivo de Esferoides Tumorales.
El modelo conserva caracteristicas y funcionalidades importantes del tumor in vivo,
permitiendo una identificacion mas eficiente de los farmacos que tienen efecto en
células cancerigenas. Objetivo: Evaluar 4 farmacos antineoplasicos utilizados en el
tratamiento de tumores solidos en un modelo celular 3D (esferoides) formado a partir
de células de pacientes con diagndstico de cancer cervicouterino. Metodologia: Se
obtuvieron 5 muestras provenientes de pacientes con cancer cervicouterino (CaCu)
obtenidas del banco de tumores del Instituto Nacional de Cancerologia. Se evalud
citotoxicidad y apoptosis en interaccion con antineoplasicos. Se construyeron curvas
dosis-respuesta para cada uno de los farmacos. Se realizaron ensayos de tablero de
ajedrez para evaluar sinergismos entre pares de farmacos. Ensayos por triplicado. Para
el analisis estadistico se utilizé GraphPad Prisma V.8, las pruebas de ANOVA, y post-
hoc Tukey. Resultados: Obtuvimos una eficacia de formacién del cultivo en esferoide
de 71%. La doxorrubicina mostro disminuir la viabilidad significativamente (p=0.001). La
construccion de curvas dosis-respuesta mostrd variaciones en cuanto a la sensibilidad
de los farmacos para cada paciente. Conclusiones: Nuestros resultados mostraron
que el cultivo en esferoide es mas resistente a los antineoplasicos que el cultivo
convencional 2D y es una herramienta util para mimetizar respuestas in vivo. Cada
paciente responde de manera diferente a los tratamientos administrados, sugiriendo
gue un tratamiento personalizado tiene el potencial para mejorar la respuesta a la

guimioterapia de las pacientes con CaCu.

Palabras clave: Modelo celular 3D, Esferoides Tumorales, Farmacos antineoplasicos,

Cancer Cervicouterino.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is the second most common cancer in the female
Mexican population. Chemotherapy regimens are associated with substantial toxicity,
poor efficacy. Due to this panorama, it is necessary to explore new cytotoxic drugs,
therapies, and pharmacological combinations. An ideal in vitro model for the study of
drugs is the culture of Tumor Spheroids. The model preserves important
characteristics and functionalities of the tumor in vivo, allowing a more efficient
identification of drugs that influence cancer cells. Objective: To evaluate 4
antineoplastic drugs used in the treatment of solid tumors in a 3D cell model
(spheroids) formed from cells of patients diagnosed with cervical cancer.
Methodology: 5 samples were obtained from patients with cervical cancer (CaCu)
obtained from the tumor bank of the National Cancer Institute. Cytotoxicity and
apoptosis were evaluated in interaction with antineoplastic drugs. Dose-response
curves were constructed for each of the drugs. Checkerboard tests were performed to
evaluate synergisms between drug pairs. Trials in triplicate. For statistical analysis
GraphPad Prisma V.8, ANOVA tests, and Tukey post-hoc tests were used. Results:
We obtained a spheroid culture formation efficiency of 71%. Doxorubicin was shown
to significantly decrease viability (p = 0.001). The construction of dose-response
curves showed variations in the sensitivity of the drugs for each patient. Conclusions:
Our results showed that spheroid culture is more resistant to antineoplastic agents
than conventional 2D culture and is a useful tool to mimic responses in vivo. Each
patient responds differently to the treatments administered, suggesting that
personalized treatment has the potential to improve the response to chemotherapy of

patients with CaCu.

Keywords: Tumor Spheroids ,3D culture, Antineoplastic drugs, CaCu.
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l. INTRODUCCION

El cancer en la actualidad representa un gran reto social, debido a que su incidencia
aumenta con el desarrollo econdmico y social de los paises, puesto que a mayor
esperanza de vida corresponde una mayor poblacién en los grupos etarios en los
gue las neoplasias aparecen con mas frecuencia, El cancer es un problema de salud
publica pues es una enfermedad con una alta morbilidad y mortalidad. Por lo que se
deben poner en marcha planes de acciéon que van desde la prevencién hasta el

tratamiento de los pacientes con esta afeccion 2.

Actualmente el cancer se ha convertido en la segunda causa de muerte a nivel
mundial, con una incidencia de 4 millones de casos en 2020, previéndose que para el
2030 méas de 1,6 millones de personas morirdn por esta causa segun la OPS
(Organizacion Panamericana de la Salud), debido a los cambios demograficos y a

una mayor exposicién a los factores de riesgo. ¢ 4.

Aungue esta enfermedad es mas frecuente en el hombre, en el grupo de edad de 25
a 50 afos, las mujeres tienen la tasa de incidencia mas alta, debido
fundamentalmente a los canceres ginecoldgicos, entre ellos, el cancer cervicouterino
que es el mas frecuente del aparato genital femenino, ocupando las primeras
causas de mortalidad femenina por tumores malignos segun datos de
GloboCan2018; en cuanto a los datos de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
es el segundo tipo de cancer més frecuente en las mujeres de las regiones menos
desarrolladas, se estima en 2018 unos 570 000 nuevos casos (el 84% de los nuevos

casos mundiales).

La incidencia de cancer de cuello uterino varia considerablemente de una region a
otra del mundo, con diferencias de hasta 20 veces entre las incidencias mas altas y
bajas. Dentro de la region en general América del Norte tiene la morbimortalidad méas
baja, mientras en el resto de América se observa gran variabilidad®. A pesar de esto,
en términos generales ocupa el segundo lugar dentro de todos los tipos de canceres
entre las mujeres en el mundo, precedido por el de mama, considerandose un

importante problema de salud publica®.



En México, es un problema que se presenta principalmente en la poblacion de nivel
socioeconémico bajo(ﬁ); y muy frecuentemente en estadios avanzados al momento
del diagnéstico. Es importante mencionar que en el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) se iniciaron, desde 1960, actividades de deteccion de esta neoplasia;
sin embargo, la evaluacién del impacto sobre su ocurrencia y letalidad ha sido objeto
de innumerables tropiezos para sistematizar una Vvigilancia epidemiolégica
permanente. A pesar de los programas de deteccion establecidos para enfermedad
preinvasora, se contintan realizando diagnosticos tardios, y los tratamientos resultan
poco eficaces, y en ocasiones solo de tipo paliativo. Esto origina un mal prondstico y

una menor sobrevida del paciente!”).

La infeccion por el virus del papiloma humano (HPV) es el factor etiologico
considerado en el cancer cervical y esta intimamente relacionado con la conducta
sexual. Se ha demostrado que el ADN del VPH esta presente en la mayoria de las
lesiones intraepiteliales del tracto genital femenino y en mas del 99% de los canceres
cervicales, en particular los subtipos VPH 16 y VPH 18, que se cree que causan el

70% de los casos de cancer de cuello uterino® ¥,

El cancer de cuello uterino incluye las neoplasias malignas que se desarrollan en la
porciéon fibromuscular inferior del Utero que se proyecta dentro de la vagina. Por lo
general, se trata de un cancer de crecimiento lento que es posible que no presente
sintomas pero que puede detectarse a través de pruebas de cribado™ ®. Por su
posicion anatomica el cérvix es uno de los 6rganos que permite de forma sencilla el
examen fisico por observacion directa y su estudio citolégico e histologico, dando
lugar a una deteccién precoz de las lesiones premalignas, precursoras de las

lesiones invasoras del cuello uterino® 19,

Los médicos recurren a la estadificacion histopatolégica del tumor. Sin embargo,
existen deficiencias de este enfoque que radican en el hecho de que los pacientes
responden en forma diferente frente a la farmacoterapia, debido a factores genéticos,

epigenéticos y ambientales, en donde la contribucién de cada factor varia en cada



farmaco. Es por esto que la evaluacion funcional del tumor individual es de mayor

valor clinico que la huella molecular® 2.

En los tumores sdlidos existen limitaciones de la quimioterapia, principalmente a los
mecanismos que median la resistencia a los farmacos a nivel celular. Las mutaciones
genéticas funcionales u otros cambios que afectan la expresion de genes que
codifican proteinas que influyen en la captacion, el metabolismo y la excrecién de

farmacos.

Para que un farmaco antineoplasico elimine una alta proporcion de células
cancerosas en un tumor sélido, debe distribuirse por toda la vasculatura del tumor,
atravesar las paredes de los vasos y atravesar el tejido tumoral. Ademas, debemos
tomar en cuenta el microambiente tumoral que se caracteriza por gradientes
marcados en la concentracion del farmaco, gradientes en la tasa de proliferacion
celular y por regiones de hipoxia y acidez. Todo esto influye en la sensibilidad de las

células tumorales al tratamiento farmacologico.

La difusion de un farmaco esta determinada por su gradiente de concentracion en el
tejido tumoral; por diversas propiedades del farmaco, incluido su tamafio, forma
molecular, su solubilidad en agua vy lipidos; por la composicién y estructura de la
matriz extracelular; que incluye tanto el metabolismo como la unién del farmaco a los
componentes tisulares. En este estudio realizamos ensayos con cuatro farmacos
antineoplasicos diferentes, tomando en cuenta las diferentes caracteristicas fisicas
guimicas, ademas cada farmaco tiene diferente mecanismo de acciébn y son

utilizados comunmente en la clinica para el tratamiento de tumores solidos.

Actualmente un enfoque prometedor es probar la respuesta terapéutica de las
células cancerosas obtenidas del propio tumor del paciente hacia una variedad de
medicamentos. Los métodos para propagar células cancerosas varian desde
monocapa de células en 2D a sistemas de cultivo en 3D. Son numerosas las areas

cientificas en las que se estan utilizando los esferoides como modelos de cultivo 3D



para el desarrollo de investigaciones biomédicas, moviéndonos desde los cultivos 2D

hacia una nueva era de los estudios in vitro, la era de los cultivos en 3D®3 1%,

El cultivo 3D representa un método con numerosas ventajas para modelar tumores
de pacientes in vitro. Las células cancerosas viables se pueden aislar del tejido
tumoral recién obtenido y, posteriormente, se exponen a farmacos terapéuticos en
condiciones experimentales controladas, lo cual resulta en una alternativa dirigida

hacia enfoques innovadores, asequibles, eficientes y efectivos?.



ll. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de cancer de cuello uterino es heterogénea al rededor del mundo, con
marcadas diferencias en la incidencia® *> . En cuanto a la mortalidad, las tasas son
discrepantes, por diferencias en la prevalencia de los factores de riesgo® . En
este contexto, la calidad de vida de una mujer se ve profundamente afectada,
considerando que son las mujeres de bajos recursos aquellas que presentan mas
probabilidades de morir, debido a la falta de infraestructura para la investigacion y

tratamiento oportuno®® 9.

Entre los tumores genitales femeninos, el mas frecuente es el de ceérvix, ubicado
como el tercer cancer mas comin en la poblaciéon mexicana femenina*”. Se ha
destacado en los Ultimos afios que el cancer cervical se encuentra en franco
aumento, globalmente se diagnostican aproximadamente 500 000 nuevos casos de
cancer cervicouterinoy cerca del 80% corresponde a los paises de ingresos

econémicos bajos® 9.

En 2019 México fue sede de la “Reunién Regional de Vacunacion contra el VPH
hacia la Eliminacion del Cancer Cervicouterino en las Américas”, en donde se
reportaron aproximadamente 72,000 casos de mujeres diagnosticadas con cancer de
cuello uterino en las Américas cada afio, siendo la primera o segunda causa de
cancer en mujeres en la mayoria de los paises en la region. En San Luis Potosi el
altimo informe oficial por la secretaria de Salud (2019) reporté que en 2018
ocurrieron 98 muertes por Cancer de Cuello Uterino, estimando que cada 4 dias

muere una mujer por este cancer®.

La meta fundamental de la investigacion citolégica cervical es identificar a las
mujeres que requieren evaluacién adicional con colposcopia para detectar la
presencia de lesiones precursoras de cancer, si se detectan anormalidades se
obtiene una muestra de tejido para realizar una biopsia, si resulta positiva para
estadios de NIC (Neoplasia Intraepitelial cervical) avanzado o cancer se interviene

quirdrgicamente en conjunto con tratamiento quimioterapéutico.



Como se mencion6 anteriormente, en entornos de bajos recursos, no se ha tenido el
éxito con estas medidas, por esto se buscan alternativas dirigidas hacia enfoques

innovadores, asequibles, eficientes y efectivos®® 29,

Respecto al tratamiento
guimioterapéutico los pacientes responden en forma diferente frente a la
farmacoterapia, debido a factores genéticos, epigenéticos y ambientales, que afectan
a las proteinas que metabolizan o transportan los farmacos, sus blancos terapéuticos
(receptores) o ambos, en donde la contribucibn de cada factor varia en cada

farmaco®® Y,

Por lo anterior han surgido nuevos enfoques, como el desarrollo de nuevos farmacos,
nuevas formas de quimioterapia y nuevos sistemas de entrega de farmacos. Un
enfoque prometedor es probar la respuesta terapéutica de las células cancerosas
obtenidas del propio tumor del paciente hacia una variedad de medicamentos. Las
células cancerosas viables pueden aislarse del tejido tumoral recién obtenido,
mantenerse viables y cultivarse en condiciones in vitro para posteriormente

exponerse a farmacos terapéuticos** 22.

Extensas pruebas demuestran que el cultivo 3D de células cancerosas imita in vivo
afecciones tumorales mas cercanas que el cultivo 2D convencional pues este modelo
se basa en la deteccion de alto rendimiento de miles de entidades quimicas y

bioldgicas en condiciones de ensayo altamente estandarizadas?.

La configuracion
3D permite una identificacion mas eficiente de las drogas que tienen afecto en

células cancerigenas.

Los modelos de tumores sdlidos que han sido Utiles para estudio de farmacos son los
esferoides tumorales multicelulares. Uno de los aspectos que permite el modelo de
cultivo son estudios de penetracibn de medicamentos, se han obtenido resultados
favorables para la doxorrubicina, metotrexato, vincristina, vinblastina para el 5-

fluorouracilo®.

Otra de las ventajas de los sistemas de cultivo 3D es que tienen el potencial de

evaluar la respuesta terapéutica mas rapido y a un costo menor que otros modelos,



el cultivo en esferoides se puede mantener viable hasta por 21 dias™®

permitiendo
ensayos a largo plazo, al tiempo que conservan caracteristicas y funcionalidades

importantes del tumor original.

En este estudio se tomd en cuenta la terapia antineoplasica en nuestro pais que, de
acuerdo a la guia de practica clinica, “Diagndstico y Tratamiento de Cancer
Cérvicouterino” de la Secretaria de Salud, 2010 indica para este tipo de tumores el
manejo farmacolégico es el Cisplatino, algunas veces en combinacion con Paclitaxel.

Sin embargo, en ocasiones el tratamiento resulta no ser eficaz.

El disefio y desarrollo de farmacos nuevos no tiene avances rapidos que cubran las
necesidades clinicas, por esto existen otras alternativas como el reposicionamiento
de farmacos. Realizar nuevas investigaciones con farmacos ya empleados en la
clinica asegura reducir costos y tiempo, ya que se conocen los perfiles de seguridad

y farmacocinética, lo que reduce el riesgo en comparacion con otras estrategias®?.

En este caso, con la implementacion de cultivos en esferoide y la evaluacion de
farmacos antineoplasicos con mecanismo de accion distinto obtenemos un panorama
especifico de la respuesta de cada paciente, esta informacion es Gtil para superar las
limitaciones de la terapia actual, ademas podemos sustentar tratamientos especificos

segun las respuestas individuales, asegurando una mejor respuesta al tratamiento.



I ANTECEDENTES

3.1 Céancer

El problema del cancer es claramente uno de los desafios sanitarios mas relevantes
de nuestra época. En el siglo XX, emergié un nuevo perfil epidemioldgico en el cual
las enfermedades cronicas y degenerativas, especialmente la patologia
cardiovascular y el cancer, se constituyeron en las primeras causas de muerte®. El
cancer se considera un conjunto de enfermedades que se caracteriza por el
crecimiento excesivo y descontrolado de células que invaden dafiando a tejidos y
organos, ya que se producen cambios en los genes que controlan la forma como

funcionan nuestras células, especialmente la forma como crecen y se dividen.

Segun la Organizacion mundial de la Salud (OPS) en 2020 el cancer es la segunda
causa principal de muerte en las Américas®®®). La carga del cancer se puede reducir
mediante la implementacion de estrategias basadas en la evidencia para su
prevencion, tamizaje, deteccion temprana, tratamiento y también para mejorar el
acceso a los cuidados paliativos. Los factores de riesgo modificables mas comunes
para el cancer, son compartidos con los de otras enfermedades no transmisibles, e
incluyen: el consumo de tabaco, el uso nocivo de alcohol, baja ingesta de frutas y

verduras y falta de actividad fisica.

Se prevé para el 2030, que el nimero de personas recién diagnosticadas con cancer
aumentara en 32% y ascendera a mas de 5 millones de personas por afio en las
Américas, debido a que la poblacion estad envejeciendo, los estilos de vida estan

cambiando y a la exposicién a factores de riesgo.

3.2 Céncer Cervicouterino

El cancer cervicouterino es en el ambito mundial el segundo cancer entre las
mujeres, solo precedido por el de mamas con altas tasas de incidencia®, se presenta
en un amplio rango de edad, usualmente en la quinta o sexta décadas de la vida
(promedio de 54 afos). En contraste, las lesiones intraepiteliales, que son
precursoras de la enfermedad invasiva, frecuentemente ocurren en mujeres mas

jovenes (a menudo por debajo de los 40 afios)®.



Cada afio, mas de medio millon de mujeres en el mundo son diagnosticadas con
cancer de cuello uterino, y poco mas de un cuarto de millon mueren de la
enfermedad, cerca de nueve de cada diez de estas muertes ocurren en paises de
ingresos medios bajos, donde la tasa de mortalidad es del 85% , ocasionando

profundas consecuencias econémicas y sociales®®.

La OPS menciona que en América Latina y el Caribe, el cancer cervicouterino sigue
siendo uno de los tipos mas frecuentes en mujeres y se puede prevenir con la
vacunacion contra el virus del papiloma humano (VPH), ademas del tamizaje y el

tratamiento de las lesiones precancerosas.

El cancer de cuello uterino es causado principalmente por el virus del papiloma
humano (VPH). Los avances en biologia celular, molecular e inmunologia han
permitido conocer el rol del VPH en el desarrollo de lesiones premalignas y malignas
del cuello uterino, cuya via de contagio es a través del contacto sexual. Estas
infecciones pueden resolverse espontaneamente o progresar a la aparicion clinica de
la enfermedad, manifestdindose mas notablemente como displasia cervical que

puede progresar a cancer.®® 27,

El desarrollo del cancer cervical, generalmente, es muy lento y comienza como una
afeccion precancerosa llamada displasia, cuando una célula escapa a los controles
de division y muerte celular y comienza a proliferar descontroladamente. Todas las
células de un organismo multicelular complejo estan sometidas a un riguroso control
gue abarca tanto su potencial de proliferacion y diferenciacion, como la muerte
celular por senescencia o apoptosis. El triAngulo que se establece entre los indices
de proliferacion, diferenciacion y apoptosis constituye la base sobre la cual se asienta

la homeostasia de 6rganos y tejidos®®.

3.3 Anatomia del cuello uterino
El tracto genital inferior femenino esta formado por el cuello uterino, la vagina y la
vulva. El cuello uterino es la porcion inferior del Gtero, delimitado por arriba por el

istmo y protruye en la vagina. Es un organo cilindrico y fibroso, que tiene una longitud



promedio de 3 a 4 cm. Mide entre 2,5 y 3 cm de longitud en la nulipara y se ubica
hacia atras en forma oblicua. Se divide en la porcion vaginal o exocérvix cubierta por
células escamosas y el canal o endocérvix cubierta por células glandulares. La zona
de transicion o transformacion es donde se encuentran estos dos tipos de células y
se denomina unién pavimentoso-cilindrica, esta zona cambia por el envejecimiento o
por dar a luz, identificar la zona de transformacién tiene gran importancia en la
colposcopia, pues casi todas las manifestaciones de carcinogénesis cervical ocurren

en esta zona.

El exocérvix es la parte més facilmente visible del cuello uterino; el endocérvix, en
gran parte no visible, es contiguo al orificio cervical externo. EIl ectocérvix esta
recubierto por un epitelio escamoso estratificado rosado, de mudltiples capas
celulares, mientras que un epitelio cilindrico rojizo de una Unica capa celular recubre
el endocérvix. Las capas celulares intermedia y superficial del epitelio escamoso
contienen glucégeno. El cuello uterino esta recubierto por epitelio escamoso
estratificado no queratinizante y por epitelio cilindrico. Estos dos tipos de epitelio

confluyen en la unién escamoso-cilindrica.

3.4 Virus del papiloma humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el principal agente causal conocido de
cancer cervicouterino. Se estima que 80% de la poblacién mundial contraera VPH en
algiin momento de su vida, en un plazo de 2-5 afios después de iniciar la actividad
sexual. Algunos datos concluyen que el coito es la via primaria de infeccidn genital y
estos datos estan respaldados por informacién documentada de la presencia de

verrugas en genitales de parejas sexuales®.

De esta manera, tanto hombres como mujeres estan involucrados en la cadena
epidemioldgica de la infeccion, pudiendo ser acarreadores asintomaticos,
transmisores y también victimas de la infeccion por VPH. Los factores asociados con
la infeccion por VPH esencialmente estan relacionados con el comportamiento
sexual, como es la edad de inicio de vida sexual, un alto nimero de parejas sexuales

a lo largo de la vida, o contacto sexual con individuos de alto riesgo®?.
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Los virus del papiloma infectan los epitelios de los vertebrados, donde pueden causar
neoplasias o persistir asintoméaticamente, estos tienen genomas de ADN bicatenarios
circulares de aproximadamente 8 kb de tamafio y tipicamente contienen ocho genes,
son pequefios virus de DNA, de doble cadena, cuya actividad transformante se
explica principalmente por la actividad de sus oncoproteinas E6 y E7. Estas
proteinas se unen a un sin niumero de reguladores celulares importantes en el control
de procesos biolégicos como: la apoptosis, proliferacion celular, estabilidad
cromosoOmica, transcripcion de genes (oncogenes y genes supresores de tumor),

diferenciacion celular y la respuesta inmunoldgica, entre otros® 32,

Después de una infeccibn natural solo la mitad de las mujeres desarrollan
anticuerpos contra VPH detectables, los cuales probablemente no son protectores®?.
Los VPH infectan el epitelio cervical sin entrar en la circulacion, por lo que las
particulas no se exponen eficazmente al sistema inmune. Como resultado, la
vigilancia inmunoldgica tipica, que involucra el trafico de células especializadas
desde el sitio de la infeccion hasta 6rganos linfoides secundarios, se encuentra
limitada o abatida. Aunado a esto, una vez dentro de la célula, la particula del
papilomavirus puede utilizar multiples mecanismos para abatir la respuesta inmune

que es necesaria para la eliminacion de la infeccion ©%.

La infeccién por el virus de papiloma humano se puede clasificar en: primero una
infeccion latente, que se caracteriza por la presencia de VPH en las células o tejidos
gue son aparentemente normales y sin ninguna manifestacion de enfermedad. Sin
embargo, el virus esta ahi y en ocasiones puede ser detectado por técnicas
especificas como Hibridacion in situ o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Posteriormente la infeccion subclinica se manifiesta por cambios microscoépicos en el
epitelio cervical (coilocitos, displasias) detectados en las citologias o cortes

histolégicos de los tejidos afectados.

La presencia de VPH en este punto se puede verificar mediante el uso de un
colposcopio que evidencia cambios de coloracion en el cuello uterino después de

aplicar una solucion de acido acético; estos cambios se asocian a la infeccion con
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VPH y una posible lesién premaligna. Finalmente la infeccion clinica se manifiesta
por la aparicion de tumores visibles y es en esta etapa donde podemos encontrar

gran cantidad de tejido positivo para VPH®Y,

Los papilomavirus han cohabitado con la especie humana a través de miles de afos,
sufriendo pocos cambios en su composicion gendémica. Basado en el andlisis de
secuencia de DNA, se han reconocido mas de 200 genotipos de VPH que causan un
diverso rango de lesiones epiteliales®, 30 tipos son responsables de infecciones
ano-genitales. Su potencial de la magnitud de los subtipos del VPH se clasifica en 3
grupos. Los tipos 16 y 18 son los genotipos méas frecuentes asociados a cancer
cervical, vulvar, de pene y anal. Los tipos 6 y 11 estan asociados al desarrollo de
lesiones benignas como verrugas y condiloma acuminado. A nivel evolutivo todos
los papilomavirus que se conocen se han agrupado en 16 géneros y los VPH se
agrupan en 5 de estos géneros. Los dos géneros de VPH mas importantes son los
papilomavirus Alpha (a) y los Beta (B). La mayoria de los VPH que infectan area

genital pertenecen al género Alpha®®.

3.5 Fisiopatologia del Cancer Cervicouterino

La metaplasia escamosa del cuello uterino consiste en el reemplazo fisioldgico del
epitelio cilindrico evertido al exocérvix por un epitelio escamoso neoformado de
células de reserva subyacentes a las cilindricas. La parte del cuello uterino en la que

se produce metaplasia escamosa se denomina zona de transformacion.

En la unién escamo-columnar del epitelio cervical es la zona donde es mucho mas
susceptible por infeccion de VPH, de ahi es el lugar méas frecuente (hasta el 90%) de
la localizacion del carcinoma. El epitelio cervical tiene una organizacién estratificada,
en donde las células de la capa basal mantienen la capacidad de mitosis. En el
resultado de la divisidon celular, se da origen a dos células idénticas; una de ellas se
dirige al estrado superior para poder completar la diferenciacion terminal y la

segunda se mantiene en el estrato basal como célula de ciclado y de recambio.
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Cuando la célula es infectada por el VPH, el genoma viral es sintetizado en las
células basales a partir de copias episomames (unidad extracromoosomica replicante
qgue funciona autbnomamente o con un cromosoma), afectando a la progenie en
donde las células iniciaran la infeccion y aquella destinada al cambio de estrato
epitelial y estos presentaran la expresion de genes tardios dando lugar a la fase
vegetativa del ciclo de vida del VPH. Por ultimo, el ADN viral es empaquetado en la

capside y lo viriones son liberados para reiniciar un nuevo ciclo de vida.

El VPH hay dos ciclos para la replicacion viral; uno es la infeccion litica en la que el
virus llega a las células parabasales con mucha capacidad de replicacién, se
introduce en el citoplasma y posteriormente en el nucleo; y la infeccion lisogénica
agui se ve afectado directamente al genoma celular como en el caso del VPH de alto

riesgo como es el 16y 18.

3.6 Neoplasia Intraepitelial Cervical

La historia natural del cancer cérvico uterino implica la progresién gradual de una
serie de etapas secuenciales en que las células del cérvix presentan ciertas
anormalidades histoldgicas conocidas como Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).
En 1990 se propuso la terminologia histopatologica, NIC de bajo grado, comprendia
anomalias como atipia coilocitica, lesiones NIC | (displasia leve), y NIC de alto grado,

comprendia NIC Il y NIC Ill, y finalmente cancer invasor®’: 3",

Puede sospecharse NIC por examen citolégico con la técnica de Papanicolaou o
mediante examen colposcépico. El diagnéstico de NIC se establece por examen
histopatolégico de una biopsia cervical. Para clasificar la NIC se observa la
proporcién del espesor epitelial que presenta células maduras y diferenciadas. Los
grados mas avanzados de NIC suelen tener una mayor proporciéon del espesor
epitelial con células indiferenciadas y solo una delgada capa superficial de células
maduras, diferenciadas. Conforme se incrementa la gravedad de la NIC aumenta el
namero de figuras mitéticas, que pueden verse en las capas epiteliales superficiales.
Las configuraciones anormales de las figuras mitGticas también se tienen en cuenta

al establecer el diagnéstico final®®.
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3.7 Factores de Riesgo del Cancer Cervicouterino

Conforme a la establecido en la guia de practica clinica (GPC) prevencién y
deteccién oportuna del cancer cérvico uterino en el primer nivel de atencion,
(actualizacion 2011) y la Norma Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994, para la
prevencion, tratamiento y control de cancer del cuello del Gtero y de la mama en la

atencién primaria; se mencionan los siguientes factores de riesgo
Mujer en el grupo de 25 a 64 afios de edad:

La edad promedio de las mujeres que por primera vez reciben un diagnéstico de
cancer cervicouterino es entre 50 y 55 afios. Al contrario de muchos otros tipos de
cancer que afectan con poca frecuencia a los adultos jévenes, el cancer cervical

puede afectar a las mujeres jovenes de entre veinte y treinta afios.
Inicio temprano de relaciones sexuales (antes de los 18 afios):

En la adolescente se produce una metaplasia activa, o lo que es igual, una
transformacioén celular del epitelio columnar en metaplasico y de este en escamoide,
incrementandose el potencial de interaccion entre el carcindgeno (semen y traumas

del coito) y el cuello uterino.
Multiples parejas sexuales (tanto del hombre como de la muijer):

El ndmero de parejas sexuales aumenta el riesgo de padecer cancer cervicouterino

por los diferentes contactos sexuales.
Multiparidad (mas de cuatro partos):

Se aumenta el riesgo de cancer cervicouterino debido a mayor niumero de contactos
sexuales, a traumas cervicales, desgarros del parto no suturados con mas exposicion

a virus oncogénicos y a cambios hormonales con posible accion carcinogénica.

Tabaquismo:
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La nicotina, una vez en el torrente sanguineo, al llegar al cuello uterino se transforma
en un oncogén capaz de inducir cambios mitogénicos en las células cervicales. Las

mujeres fumadoras tienen dos veces mas riesgo que las no fumadoras.
Nunca haberse practicado estudio citologico:

Mas de la mitad de los casos se detectan en mujeres que no participan en revisiones

regulares.
Antecedentes de enfermedades de transmision sexual:

Las infecciones de transmision sexual son una clase relativamente comun de
bacterias o virus que puede infectar el sistema reproductor. Se transmiten mediante
el contacto sexual. Algunos estudios han indicado que las mujeres cuyos resultados
de andlisis de sangre muestran evidencia de una infeccion sexual pasada o actual
contienen mayor riesgo de cancer de cuello uterino que las mujeres con un analisis

de sangre normal.

3.8 Métodos de tamizaje

La prevencion del cancer cervical recae en dos categorias principales: prevencion
primaria y secundaria. La prevencién primaria se caracteriza por la promocion de
estilos de vida saludables y comportamientos que minimicen el riesgo de cancer
cervical. La prevencion secundaria, involucra la deteccion temprana de la
enfermedad para prevenir su diseminacion, Su propoésito, es la deteccion en etapas

tempranas y asf prevenir su potencial progresion a cancer cervical®® 39,

Las pruebas de deteccion de cancer de cuello uterino disponibles consisten en la
prueba de Papanicolaou y, en algunas mujeres, la prueba de PCR para VPH aunque
su costo elevado hace que sea inaccesible a poblaciones de bajos ingresos® *®. La
citologia cervicovaginal (Papanicolaou) es el método mas fiable para detectar el
cancer pre invasivo. Esta prueba detecta el 90% de los cambios cervicales precoces.
Aunque algunos autores cuestionan la validez de este por los falsos negativos (hasta
el 25%) que puede deberse a defectos de la toma, y errores en la interpretacion del

laboratorio. También por los falsos positivos (15%) seguramente por alteraciones
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celulares debidas a inflamaciones agudas, atrofias o alteraciones producidas por el
VPH.

Consiste en el estudio de células descamadas del cérvix y del fondo del saco vaginal
y cuyos componentes son células epiteliales del cuello y vagina, células no epiteliales
(leucocitos, hematies, histocitos), gérmenes (bacilos, hongos, virus). Estos
componentes del frotis dependen de la localizacién de la toma, edad de la mujer,

momento del ciclo y tratamientos.

Dentro de las anomalias de las células epiteliales se describen dos categorias:
lesiones intraepiteliales escamosas debajo y de alto grado (LIS), entre las LIS de
bajo grado se incluyen cambios celulares asociados con VPH y displasia leve (NIC1),
en las LIS de alto grado se incluyen lesiones que se consideran displasia moderada
(NIC 2), severa (NIC3) y carcinoma in situ (CIS)

Por otro lado, la colposcopia es una exploracion complementaria que contribuye al
estudio y localizacién de las lesiones del epitelio cervical. El diagnostico colposcoépico
de la NIC depende del reconocimiento de 4 caracteristicas principales: la intensidad,
la acetoblancura, los bordes y el contorno superficial de las zonas acetoblancas, las
caracteristicas vasculares y los cambios cromaticos después de la aplicacién de
yodo“?.

El método considerado como el estandar de oro para diagndstico es la biopsia la cual
consiste en la extraccion de tejido cervical en la cual el raspado endocervical es una
herramienta diagnostica efectiva en cerca del 90% de los casos. La conizacion se
realiza cuando los resultados de la colposcopia son insatisfactorios, este
procedimiento implica la extraccion de un fragmento en forma de cono del tejido del
cérvix y del endocérvix. Este procedimiento puede realizarse con bisturi, laser o

electro-bisturi de radiofrecuencia.

3.9 Diagnostico
Segun la guia de practica clinica “Diagnéstico y tratamiento del Cancer

Cervicouterino”, toda paciente con sospecha de cancer cervicouterino debera ser
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corroborada mediante colposcopia y toma de estudio histopatolégico el cual se
realizard& mediante: toma de biopsia dirigida, curetaje endocervical y/o como
diagnostico. El estudio de todas las pacientes debe incluir historia clinica completa,

examen fisico completo, toma de citologia y biopsia.

3.10 Clasificacion FIGO

En México la estadificacion clinica del cancer cervical es usando los criterios de la
Federacion Internacional de Gineco-obstetricia (FIGO), esta clasificacion es usada
para los canceres de 6rganos reproductores femeninos, incluyendo el cancer de
cuello uterino. Hasta ahora, la estadificacion de FIGO se basaba principalmente en el
examen clinico con la adicion de ciertos procedimientos permitidos por FIGO para
cambiar la estadificacion. En 2018, esto fue revisado por el Comité de Oncologia
Ginecolégica de FIGO para permitir la obtencion de imagenes y hallazgos
patologicos, cuando estén disponibles, para asignar la etapa.

ESTADIO DESCRIPCION

| El carcinoma esta estrictamente confinado al cérvix (la extension al cuerpo uterino debe ser irregular)

1A Carcinoma invasor que puede ser diagnosticado solo por microscopia, con maxima profundidad de invasién <5mm?

1A1 Invasién estromal <3 mm de profundidad

1A2 Invasion estromal >3 mm y <5 mm en profundidad

1B Carcinoma invasivo con medida de invasién mas profunda >5 mm (mayor que el estadio IA). Lesion limitada al cuello uterino
1B1 Carcinoma invasor con profundidad >5 mm de invasion estromal, y <2 cm en su maxima dimension

1B2 Carcinoma invasor >2 cm y <4 cm en su maxima dimension

1B3 Carcinoma invasor >4 ¢m en su maxima dimension

1 El carcinoma invade mas alla del dtero, pero no se ha extendido al tercio inferior de la vagina ni a la pared pélvica.

1A Compromiso limitado a los dos tercios superiores de la vagina, sin compromiso parametrial
1AL Carcinoma invasivo <4 cm en su maxima dimension

11A2 Carcinoma invasivo >4 cm en su maxima dimension

11B Con afeccion parametrial pero no hasta la pared pélvica

11 El carcinoma involucra el tercio inferior de la vagina y se extiende hasta la pared pélvica y causa hidronefrosis o disfuncion renal

17



e involucra ganglios linfaticos pélvicos y para-aorticos

1A El carcinoma involucra el tercio inferior de la vagina, sin extension a la pared pélvica.

1B Extension a la pared pélvica y/o hidronefrosis o disfuncion renal

1ic Afectacion de los ganglios linfaticos pélvicos y para-aorticos, independientemente del tamafio y extension del tumor

1IC1 Solo metastasis de ganglios linfaticos pélvicos

1icz2 Metéstasis de ganglios linfaticos para-adrticos

v El carcinoma se ha extendido maés alla de la pelvis verdadera o ha afectado (probado por biopsia) a la mucosa de la vejiga o el

recto. (Un edema ampolloso, como tal, no permite asignar un caso a la etapa 1V)
IVA Propagacion a 6rganos pélvicos adyacentes

VB Propagacion a 6rganos distantes

Tabla 1 Estadificacion FIGO para CaCu (2018)

Las clasificaciones FIGO y TNM han sido practicamente idénticas al describir la
extension anatomica de la enfermedad. La clasificacion revisada de FIGO ahora esta
mas estrechamente alineada con la clasificacion TNM. La nomenclatura TNM se ha
utilizado hasta ahora para documentar el estado de la enfermedad ganglionar y
metastasica. La etapa se asignara unicamente después de que todos los informes de
imagenes y patologia estén disponibles. No se puede modificar mas tarde. La
estadificacion FIGO 2018 incluye la participacion de los nodos y, por lo tanto, permite
la seleccién y evaluacion de la terapia, asi como la estimacion del pronéstico y el
célculo de los resultados finales®.

3.11 Esferoides Tumorales Multicelulares

Los esferoides tumorales son un modelo de cultivo 3D de agrupaciones celulares que
se beneficia de la propiedad natural de agregarse que muestran varios tipos
celulares, poseen la capacidad de que las células crecen en forma tridimensional la

cual esté influida por factores de sefializacion.

Las células no se encuentran adheridas a un soporte, sino que forman un agregado
celular de forma esferoidal en el interior de un liquido pipeteable durante todo el
tiempo que dura el cultivo. Ademas, las células no requieren un andamiaje externo o

interno para agregarse, se pueden unir unas a otras, mimetizando un ambiente
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fisiologico similar al del tejido de procedencia. Por otro lado, el esferoide puede

originar su propia matriz extracelular?.

3.12 Antecedentes historicos de cultivos en esferoide

Los origenes del método de cultivo 3D se remontan a los afios 40°s por Holtfreter y
Moscona con sus investigaciones acerca de mofogenesis, utilizando reagregados
esferoidales de células. Mas tarde en los afilos 70°s Sutherland utilizo esferoides

tumorales para evaluar su respuesta a agentes terapéuticos.

Posteriormente diversos estudios se centraron en el desarrollo de una variedad de
enfoques para el crecimiento de células en 3D“* %4, Otros estudios se centraron en
el desarrollo/sintesis de varias matrices para apoyar el crecimiento celular en
estructuras 3D“ %9 y muchos otros se centraron en los comportamientos de las

células cultivadas en 3D en comparacion con las células cultivadas en 2D(47, 48).

En la préactica este modelo puede ser utilizado en diversas investigaciones de tipo
biomédico, siempre y cuando se den las condiciones adecuadas para formar los
esferoides. Dentro de los campos cientificos en los que se han utilizado con éxito los
esferoides son la Biologia Celular (adhesién, migracién y morfogénesis), la Virologia
(aislamiento, propagacion y cuantificacion de virus, interaccion célula-virus); la
Farmacologia (evaluaciéon de farmacos); la Inmunologia (uso de moduladores
inmunitarios); la cirugia (comportamiento de células de diferentes tejidos, como las
de hueso y cartilago en diferentes medios o frente a diferentes materiales);
Oncobiologia (recreaciéon de tumores, estudio de quimiocinas en células cancerosas
o terapia basada en anticuerpos); la Biologia del desarrollo y de la Fertilizacion
(desarrollo de embriones)™?.

3.13 Principales ventajas del modelo en esferoide
Por estudios de microambiente y comportamiento espacial de las células tumorales,
y sobre las necesidades de métodos eficaces de expansion de las células, han

puesto en evidencia la necesidad de disponer de procedimientos nuevos, que
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permitan cultivar células en un entorno lo mas similar posible al del tejido del que

forman parte en el organismo vivo™®?.

Se ha propuesto el uso de modelos de cultivo en tres dimensiones (3D),
denominados esferoides tumorales multicelulares. Este método tiene una amplia
variedad de usos: permiten investigaciones in vitro sobre las relaciones estructura-
funcién celulares en situaciones normales o patoldgicas; en estudios sobre la
interaccion célula-sustancias o estructuras del medio organico, tales como los
factores de crecimiento, las citocinas, los componentes de la matriz extracelular, etc,

para el diagndstico clinico.

Debido a la estructura tridimensional nativa de los carcinomas, que es responsable
de numerosas interacciones autocrinas y paracrinas relacionadas a la progresion del
tumor, resulta dificil que dicha red de interacciones pueda ser recreada en el modelo
de cultivo en monocapa, en donde los contactos célula-célula estan disminuidos y

pierden la heterogeneidad asociada con un tumor sélido®“?.

En contraste el cultivo de esferoides presenta una compleja red organizada con
interacciones tridimensionales célula-célula y célula-matriz extracelular (uniones
comunicantes, desmosomas y E-cadherina, principalmente), por lo que cada célula
individual esta expuesta a diferentes condiciones de espacio y de disponibilidad de
nutrientes. Estudios recientes revelan que la capacidad que poseen las células para
crecer en forma tridimensional esta influida por factores de sefializacion del suero
tales como antigeno carcinoembrional, interferon-y, IGFIl, heregulina 31, plasmina, y
Ecadherina. La integridad del esferoide se mantiene por el incremento de uniones
estrechas, comunicantes y desmosomas entre las células y un aumento de matriz

extracelular®® %9,

3.14 Proceso de formacion del esferoide
El crecimiento de los esferoides es consecuencia de la multiplicacibn de los
clonégenos de la poblacion celular que los constituye, su crecimiento puede ser

manipulado o modificando por las condiciones del medio ambiente en donde se
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desarrollan®?

, estudios recientes han demostrado que los esferoides se pueden
mantener viables por una periodo promedio de 10 dias sin mostrar cambios

significativos en cuanto a muerte celular™®.

Existen diversas variables del cultivo de esferoides, las cuales se determinan en
relacion con su origen. Los Esferoides Tumorales Multicelulares clonogénicos
provienen de células tumorales o explante de tejido, en una primera fase de cultivo
se forma un nucleo primario, la segunda fase cosiste en agitacion orbital suave que
favorece la consolidacion del esferoide. Este tipo de esferoide puede ser monocultivo
(un solo tipo celular) o co-cultivos (varios tipos celulares).

La continua compactacion de las células cancerigenas durante la vida media de los
esferoides genera la formacién de distintas zonas internas como en los microtumores
s6lidos®?. A nivel estructural se pueden distinguir tres capas de poblaciones
celulares: un centro apoptético/necrético (que solo aparece en esferoides con
diametro mayor de 500um) es la mas profunda y donde se acumulan los desechos
metabdlicos de la zona de proliferacion, ésta en un esferoide maduro es la zona mas
grande por la matriz extracelular que se alarga continuamente en funcion de que la
zona necroética se llene de desechos. La zona necrética puede alcanzar unos 300-

500 pm de diametro®® %2,

La siguiente es una capa intermedia de células con tendencia a diferenciarse
también llamada zona de senescencia es una zona donde debido a la ausencia de
nutrientes, las células de cancer disminuyen su proliferacién hasta que desaparece
por completo en funcién de la concentracion de los nutrientes. En esta zona existe
una alta tension generada por el peso de la zona de proliferacion. El diametro de esta
zona es muy dificil de determinar, pero es la zona con menor diametro, por altimo, se
encuentra una capa externa de células en proliferacién, es la capa donde se lleva a
cabo la proliferacion celular, esta existe debido a la dependencia de las células de

cancer al medio de cultivo®®
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Las células tumorales solo pueden crecer en la superficie y no en zonas mas internas
debido a la falta de vascularizacion. El diametro de esta zona es de 100-200 pm. El
modelo de esferoides clonogénicos en particular es utilizado para investigaciones de
hipoxia®® %Y. Por otro lado, los esferoides tumorales multicelulares agregados no
cuentan con la formacion de un nucleo primario, las células solo se agregan a
consecuencia de la agitacion orbital a la que son sometidos y la mayor parte de las
capas contienen células en proliferacion. Las uniones celulares en este caso pueden
ser disociadas facilmente por fuerzas mecanicas y son empleados principalmente

para el estudio de penetrabilidad de farmacos o vectores de terapia génica®" ).

Cabe destacar que tanto lineas celulares como células obtenidas de tejidos pueden

formar ambos tipos de esferoides.

3.15 Esferoides formados a partir de diferentes tipos celulares

Las células del esferoide preservan su fenotipo celular especifico, el cual es
caracteristico del tejido diferenciado. Caracteristicamente los esferoides tienen un
patron de crecimiento, este patron no varia de acuerdo con el tipo celular de
procedencia, pero si con la variante de cultivo que se utilice (esferoides clonogenicos
o esferoides agregados). Cuando se inicia un cultivo el crecimiento es lento, seguido
de una fase de crecimiento exponencial y finalmente se presenta nuevamente un

crecimiento lento con una fase de meseta en la cual mantienen su tamario final“?.

La morfologia de los esferoides exhibe diversos tipos de estructura; dependiendo del
linaje celular del que procedan, por ejemplo en cultivos provenientes de tejido
mamario humano, las células se agrupan y forman estructuras acinares, ademas de

que conservan patrones de expresion de proteinas del tejido de origen®®.

3.16 Modelo de cultivo en esferoides en la investigacion clinica

El modelo puede evaluar respuestas especificas de un tumor, por ejemplo, el
metabolismo celular de células neoplasicas, sefializacién celular, gradientes
bioquimicos, proliferacion, diferenciaciébn, expresion génica, penetracion de

farmacos, resistencia a radioterapia, resistencia farmacoldgica, etc?.
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Se ha utlizado el modelo 3D como una prueba predictiva para evaluar la
hiperradiosensibilidad de las células neoplasicas de lineas celulares de cancer de
mama expuestas a dosis bajas de radiacion. Como resultado de este estudio se
desarroll6 un método que permitié determinar la radiosensibilidad de los esferoides
con suficiente precision y con una perturbacibn minima de las muestras
experimentales. Aportando contribuciones a la comprension de la respuesta de

tumores mamarios a la radioterapia®®.

La toxicidad a nivel hepatico es un campo ampliamente estudiado, ha habido una
serie de avances en la comprension de las funciones de los hepatocitos, la
sefalizacion celular y los mecanismos de toxicidad hepatica. La desdiferenciacion de
los hepatocitos en un cultivo de células 2D (cultivo en monocapa) esta bien
establecida y acompafia a una reduccién en las principales funciones hepaticas®”.
Esto es particularmente relevante para los hepatocitos, que tienen forma poligonal y
estan multipolarizados para presentar al menos dos superficies basolaterales y dos

apicales.

La generacion de modelos y las técnicas de cultivo 3D de hepatocitos han mejorado
la estabilidad celular, logrando mantener la funcién hepética presente in vivo. Los
modelos son aptos para el uso rutinario y la adaptacion de alto rendimiento los hace
particularmente deseables en el contexto del descubrimiento industrial de

farmacos®®%9,

3.17 Esferoides en ensayos farmacoldgicos

Los procesos de descubrimiento y validacién de farmacos deben integrar tanto el
cribado de cultivo celular 2D como el estudio en animales®®, cumpliendo con el
procedimiento estdndar antes de los ensayos clinicos. Sin embargo, los datos
recopilados del sistema celular 2D a menudo resultaban engafiosos para las
respuestas in vivo como se mencion6 anteriormente, y los modelos animales hasta la
actualidad siguen siendo costosos, requieren mucho tiempo, son controvertidos con

dilemas éticos e inconsistentes debido a las diferencias de especies®?.
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El descubrimiento de farmacos podria ser uno de los enfoques mas importantes del
modelo en esferoide. Este método se ha desarrollado en estudios de cancer de
colon™, prostata®, mama®, higado®, mas no se encontré bibliografia
relacionada a modelos de CaCu. Por lo que es de interés estudiar el comportamiento
de esferoides tumorales de pacientes con CaCu para evaluar el efecto de los
farmacos con los que se trata dicha neoplasia para desarrollar estrategias

terapéuticas eficaces con un enfoque a la medicina personalizada.
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IV. HIPOTESIS
Existiran diferencias entre los tratamientos con farmacos antineoplasicos sobre

modelos celulares 3D formados a partir de pacientes con diagndstico de CaCu.

V. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar 4 farmacos antineoplasicos utilizados en el tratamiento de tumores solidos
sobre un modelo celular 3D (esferoides) formado a partir de células de pacientes con

diagnéstico de CaCu.

5.2 Especificos
Evaluar la respuesta de cultivos monocapa al ser expuestos a los diferentes

tratamientos propuestos

Generar la densidad celular adecuada para sembrar esferoides homogéneos en

placa de 96 pozos
Evaluar el efecto de tratamientos conocidos y establecer ECsg

Evaluar en modelos en esferoide los efectos de combinaciones buscando

sinergismos.
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VI. METODOLOGIA
6.1. Tipo y disefio de estudio

El presente estudio es cuantitativo, transversal analitico.

6.2. Limites de espacio y tiempo
Las muestras recolectadas proceden del banco de tumores del Instituto Nacional de
Cancerologia, Autorizacién del Protocolo: 133300410C0026.

El procesamiento y andlisis de las muestras se realizé en la Coordinaciéon para la
Innovacion y aplicacion de la Ciencia y la Tecnologia (CIACYT), unidad de
Innovacion en Diagndstico Celular y Molecular, de la universidad Autbnoma de San
Luis Potosi en el periodo Octubre 2020, agosto de 2021.

6.3 Universo y muestra
Universo: Mujeres diagnosticadas con cancer cervicouterino (NIC II- CaCu In situ),

tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia.

Poblaciéon: 5 muestras de células de exfoliado cervical de Mujeres diagnosticadas
con cancer cervicouterino (CaCu In situ y CaCu IIB) provenientes del banco de

tumores del Instituto Nacional de Cancerologia.

Muestra: EI método de muestreo serd no probabilistico por conveniencia, se
recolectaran 5 muestras del banco de tumores del Instituto Nacional de Cancerologia
de mujeres diagnosticadas con cancer cervicouterino en etapas localmente

avanzadas.

6.4 Variables

Las variables se encuentran en el anexo 1.

6.5 Cultivos monocapa

Para determinar las diferencias entre cultivos en monocapa y cultivos en esferoide se
utilizaron células HelLa para los cultivos monocapa; se sembraron 20000 células por
pozo en caja de 96 pozos (Eppendorf) en medio DMEM con 10% de suero fetal
bovino (FBS) y 1% de antibiotico (penicilina), a 37°C. 5% de flujo de CO».
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6.6 Cultivo de esferoides de células HelLa
Se realiz6 el conteo de células en cAmara de Neubauer para sembrar 20°000 células
por pozo en caja de 96 pozos Corning® spheroid microplates ULA (Ultra-Low
Attachment surface), las células fueron sembradas en medio DMEM con 10% de
suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibiotico (penicilina), para posteriormente incubar
a 37°C. 5% de flujo de CO, por 72 horas.

Se observd la formacion de esferoides por medio de microscopia (Microscopio

Invertido Leica Thermo Fisher).

6.7 Cultivo de esferoides tumorales a partir de muestras de pacientes CaCu

Se obtuvieron muestras provenientes de pacientes con CaCu (CaCu In situ segun la
clasificacion FIGO) para posteriormente realizar conteo de células en camara de
Neubauer.

Se estableci6 la densidad celular adecuada para sembrar 200 pL de la muestra
original en una caja de 96 pozos Corning® spheroid microplates ULA (Ultra-Low
Attachment surface), las células fueron sembradas en medio DMEM con 10% de
suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibiético (penicilina), a 37°C. 5% de flujo de CO

por 72 horas.

Se determina cultivo esferoidal, cuando se visualizan bordes regulares sin células
individuales claramente definidas. Se observé la formacion de esferoides por medio

de microscopia (Microscopio Invertido Leica Thermo Fisher).

6.8 Tincién DAPI

Se empleo la tinciéon DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol) para visualizar la organizacion
celular en esferoides. El colorante DAPI es capaz de tefiir los nacleos de células
vivas, accede al ADN celular donde tiene gran avidez a las bases nitrogenadas

adenina y timina.

Utilizamos esferoides formados a partir de células humanas de cancer cervicouterino
en estadio IIB. Se afadio el colorante DAPI en la placa de 96 pozos Corning®

spheroid microplates ULA (Ultra-Low Attachment surface) para llevar a incubar por 5
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minutos a 37° protegido de la luz. La tincibn se observO en microscopio de
fluorescencia 358/461nm.

6.9 Ensayos de viabilidad

Se determiné la viabilidad y apoptosis con el kit ApoLive-GloTM Multiplex el cual
mide el nimero de células viables como marcador de citotoxicidad como la activacion
de caspasa como marcador de apoptosis para determinar el mecanismo de muerte

celular.

La primera parte del ensayo mide la actividad de un marcador de proteasa de

viabilidad celular.

La segunda parte del ensayo utiliza Caspase-Glo que proporciona un sustrato de
caspasa-3/7 luminégeno, para detectar la activacion de la caspasa, un biomarcador

clave de la apoptosis.

6.10 Prueba de LDH citotoxicidad celular.
El aumento de la actividad de LDH conduce a varios tipos de tumores malignos, sirve

como marcador para cancer de células madre y se correlaciona con mal pronostico.

La actividad de esta enzima se determind por el kit de andlisis de Cayman LDH
Cytotoxicity. La lactato deshidrogenasa es una enzima citosélica soluble que se
libera en el medio de cultivo después de la pérdida de la integridad de la membrana

como resultado de la citotoxicidad inducida por compuestos.

Una vez que se tienen formados los esferoides, en una placa de 96 pocillos se
agregaron 50uL de la enzima ALDH, posterior a esto se tomd lecturas de

absorbancias en espectrofotometro a 450 nm.

6.11 Ensayos de citotoxicidad

Se realizaron ensayos de citotoxicidad de los esferoides en interaccion con
cisplatino, 5 fluoracilo, taxol, doxorrubicina en placa de 96 pozos de 2,5 x 10*, cada
uno con al menos un esferoide, se sembr6 uno para el control y tres para cada una

de las concentraciones del farmaco a probar (10, 50, 100 uM/L).
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La citotoxicidad fue evaluada por medio del kit ApoLive-Glo y se construyeron las
curvas dosis respuesta para cada farmaco. Los ensayos fueron realizados por
triplicado.

6.12 Ensayo para determinar adicion sinergismo y antagonismo
Previamente se determind la Concentracién Fraccional Inhibitoria (CFl) de cada

componente basandose en las ECsg individuales.

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos que contenian un esferoide, se
adiciono a la placa diluciones de dos distintos farmacos (A y B) (Figura 2), incubando
la placa a las condiciones de temperatura y tiempo Optimas. Estas contienen
concentraciones (UM/L) que incluyen valores mayores y valores menores a la ECs

determinada previamente para cada farmaco por separado.
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Figura 1 Representacion gréafica del modelo tablero de ajedrez: Graficamente en el eje de las
abscisas se ubican las diluciones del farmaco A y en el eje de las ordenadas se distribuyen
las mismas diluciones del farmaco B, de forma que la primera casilla es la correspondiente a
un valor de cero (control) que multiplica al valor de la CMI de Ay B
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6.12 Analisis estadistico
Para el analisis de los resultados se utiliz6 el programa estadistico GraphPad Prisma
V8. Los valores de p: ***p=0.001; **p=0.01; *p=0.05

La prueba de ANOVA fue utilizada para determinar diferencias de viabilidad entre

cultivos monocapa y cultivos en esferoide.

Para determinar si el tiempo de exposicion a los farmacos influia en la viabilidad y

apoptosis se utilizé la prueba estadistica ANOVA de dos vias.
Se construyeron curvas dosis-respuesta para determinar ECso para cada farmaco.

En los ensayos de liberacion de ALDH se emple6 ANOVA con poshoc Tukey.
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VIl CONSIDERACIONES ETICAS

7.1 Nacionales

Esta investigacion tiene nivel de riesgo minimo, basados en el REGLAMENTO de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, articulo 17 inciso |l,
la cual menciona que los estudios que emplean el riesgo de datos a través de
procedimientos comunes en examenes fisicos o psicolégicos de diagndsticos o
tratamiento rutinarios se encuentran dentro de esta categoria. Ademas, se

consideran los aspectos segun el titulo segundo capitulo uno:

Articulo 13.-En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio,
debera prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus

derechos y bienestar.

Articulo 14. En el inciso I, se fundamentara en la experimentacion previa realizada
en, en laboratorios o0 en otros hechos cientificos; el inciso VI que la investigacion
debera ser realizada por profesionales de la salud a que se refiere el articulo 114 de
este Reglamento, con conocimiento y experiencia para cuidar la integridad del ser
humano, bajo la responsabilidad de una institucion de atencion a la salud que actue
bajo la supervisién de las autoridades sanitarias competentes y que cuente con los
recursos humanos y materiales necesarios, que garanticen el bienestar del sujeto de
investigacion; y el inciso VIl el cual indica que se debe contar con el dictamen

favorable de las Comisiones de Investigacion y ética.

Articulo 16.- En las investigaciones en seres humanos se protegera la privacidad del

individuo sujeto de investigacion.

En este aspecto se tomara en consideracion la LEY FEDERAL DE PROTECCION
DE DATOS PERSONALES EN POSESION DE LOS PARTICULARES, la cual

menciona lo siguiente:

o Articulo 3 inciso IV.- Se consideran datos personales sensibles: Aquellos
datos personales que afecten a la esfera mas intima de su titular, o cuya

utilizacién indebida pueda dar origen a discriminacion o conlleve un riesgo
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grave para éste. En particular, se consideran sensibles aquellos que puedan
revelar aspectos como origen racial o étnico, estado de salud presente y
futuro, informacion genética, creencias religiosas, filoséficas y morales,

afiliacion sindical, opiniones politicas, preferencia sexual.

o Articulo 6.- Los responsables en el tratamiento de datos personales, deberan
observar los principios de licitud, consentimiento, informacion, calidad,

finalidad, lealtad, proporcionalidad y responsabilidad, previstos en la Ley.

o Articulo 9.- Tratandose de datos personales sensibles, el responsable debera
obtener el consentimiento expreso y por escrito del titular para su tratamiento,
a través de su firma autografa, firma electronica, o cualquier mecanismo de

autenticacion que al efecto se establezca.

e CAPITULO IV- Del Ejercicio de los Derechos de Acceso, Rectificacion,
Cancelacion y Oposicion

o Articulo 28.- El titular o su representante legal podran solicitar al responsable
en cualquier momento el acceso, rectificacion, cancelaciébn u oposicion,

respecto de los datos personales que le conciernen. (Derechos de ARCO)

Estos derechos estipulan que el titular de los datos personales podra poner en

marcha por si mismo las siguientes acciones:

= Acceso: obligara a la busqueda dentro de sus bases de informacién de
los datos de quien esté ejerciendo el derecho y se tendra por cumplida

cuando se ponga a su disposicién la informacion solicitada

» Rectificaciéon: sera requerida cuando los datos sean incorrectos,
imprecisos, incompletos o estén desactualizados. En este derecho el
titular sera quien indique las modificaciones a realizarse y aportara la

documentacion oportuna para sostener su peticion
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» Cancelacion: su objetivo seré pedir la anulacién de la informacion
existente en sus bases de datos para cesar el tratamiento de los

mismos

» Oposicion: este derecho posibilita al titular a solicitar a quien lleve a
cabo el tratamiento de sus datos, de abstenerse de hacerlo en
determinadas situaciones (elige en qué circunstancias se usara su
informacion). En este evento, el solicitante explicara las razones por las

cuales se esta oponiendo

Del Titulo sexto capitulo Unico:

Articulo 113.- La conduccion de la investigacion estard a cargo de un investigador
principal, quien debera ser un profesional de la salud y tener la formacion académica

y experiencia adecuada para la direccion del trabajo a realizar.

Se atienden los requerimientos aqui mencionados, contando con las instalaciones y
equipo de laboratorio de acuerdo con las normas técnicas, que garanticen la
contencion fisica idonea para el manejo seguro de agentes bioldgicos.

Una vez terminados los ensayos los desechos en estado liquido se inactivaran segun
la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental -
Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y
especificaciones de manejo, el material de contencion de los cultivos después de ser
sometido a la autoclave se colocara en solucion de cloro al 2%, se lavara con
solucién jabonosa y abundante agua. Cabe mencionar que el laboratorio CIAAS de
la CIACyT, de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi cuenta con el equipo y la

infraestructura necesaria para el manejo de este tipo de desechos

Para los derechos no conflicto de intereses se anexan (Anexo 2), y de autoria
principal, las cartas correspondientes donde quedan estipulados los puntos de

conformidad de los involucrados en este estudio. (Anexo 3).
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7.2 Internacionales
Segun la declaracion de Helsinki, la investigacion debe estar basada en los principios
cientificos y éticos que la justifican. Se debe realizar solo cuando exista seguridad de

gue no se dafia a nadie ni se expone a riesgos innecesarios.

Este protocolo se ajusta a la Declaracion de Helsinki refiriéndose al apartado |
correspondiente a los principios basicos, en sus numerales 2, 6,7, 9,11.

2. El disefio y la realizacibn de cualquier procedimiento experimental o no
experimental, que implique a personas debe formularse claramente en un protocolo
que debe presentarse a la consideracién, comentario y guia de un comité nombrado
especialmente, independientemente del investigador y del promotor, siempre que
este comité independiente actie conforme a las leyes y ordenamientos del pais en el

que se realice el estudio experimental.

6. En investigacion médica en seres humanos, el bienestar de la persona que
participa en la investigacion debe tener siempre primacia sobre todos los otros

intereses.

7. El propdsito principal de la investigacion médica en seres humanos es comprender
las causas, evolucion y efectos de las enfermedades y mejorar las intervenciones

preventivas, diagndésticas y terapéuticas (métodos, procedimientos y tratamientos).

9. En toda investigacion con personas, cada participante debe ser informado
suficientemente de los objetivos, métodos, beneficios y posibles riesgos previstos y
las molestias que el estudio podria acarrear. Las personas deben ser informadas que
son libres de no participar o de revocar en cualguier momento su consentimiento a la

participacion.

11. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la

dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la
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confidencialidad de la informacion personal de las personas que participan en

investigacion.

16. La investigacion médica en seres humanos debe ser llevada a cabo sélo por
personas con la educacion, formacion y calificaciones cientificas y éticas apropiadas.
La investigacion en pacientes o voluntarios sanos necesita la supervision de un

meédico u otro profesional de la salud competente y calificada apropiadamente.

22. La participacion de personas competentes en la investigacion médica debe ser

voluntaria.

23. El protocolo de la investigacion debe enviarse, para consideracién, comentario,
consejo y aprobacion al comité de ética de investigacion pertinente antes de

comenzar el estudio.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Cultivos celulares

a. El cultivo en esferoide exhibe notable resistencia a antineoplasicos

Para conocer si los cultivos en esferoides muestran discrepancias en pruebas de
citotoxicidad en comparacion a los cultivos en monocapa realizamos ensayos con
ambos tipos de cultivo exponiéndolos a CDDP, 5-FU y PTX, a diferentes

concentraciones, se incubaron por 96h y se tomo lectura de viabilidad.

La figura 2 muestra las diferentes respuestas de células cultivadas en monocapa (M)
y en esferoide (E). Se observa que para cada caso de tratamiento aplicado los
cultivos en esferoide muestran mayor resistencia, en contraste el cultivo en
monocapa sin importar el farmaco es mas sensible, las lecturas de absorbancia
muestran un decremento en cuanto a la viabilidad de las células en cultivo. Prueba
estadistica ANOVA poshoc Tukey.
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g = a = CDDPE
S 034 =+ 5FUE
3 0.2 + * -+ PTXM
3 \NQQQ: =
©
S 0.1-
0.0 T T T
> ® S
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Figura 2 Cultivos en monocapa y cultivos en esferoides tratados con diferentes concentraciones de farmacos
antineopldsicos. CDDP, cis-diaminodicloroplatino(ll); 5-fu, 5-fluoracilo; paclitaxel, PTX .Monocapa (M), esferoide (E).
P=0.05 tukey
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XIIl. Anexos

ANEXO 1. Operacionalizacion de las variables
VARIABLE INDEPENDIENTE

Variable Definicion Tipo Escala de | Operacional
medicion

Esferoides Modelo de cultivo 3D que | Nominal Escala 0: Control

Tumorales aprovecha la tendencia . . 1
natural a agregarse que (DleTS'dad 1. 1X10
muestran muchos tipos getu ar q 2: 1X102
celulares, para crear etermina 5
masas multicelulares de aOD bor) 3: 1X10
forma esferoidal. s70/590)

VARIABLE DEPENDIENTE
Variable Definicién Tipo Escala de | Operacional
medicion

Cisplatino Agente citotéxico. Se une | Nominal | Numérica 10 pM/L
al ADN, ARN para formar 50 UMIL
enlaces intracatenarios, H
estos aductos alteran la 100 pM/L
conformacion del ADN e
inhiben a la ADN
polimerasa.

5-fluoracilo Antimetabolito que inhibe | Nominal | Numérica 10 pm/L
la timidilato sintetasa v,
por lo tanto, interfiere con
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la sintesis del ADN vy 50 pM/L
ARN
100 pMm/L
Doxorrubicina Crea  complejos  por | Nominal | Numérica 10 pM/L
intercalacién entre pares
de bases de ADN 50 uMIL
dafando la hélice e 100 pMm/L
interfiriendo en la cadena
de elongacion.
Taxol Farmaco Nominal | Numérica 10 pM/L
antimicrotubulos. Que
inhibe la dinamica de 50 uMIL
reorganizacién normal de 100 pM/L

la célula esencial para las
funciones vitales en las
fases mitética e interfase
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