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1. RESUMEN

La Dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroidea secretada por las glandulas
suprarrenales, la cual se ha observado que posee actividad antiproliferativa, apoptética y
supresora de la angiogénesis en diferentes tipos de cancer. En el presente trabajo se evalud la
capacidad de la DHEA sobre la migracion de tres lineas celulares del cancer cervicouterino (CaCu)
Hela, InBL y SiHa; evaludndose la proliferacion celular mediante ensayos de proliferacion,
obteniéndose una disminucidén entre 20 al 80 % a dosis farmacoldgicas; en la evaluacién de la
adhesién celular se obtuvé una disminuciéon entre el 15 a 44 %; mientras que en la expresion de
moléculas de adhesién celular como ICAM-1, Selectina-E, Sindecano-1 y el receptor CXCR-4, se
obtuvo que la DHEA puede estimular o disminuir la expresion de estas, pudiendo estimular la
adhesién y migracién celular; por ultimo, se evalud la migracidn de las células tumorales mediante
ensayos de Cdmaras de Boyden y de Heridas, obteniéndose la disminucion de la migracion celular
entre un 1 % al 49 %; concluyéndose que la DHEA presenta la capacidad de disminuir la migracion
de células tumorales de CaCu, sin embargo, seria necesario realizar otros estudios antes de
utilizarla en el tratamiento terapéutico contra el cancer.



2. INTRODUCCION

La Dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroidea producida principalmente
en las glandulas suprarrenales, sintetizada a partir del colesterol, encontrandose en el torrente
circulatorio en su forma sulfatada (DHEA-S) en un 90 % del total de la DHEA producida por el
organismo, y tan sélo en un 10 % en su forma no sulfatada. La concentracion de la DHEA en sangre
es mayor en nifios recién nacidos, observandose una disminucidn de la produccién hasta los 7 y 8
anos de edad, a partir de los cuales aumenta su concentracién, llegando a su maximo entre los 20
y 30 afios, con su posterior reduccidn teniendo solo de un 10 a un 15 % del total de la DHEA a la
edad de 80 a 90 afios. Esta disminucidn de la DHEA que se tiene con la edad se ha relacionado con
la presencia de enfermedades como la insuficiencia cardiaca, el aumento del colesterol, la
diabetes mellitus, la osteoporosis y el cdncer, entre otras.

Se ha observadd que la DHEA actua de forma benéfica en situaciones de estrés; favorece la
estimulacién del sistema inmunoldgico; disminuye el colesterol; aumenta la masa muscular;
desempena un papel neuroprotector del sistema nervioso central (SNC); ayuda a mantener la
regulacién del azdcar en el organismo y a proteger a las células del desgaste producido por el
exceso de la misma; estimula los procesos de reparacion de tendones, articulaciones y musculo;
posee efectos antinflamatorios; reduce el riesgo de ateriosclerosis y se ha observado que posee
funciones antiproliferativas y quimioprotectoras en una gran variedad de canceres, entre los que
destacan el de mama, piel, higado, de tiroides, coldn, tejido linfatico, médula ésea, pdncreas,
prostata, vagina y cuello uterino. A pesar de los multiples efectos benéficos de la DHEA en muchas
enfermedades, los mecanismos mediante los cuales ejerce sus efectos aun se desconocen.

El cdncer cervicouterino, también llamado cancer de cérvix (CaCu), es la segunda causa de
muerte por cancer en mujeres en edad reproductiva en México. En el afio 2008, el CaCu produjo 4,
036 defunciones, con una tasa media de mortalidad de 7.4 por cada 100,000 habitantes; solo
superada por el cdncer de mama con 4, 668 defunciones segun la INEGI. Algunos de los factores
por las cuales se puede desarrollar el CaCu son las infecciones por virus oncogénicos, entre los que
destaca el Virus del Papiloma Humano (VPH), principalmente causados por los VPH del tipo 16 y
18, otros de los factores que estimulan la presencia del CaCu son un nivel socioeconémico bajo,
haber tenido multiples parejas sexuales, la iniciacion de la vida sexual antes de los 16 afios, el uso
de anticonceptivos, los multiples embarazos y la infeccion por otras bacterias como Trichomonas
vaginalis, Gardnerella vaginalis y clamidias.

En este trabajo se evalud el efecto de la DHEA en la proliferacidon y migracion de tres lineas
celulares derivadas de CaCu. Los resultados mostraron que la DHEA inhibid la proliferacion y la
migracion de todas las células tumorales.



3. MARCO TEORICO

3.1 LA DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA)

La dehidroepiandrosterona es una hormona esteroidea segregada en mayor cantidad por
las glandulas suprarrenales en la zona reticularis de la corteza, y en menor cantidad por el cerebro,
la piel, los ovarios (células de la teca) y los testiculos > (Figura 1).

AT -, Glamertia
(a 2 MEDULA Sa0.Commin
. 5
oz é,, . Zona Fascicular
GLANDULA Cut-soction of adeenad gland — GLANDULA SUPRERRENAL ZOWERDA
SUPRERRENAL
DERECHA

« Zona Reticular

a Médula suprarrenal

RINON ZOURERDO

RINON DERECHO

Figura 1. Glandulas suprarrenales. Tomada de: http://goo.gl/QWCyZ

La DHEA se sintetiza a partir de la pregnenolona que se deriva del colesterol, convirtiéndose
por accién de la enzima 3B hidroesteroide deshidrogenasa en androstenediona, precursor de las
hormonas sexuales femeninas y masculinas (estrona y testosterona, respectivamente), cuya
sintesis depende de la edad, el sexo y la salud del individuo * (Figura 2).

La concentracion total de la DHEA en el torrente sanguineo se encuentra solamente en un
10 % en forma no sulfatada, y en un 90 % en su forma sulfatada (DHEA-S) (con niveles que son
aproximadamente trescientas veces mayores que los de la DHEA libre). Los niveles plasmaticos de
la DHEA-S en las mujeres adultas son 10,000 veces mds elevados que los de la testosterona y 3,000
a 30,000 veces mas altos que los del estradiol (E2), proporcionando asi una gran reserva de
sustrato para la conversidn en los andrégenos y los estrogenos en los tejidos periféricos que
poseen los mecanismos enzimaticos necesarios para transformar la DHEA en los esteroides
sexuales activos (National Library of Medicine, NIH). Es de interés puntualizar que a pesar de su
menor concentracion en el torrente sanguineo, la DHEA presenta mayor actividad bioldgica que su
forma sulfatada .
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Figura 2. Esquema de la biosintesis de hormonas esteroideas en las glandulas suprarrenales.
Tomado de: http://goo.gl/vz8GD
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La DHEA y el DHEA-S son las hormonas circulantes mas abundantes en los seres humanos,
cuyos niveles plasmaticos de la DHEA estan entre 10 a 50 nM, con una vida media de entre 30 a
60 min, mientras que el DHEA-S posee una concentracién mayor a 10 uM, y una vida media entre
8y 10 h 3. La DHEA en el organismo es metabolizada por el higado, elimindndose por los rifiones ™.

En los hombres, mas del 50 % de las hormonas sexuales masculinas se derivan de la DHEA;
mientras que en las mujeres, aproximadamente el 70 % de las hormonas sexuales femeninas
derivan de ella antes de la menopausia, y posteriormente en un 100 % (postmenopausia). La
produccién de la DHEA en hombres es de aproximadamente de 30 a 50 mg al dia, mientras que

en las mujeres solo se produce la mitad de esta concentracién de DHEA al dia *”.

3.1.1 La DHEA y la edad

Se ha observado que los niveles de DHEA en el organismo disminuyen con la edad,
fendmeno conocido como “adrenopausia” *, variando en cada individuo conforme a su sexo,
etnia y factores ambientales °. Esta reduccién de la DHEA se produce en ambos sexos y se asocia
con una reduccidn en el tamafio de la zona reticular de las glandulas suprarrenales *.

La produccidn de la DHEA es mayor en nifos recién nacidos, cesando pocos dias después
del nacimiento y reanuddndose su produccidon entre los 7 y 8 afos de edad aumentando a un
ritmo constante, llegando a su maxima concentracion entre los 20 y 30 afios de edad (en hombres
el maximo se alcanza a los 25 afios y en las mujeres a los 35 afios), a partir de los cuales decrece
aproximadamente en un 2 % por cada afio que transcurre, teniendo como resultado que entre los
80 y 90 afios de edad tan sélo se posea entre 10 y 15 % de la concentracién maxima de la DHEA

alcanzada a los 20 afios de edad * (Figura3).
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Figura 3. Relacion de la DHEA y la edad. Tomada de: http://goo.gl/WsyEl vy
http://es.paperblog.com/dhea-952343/

La disminucion de la concentracién de la DHEA en los humanos se ha asociado con la
aparicion de enfermedades relacionadas con la edad, como la insuficiencia cardiaca, el aumento
del colesterol, la diabetes mellitus, la osteoporosis, el cancer, entre otras 2,
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Otros casos en los cuales se han observado niveles bajos de DHEA y DHEA-S es en aquellos
pacientes que sufren de alcoholismo, de enfermedades crdnicas, demencia, diabetes mellitus,
cancer, desdrdenes musculo-esqueléticas, obesidad, tabaquismo, enfermedad de Alzheimer,
Lupus, Psoriasis, Sindrome de Cushing, etc °.

3.1.2 Efectos de la DHEA

La DHEA actia como un amortiguador de los efectos negativos de las hormonas secretadas
en situaciones de estrés; estimula el sistema inmunoldgico; disminuye la grasa del cuerpo vy el
colesterol; aumenta la masa muscular; es neuroprotector del sistema nervioso central (SNC);
ayuda a mantener el equilibrio del mecanismo de regulacion del azucar en el organismo; estimula
el proceso de reparacion de tendones, articulaciones y musculo; tiene efecto antinflamatorio;
protege a las células del desgaste producido por el exceso de azicares % controla el crecimiento
piloso y la secrecidn seborreica; reduce el riesgo de aterosclerosis; detiene la proliferacion de las
células cancerosas, entre otras. Se ha planteado la hipdtesis que la DHEA es necesaria para las
células durante la duplicacién y transcripcion del ADN °.

Estudios realizados en mujeres postmenopausticas han demostrado que algunos de los
beneficios de la administracion de la DHEA son:

1) El aumento en la densidad mineral dsea acompafiado por el aumento de la
osteocalcina en plasma, un marcador de formacion dsea, lo que indica que la DHEA
podria tener un uso benéfico como terapia de reemplazo hormonal en la mujer *.

2) La administracién de la DHEA por via intravaginal ayuda a corregir los sintomas y
signos de atrofia vaginal acompafiado con el mejoramiento de la funcién sexual, sin
aumentar los niveles de estrégenos y andrégenos sanguineos °.

3) Tras la administracion por 12 semanas de DHEA, se observé una disminucion en la
concentracidn total de colesterol en plasma y un aumento en el flujo sanguineo
cutaneo, lo que sugiere que los cambios en los vasos grandes y la funcidon micro-
vascular endotelial observado tras la administracién oral de DHEA son
potencialmente benéficos °.

Se ha demostrado que la DHEA protege contra el cancer del higado, de la tiroides °, de
mama, de pulmdn, de coldn, de piel %, de tejido linfatico ® y del cuello uterino ’.



3.1.3 La DHEA y el cancer

La DHEA tiene un papel protector contra el cancer?, asociado a su actividad antiproliferativa
y apoptdtica en varios tipos de cancer como el de prdstata, hepatomds, mielomas, leucemia,
adenocarcinoma de colén, mama, cuello uterino, etc *%. El efecto antiproliferativo de la DHEA
también se ha observado en células cancerosas, sino también en las células endoteliales, en
osteoblastos, en células de musculo liso y células de tejido adiposo. Algunas evidencias sugieren
que el efecto protector inducido por la DHEA contra las células de cdncer se asocia con el paro del
ciclo celular e induccién de la muerte ’. La DHEA ha sido identificada como uno de los agentes
guimioprotectores prometedores por los EE.UU, en el Instituto Nacional del Cancer (NCI), Divisidn
de Prevencién y Control del Cancer °.

Se atribuye su accién antiproliferativa a:

a) La inhibicién de la accion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) que provoca el
agotamiento de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su forma reducida (NADPH)
(necesaria para la reduccién del 4cido félico en 4cido tetrahidrofélico, como un cofactor para la
enzima ribonucledtido reductasa y en la sintesis de timidilato) y de la ribosa 5 fosfato,
disminuyendo asi |a sintesis de nucledtidos importantes en la sintesis del ADN y de ARN®.

b) La DHEA se une a un receptor celular que inhibe la unidn de la proteina activadora 1 (AP-
1) (factor de transcripcion heterodimérico implicado en diferentes procesos celulares como la
diferenciacion, proliferacidn y apoptosis) al ADN, mediante la trans-represion (proceso por el cual
una proteina reprime o inhibe la actividad de una segunda proteina), o mediante la inhibicidn de
cinasas que regulan la fosforilacién de la AP-1.

c) En estudios realizados en células de cordon umbilical, se ha observado que la DHEA
detiene el crecimiento celular en la fase G1 del ciclo celular, incrementando la expresién del ARNm
que codifica para las proteinas p21 y p53, que se encargan de regular la proliferacién celular,
conocidas también como proteinas antitumorales.

d) La DHEA inhibe la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRB), mediante la
inhibicién de los complejos de cinasas dependientes de ciclinas (CDK) y las ciclinas (ciclinas-CDK),
las cuales llevan a cabo la fosforilacién de estas proteinas y su inactivacion. La pRB es una proteina
supresora de tumores, mediante la detencion del ciclo celular entre las fases G1y S, al no permitir
que las células que presenten dafo en su ADN pasen a la fase mitosis, inhibiendo asi la
proliferacion celular **°.

Parte de la accidon inhibitoria de la DHEA se asocia con la interaccidon de los andrégenos,
producidos a partir de la DHEA en las células de los tejidos periféricos, con el receptor de
andrégenos (AR). EI AR es un miembro de la subfamilia de receptores de esteroides, entre los que
también se encuentran el receptor de glucocorticoides (GR) y el receptor de mineralocorticoides.
Mas recientemente, en una serie de experimentos llevados a cabo por Hardin y colaboradores en
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tres lineas celulares de cancer de mama humanos, HCC 1937, HCC 1954 y HCC 38 que no
presentan receptor de estrogenos (ER) y receptor de progesterona (PR), y que fueron tratados
con DHEA-S, se observd que en las lineas celulares HCC 1954 y 1937 tuvieron una expresién alta
de AR, mientras que la HCC 38 tuvo una expresion débil. Andlisis realizados a ensayos de
proliferacién, demostraron que las lineas celulares que mostraban una expresién alta de AR
presentaban una disminucién de la proliferacion después del tratamiento con DHEA durante 7
dias, en comparacién con las células no tratadas, mientras que las células que tienen una
expresidn apenas detectable de AR no se vieron afectadas por el tratamiento con DHEA-S. La
eliminacion del tratamiento de DHEA-S en el cultivo de la linea celular HCC 1954, después de 10
dias de cultivo, resultdé en un incremento de 3,5 veces en el crecimiento celular. Experimentos de
Garreau y sus colaboradores han sugerido que las células de cdncer de mama ER-/PR- responden a
la terapia hormonal con DHEA, siempre que se exprese AR *. Por otro lado, se cree que la DHEA
lleva acabé su accién mediante la unién a un receptor especifico localizado sobre la membrana
celular, ya que se ha observado que la actividad antiproliferativa de la DHEA es independiente de
la existencia de AR o ER.

Mientras que algunos estudios han demostrado que la DHEA tiene un efecto protector
contra el céncer, otros han concluido que la DHEA en realidad puede inducir cancer. Se ha
observado una amplia gama de efectos fisiolégicos y farmacolégicos tras la administracion de la
DHEA en animales de laboratorio y de sus células. Algunos de estos efectos incluyen la proteccion
contra el desarrollo de tumores espontdneos e inducidos por agentes carcinogénicos, la inhibicidn
de la unién del ADN mutado, la inhibicidn de la sintesis de ADN, la inhibicién de la proliferacion de
células animales en condiciones basales y cuando son estimuladas por mitégenos diferentes, la
inhibicidon de la lipogénesis, la supresion de la ganancia de peso en los roedores sin reduccion
significativa en la ingesta de alimentos, mejora genética de la diabetes en ratones, y el retraso de
las enfermedades autoinmunes asociadas con el envejecimiento. Sin embargo, las acciones de la
DHEA exdgena dependeran de la concentracion utilizada. Dosis fisiolégicas inducen las funciones
neuroldgicas e inmunoldgicas y la proliferacion celular, mientras que las dosis farmacoldgicas
afectan funciones cardioldgicas y metabdlicas, promueven efectos antineopldsicos, y la inhibicion
de la proliferacién celular °.

En estudios realizados en ratas y ratones, se ha demostrado que la DHEA tiene un efecto
antiproliferativo y quimioprotector a concentraciones farmacoldgicas, en cdncer de mama,
prostata, pulmén, higado, piel y tiroides; pero a pesar de ello, también se ha observado que puede
estimular la presencia de tumores tras la administracion de la DHEA en la dieta de roedores a
grandes concentraciones y por largos periodos de tiempo. Por ejemplo, se observd que tras la
administracion de DHEA en la dieta de las ratas, a una concentraciéon de 5,000 a 10,000 mg/Kg,
estas desarrollaban hepatocarcinomas; esto debido posiblemente a la accidn directa del esteroide
sobre las células. En otros estudios se observd que tras la administracion de la DHEA en la dieta de
las ratas F-344 a una concentracion de 0.45 %, por 84 semanas, de 14 a 16 ratas desarrollaron
carcinomas hepatocelulares, observandose un aumento de mitocondrias y peroxisomas,

haciéndolo un hepatocarcinégeno, por lo tanto, se demuestra que la DHEA provoca un aumento
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de peroxisomasy es hepatocarcinogénico en ratas con tratamientos a dosis altas de 0.6 % a largo
plazo en la dieta °.

Efecto de la DHEA en diferentes tipos de cdncer
Los efectos de la DHEA en diferentes tipos de cancer son:

«+ Cancer de piel: En estudios realizados en ratones CD-1, se ha observado que la DHEA
inhibe la produccion de papilomas inducidos por el 7,12 dimetil antraceno (DMBA) y 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), tras su aplicacién tdpica. Contrario a estos
resultados, se ha observado que a concentraciones de 1 nM, aumenta la invasién de
células de melanoma A375-SM a través de la fibronectina e induce la proliferacién de las
células cuando son cultivadas sobre plastico °.

+*» Cancer de mama: En este tipo de cancer la accién de la DHEA ha sido ampliamente
estudiada. En un estudio realizado en ratas CD-1, la DHEA inhibié el desarrollo de cancer
de mama espontaneo. Se demostrd en ratas que dosis crecientes de la DHEA (niveles
circulantes comparables a los observados en mujeres premenopausicas normales adultas)
disminuyeron el tamafio de los tumores inducidos por DMBA; puede disminuir el nimero
de tumores y su potencial invasivo tras la administracion de 2,000 mg/Kg en la dieta de
roedores. También se ha observado que la DHEA podia bloquear el efecto estimulador de
N-nitroso-N-metilurea sobre el desarrollo del tumor mamario de la rata por un
mecanismo dependiente de la proteina p16, y que podia inducir un fenotipo senescente
en células tumorales, inhibiendo la proliferacion celular y aumentando el nimero de
células apoptdticas con la participacién de las proteinas pl6 y p21 que median estos
efectos °. Es de especial interés ver que los niveles séricos de la DHEA de 7,09 +/- 0.64 nM
y 17.5 +/- 1.1 nM condujeron a una marcada inhibicién del desarrollo tumoral en un 22 %
y el 11 % de los animales portadores del carcinoma de mama en comparacion con el 68 %
en los animales control. Con la dosis mas alta de la DHEA usada, lo que corresponde a los
valores séricos de DHEA de 27,2 +/- 2.2 nM, la incidencia de tumores se redujo a sélo el
3,8 %. Cabe mencionar que los niveles séricos de la DHEA en las mujeres de edad entre los
20 a 30 afios oscilan entre 8,3y 17.3 nM >,

Estudios in vitro sobre una gran variedad de lineas celulares, han demostrado que la DHEA
tiene un efecto dual sobre la proliferacion. Por ejemplo, se ha observado que la DHEA a
concentraciones de 10 UM o menos, promueve la proliferacion de las células de cancer de
mama ZR-75-1 y MCF-7, sin afectar la concentracion de G6FD; mientras que a
concentraciones mayores de 10 uM de la DHEA, se observa una inhibicion de la
proliferacién en las células MCF-7, con una disminucién de la actividad de la G6FD,
indicando que la DHEA tiene un efecto antiproliferativo independiente de la actividad de
la G6FD. Concluyéndose que la DHEA tiene una accion proliferativa a concentraciones
fisiolégicas e inhibitoria cuando se utiliza a concentraciones mayores en células MCF-7.
Otros estudios atribuyen este efecto de accién mitégena de la DHEA a la transformacion
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de la misma en estrégenos, particularmente a estradiol; mientras otros, establecen que la
DHEA inhibe la proliferacion de las células MCF-7 en presencia o en ausencia del estradiol,
ya que el efecto se abate en presencia de bloqueadores de los ER como Ia
hidroxiflutamina, sugiriendo una accién especifica de los AR en esta accidn®.

Con respecto a los ER y el AR, se han realizado estudios de la accién de la DHEA sobre
lineas celulares de cancer de mama, observandose que el DHEA-S induce el crecimiento
en un 43.4 % de células con ER +/AR + pero inhibe el crecimiento de células ER -/ AR + en
un 22 %. La estimulacién con la DHEA-S indujo proliferacion a través del ER pero inhibio
las células a través del AR. En las células T47D se observd que después del tratamiento
con la DHEA, se mejoraba significativamente el crecimiento y la expresidon del ER, y la
induccion del ARNm del factor de crecimiento transformante a (TGF-a) °.

El efecto anticancerigeno de la DHEA en el cdncer de mama se puede explicar légicamente
por la formacidon predominante de los andrégenos sobre los estrogenos en el tejido
mamario, proporcionando asi una mayor influencia de los andrégenos, que son
inhibidores bien conocidos de la proliferacién de la gldndula mamaria in vitro, asi como en
modelos animales y en mujeres *.

++ Cancer de timo: La DHEA modula la apoptosis y la proliferacién de los timocitos, dando
como resultado una atrofia timica. Estudios previos sobre ratones deficientes de p53 (p53-
/-) mostraron que el tratamiento con DHEA disminuye el desarrollo de linfoma °.

++» Cancer de pancreas: Estudios realizados sobre ratones atimicos con dos lineas celulares de
cancer de pancreas MiaPaCa-2 y Panc-1 y xenoinjertos de cancer de pancreas, se observo
qgue la DHEA disminuye el crecimiento, el peso y el tamaio de los tumores después de su
administracién. En otros estudios, con el tratamiento de DHEA-S, se produjo inhibicién de
la proliferacion de lineas celulares de adenocarcinoma de pancreas humano como
MiaPaCa-2, Capan-1, Capan-2, CAV, y Panc-1, a dosis dependientes; ademas de que
inhibe la proliferacién celular en un 22 % a dosis 5x10” uM, pero el incremento DHEA-S
no aumenta mas el efecto inhibitorio °.

+» Médula dsea y leucemia: Estudios de la DHEA en la dieta de roedores se observé que
provoca una disminucién de ingesta de alimento y la inhibicién del crecimiento de células
de leucemia y de médula dsea °.

+ Linfoma y Mieloma: La administracidén de la DHEA en la dieta o por medio de inyecciones,
ha demostrado que inhibe las células de mieloma multiple U-266 en ratones
inmunodeficientes, ademas, se ha demostrado que la DHEA inhibe la interleucina 6 (IL-6)
en células mononucleares de médula ésea y lineas estromales KM-102 de pacientes con
mieloma, asimismo inhibe la linfopoyesis pero no la mielopoyesis. Estudios in vitro con la
DHEA y el DHEA-S demostraron una inhibicién de la proliferacién de varios tipos de lineas
celulares de mieloma humano como son U-266, NOP-2 y IL-KM3 6,

12



+*» Tumor ascitico de Ehrlinch: Se observo que la DHEA inhibe la proliferacién de células de
tumor ascitico de Ehrlich en un 46 %, observandose que en tratamientos a dosis creciente
de DHEA, los tumores mostraban un aumento, dosis dependiente, de poblaciones
celulares en las fases GO-G1 después del tratamiento, y una disminucidn de las células en
la fase S y G2-M, sugiriendo que la DHEA induce una detencion del ciclo celular en la fase
G1 en las células tumorales a través de la inhibicidn del ciclo de pentosas (PC) °.

++ Cancer de higado: La DHEA inhibe la duplicacién celular y la incorporacién de uridina en la
proliferacién de células de hepatoma y los hepatocitos en perros y gatos. En estudios in
vitro demostraron que la DHEA tiene una accidon antiproliferativa en lineas celulares de
hepatocarcinoma HepG2, asociada a una mayor actividad de la G6FD, por lo que la DHEA
no actua mediante la reduccidn de la actividad de la G6FD. Este efecto se relaciona con
alteraciones en la expresidn genética mitocondrial, afectando su funcién y morfologia; y la
inhibicion de la via de sefializacién de la Akt, sugiriendo la induccidn de apoptosis °.

«» Cancer de prostata: Se ha observado que la DHEA estimula la proliferacion de lineas
celulares de cancer de préstata LNCaP, y el aumento de la expresion de genes del
antigeno prostatico especifico (PSA), del receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF1) y la proteina de unién 2. La DHEA-S a concentraciones de 10° M inhibe la
proliferacidn de las lineas de cancer de prdstata AXC/SSh, mientras que a concentraciones
de 10® a10®° M no se afecta la proliferacion °.

%+ Cancer de colon: La DHEA inhibié el crecimiento en células de adenocarcinoma de colon
Caco-2 y HT-29, y este efecto no esta correlacionado con la inhibicién de G6PD .

+*» Neuroblastoma: En lineas celulares de neuroblastoma se observé que la DHEA posee un
efecto neurotéxico y antiproliferativo, mientras que la DHEA-S por su parte, tiene un
efecto neuroprotector, asi como también tiene la capacidad de regular la expresidn de
metaloproteasas de matriz extracelular 9 (MMP-9) °.

%+ Cancer cervicouterino: En lineas celulares de cancer cervicouterino infectadas con virus de
papiloma humano (HPV) y no afectadas, se observd que la DHEA inhibe la proliferacién de
estas células en una forma dosis dependiente, no asociado con el bloqueo de los AR, el ER,
o por la conversion de la DHEA a estrogenos; se observd ademds un incremento en la
muerte celular por necrosis en células con HPV negativas, y de forma apoptdtica en
células HPV positivas ’.
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3.1.4 La DHEA, la migracion celular y la angiogénesis

Se ha observado que la DHEA inhibe la migracién de lineas celulares de cancer de mama, de
manera independiente de su accién antiproliferativa. La DHEA inhibe la migracién de células
endoteliales y la formacién de tubos capilares in vitro a altas concentraciones (10-100 uM) °. El
DHEA-S inhibe la migracién de lineas celulares de musculo vascular de conejo (SME-3) y musculo

6,11

vascular de carétida de conejo ™. Al contrario, en lineas celulares de fibroblastos, la DHEA induce

la migracion celular, después de su conversion a estrégenos 2.

La DHEA tiene actividad antiangiogénica a altas concentraciones (10-100 uM), que puede
deberse a la remodelaciéon del citoesqueleto, el cual juega un papel importante en la locomociény
la proliferacién celular. Entre estas modificaciones se encuentran cambios en la organizacién de la
tubulina, lo que conlleva a una modificacidén en la capacidad de la célula a moverse y a realizar la
mitosis. La inhibicion de la angiogénesis se atribuye a la accién directa de la DHEA o a la
transformacién de la misma a metabolitos como el Adiol (reduccién de la DHEA en el C17) °.

A altas concentraciones de la DHEA, se ha observado una disminucién de algunas proteinas
gue se encargan de degradar la matriz extracelular y promover la migracién celular, como las
metaloproteasas de matriz extracelular 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9), asi como de la proteina de matriz
extracelular 1 (ECM-1) . La DHEA-S tiene un efecto contrario, que puede deberse a que esta no se
transporta por proteinas a través de la membrana celular °.

3.1.5 DHEA y la seguridad

No se han reportado efectos adversos graves relacionados con la administracién de la DHEA
en mujeres y hombres. Los Unicos efectos secundarios reportados, a pesar de las altas dosis de uso
frecuente en una pequefia proporcidon de las mujeres, son el acné facial leve, aumento de la
produccién de cebo y cambios leves en el crecimiento del cabello *. La incidencia de estos efectos
secundarios leves normalmente se informé en un 50 % de la misma tasa observada en sujetos
tratados con placebo (Genelabs, documento informativo, 19 de abril 2001 la FDA Artritis Advisory
Committe).

Solo se ha reportado un caso de agravamiento de cancer de prdstata tras la administracion
de la DHEA (200- 700 mg) como tratamiento de una anemia que no responde a la eritropoyetina;
observandose un incremento en el nimero de células sanguineas, eliminando su necesidad de
transfusiones; sin embargo, el paciente comenzd a desarrollar entumecimiento facial, aumento en
el tamafio de préstata, dificultad de micciéon y aumento del PSA. Sintomas que se vieron inhibidos
tras la suspensidn del tratamiento con la DHEA. Aun con estas evidencias, se concluyé que no hay
ninguna asociaciéon de la administracién de la DHEA exdgena con el riesgo de desarrollar cancer.
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3.2 CANCER CERVICOUTERINO (CaCu)

El cancer es un trastorno en la diferenciacién y el crecimiento celular, que ocasiona la
formacién de neoplasias que son masas de tejido anormal cuyo crecimiento es excesivo y no
coordinado en comparacién con el tejido normal, que no obedecen a controles de regulacion
normal de crecimiento y divisién; y que persisten aun después de la desaparicion del estimulo que
las indujo. Se piensa que derivan de mutaciones que se producen durante el proceso de
diferenciacién, si la mutacién se presenta en una fase temprana de la diferenciacion celular, el
tumor resultante es una lesién mal diferenciada y muy maligna; si la mutacion por el contrario, se
produce en una etapa tardia de la diferenciacion, el tumor resultante es mas diferenciado y menos
maligno. Las neoplasias malignas son masas de tejido de células indiferenciadas con anaplasia y
una estructura atipica, a menudo de aspecto muy distinto al de las células del tejido de origen.
Tienden a crecer con rapidez, teniendo la capacidad de invadir tejidos circundantes y acceder a los
conductos linfaticos y sanguineos para generar metastasis en otras areas del cuerpo *>.

El cancer de cuello uterino o también conocido como céncer cervicouterino (CaCu) **, se
forma en los tejidos del cuello uterino (el 6rgano que conecta el Utero con la vagina). Por lo
general, es un cancer que crece lentamente, como resultado de la progresion de leves anomalias
epiteliales llamadas displasias o neoplasias intraepiteliales (NIC) que puede no tener sintomas
pero que puede encontrarse con un frotis de Papanicolaou comun (un procedimiento en el que se
raspan células del cuello uterino y se observan bajo un microscopio). La causa del cancer de cuello
uterino es casi siempre por infeccién con el virus del papiloma humano (VPH) .

En el afio 2005, segun la OMS, se registraron mas de 500,000 casos nuevos de CaCu, de los
cuales el 90 % corresponde a paises en vias de desarrollo; siendo América Latina y el Caribe
quienes presentan una de las mas altas tasas de incidencia y mortalidad, solamente superado por
Africa Oriental y Melanesia *°. Actualmente, el CaCu es la segunda causa de muerte causada por
tumores en México segun estadisticas de la INEGI. En el afio 2008, el CaCu produjo 4, 036
defunciones, con una tasa media de mortalidad de 7.4 por cada 100,000 habitantes; superado por
el cancer de mama con 4, 668 defunciones (INEGI).

3.2.1 Factores de riesgo

Algunos factores de riesgo para adquirir el CaCu son la presencia de infecciones causadas
por virus denominados oncogénicos, entre estos virus se encuentran el virus del herpes simple
tipo 2 (HSV-2), Citomegalovirus y el Virus del Papiloma Humano (VPH). Otros factores pueden ser
el nivel socioecondmico bajo; multiples parejas sexuales; el nUmero de embarazos (>3); iniciacion
de la vida sexual antes de los 16 afios; infecciones causadas por Trichomonas vaginalis,

. . .. . . . 15 1
Gardnerella vaginalis y clamidias; el uso de anticonceptivos hormonales, y el tabaquismo /.
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3.2.2 Cancer invasor

La agresividad de un tipo dado de cancer esta determinada por la capacidad de las células
de migrar e invadir barreras tisulares para colonizar otros sitios *® (tablal).

Existen diferentes tipos de céncer invasor en México. El 70 % es el carcinoma epidermoide
no queratinizante de células grandes, él 21 % es el carcinoma epidermoide queratinizante, el 4 %
es el carcinoma epidermoide no queratinizante de células pequefas y adenocarcinoma
endocervical, y un 1 % es del tipo carcinoide y carcinoma de células claras. El carcinoma
epidermoide queratinizante se origina en el epitelio escamoso ectocervical, mientras los otros
canceres mencionados, se originan en el interior del canal endocervical 1

El carcinoma que se origina en la mucosa endocervical es bajo, y su origen se asocia a las
infecciones por el VPH del tipo 18. Dentro de estos tipos de cancer se encuentra el
adenocarcinoma endocervical in situ, en donde no existe invasién estromal. Este carcinoma es
precursor del adenocarcinoma endocervical invasor; en donde hay invasidn estromal. El carcinoma

epidermoide crece en forma de nido o masa, que ocupa los tejidos cervicales y estructuras vecinas
14

Epitelio Displasia de Displasia Displasia Cancer

normal bajo grado moderada grave invasivo
KCIN 1) (CIN 2) (CIN 3/AlS)

Figura 5. Neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC). NIC1 o displasias leves, NIC2 o displasias
moderadas, NIC3 son las displasias avanzadas y el carcinoma in situ . Tomada de:

http://goo.gl/qHfZV
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Tabla 1. Estadios de evolucidn del carcinoma cervicouterino .

Estadio. Descripcion.

0 Carcinoma pre-invasor (carcinoma intraepitelial in situ).

| Carcinoma estrictamente confinado al cérvix.

la Carcinoma preclinico del cérvix (diagnostico de forma microscépica).
lal Evidencia de invasién estromal minima.
la2 Lesiones detectadas por microscopia. La maxima profundidad de la lesién es de

5mm, tomada desde la base del epitelio sea escamoso o glandular.

Ib Lesién de mayor dimensién que la descrita en la2.

1} Carcinoma invasor que se extiende mas alla del cuello uterino, afectando dos
tercios de la vagina o infiltracidon parametrial, sin alcanzar las paredes pélvicas

laterales.
lla Carcinoma invasor que afecta a los dos tercios superiores de la vagina.
llb Carcinoma con infiltracidn de los pardmetros sin alcanzar la pared pélvica lateral.

1l Carcinoma invasor que se extiende a las paredes laterales de la pelvis o el tercio
inferior de la vagina.

llla Extension al tercio inferior de la vagina.
b Extension a la pared pélvica con o sin hidronefrosis o rifién no funcional.
v Carcinoma invasor que involucra la mucosa de la vejiga urinaria y/o recto o se

extiende mas alla de la pelvis.

IVa Invasién a otro 6rgano adyacente.

IVb Invasién a érganos distantes.
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3.3 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH)

El virus del papiloma humano (VPH) es el principal agente etioldgico infeccioso asociado con
la patogénesis del CaCu. Walboomers *® y colaboradores han demostrado que el CaCu invasor se
asocia con la presencia del VPH en un 99.7 % de los casos . Se han identificado cerca de 100 tipos
del VPH, de los cuales sélo 20, hasta ahora, se asocian con atropismo en el tracto anogenital. El
VPH produce la proliferacion de células epiteliales originando transformaciones benignas
conocidas como papilomas, las cuales pueden transformarse en malignas *.

El VPH infecta a células de la capa basal y parabasal. Cuando los virones intactos entran en
contacto con las células indiferenciadas de la capa basal y parabasal, estas pueden diferenciarse
en epitelio escamoso, glandular o neuroenddcrino . El proceso de infeccidn ocurre
fundamentalmente, a través de los receptores de integrinas presentes en las células basales,
donde se produce un amplio espectro de cambios morfoldgicos una vez infestadas *°.

Existen 20 tipos de VPH asociados con atropismo anogenital que se clasifican segun el riesgo
de progresién a formar cancer invasor *. Los VPH se clasifican como virus de bajo riesgo o no
oncogénicos, los que corresponden a los tipos 6, 11, 42, 43 y 44, los cuales se asocian con
neoplasias anogenitales y formaciéon de condiloma acuminado, ademas se asocian a las lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) y rara vez con las lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado (LEIAG). Por otro lado, se encuentran los virus de alto riesgo, que son
los VPH de tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 67 y 68, que son virus oncogénicos asociados
a LEIAG y a carcinoma invasor. El VPH tipo 16 se encuentra en lesiones del epitelio escamoso;
mientras que el VPH del tipo 18 estd asociado a las neoplasias glandulares. Se conoce que estos
virus inducen la produccién de las oncoproteinas E6 y E7 por las células infectadas *.

Se ha encontrado que en pacientes que padecen de CaCu causado por el VPH que el 90 %
de los casos contiene ADN del VPH-16 y un 12 % presenta ADN del VPH-18 .

El VPH posee dos tipos de oncogenes que codifican para la produccién de las oncoproteinas
E6 y E7. La sobreexpresidn de estos genes transformantes se debe a la pérdida del gen E2, que se
encuentra en la region E1/E2; generalmente cuando la regién E1/E2 se rompe, el genoma viral se
integra en el genoma hospedero; que se encarga de producir proteinas reguladoras de la
transcripcidn de las regiones tempranas del virus, reprimiendo la transcripcién de las E6/E7. La
pérdida del gen E2 provoca una sobre proliferacidn celular a través del epitelio, produciendo una
maduracién escamosa desorganizada. Couturier y colaboradores encontraron que hay secuencias
integradas del VPH a los oncogenes c-myc, n-myc y c-Ha-ras en el genoma humano que podrian
liberar la expresion de las proteinas E6/E7 ™.

La oncoproteina E6 se ha relacionado a la degradacion de la proteina p53 (proteina que se
encarga de controlar la proliferacién celular deteniendo el ciclo celular en la fase G1 o induciendo

18



la muerte por apoptosis) ', uniéndose a ésta, formando un complejo E6-p53 que es blanco de
degradacion lo que provoca fallas en la regulaciéon de la proliferacion y la apoptosis. La E6
promueve la inmortalizacién de las células, al activar las telomerasas y mutaciones adicionales que
estabilizan los telémeros del ADN celular .

La oncoproteina E7 promueve la transcripcién viral, uniéndose al gen del retinoblastoma
(Rb), liberando el factor de transcripcion E2F, promoviendo la sintesis del ADN del virus y de la
propia célula; impide la regulacién del crecimiento celular mediante su unién competitiva con Ila
ciclina Al y con la proteina p107 activando complejos de ciclinas. La E7 se une a inhibidores de
ciclinas como el p21cip1 (producido por la p53) bloqueando su accién .

El VPH por si sélo no estimula la formacién del CaCu, sino que requiere de la presencia de
otros factores entre los que se encuentran el tipo de virus que infecta a la célula y la presencia de

la carga viral, asociados a los otros factores mencionados anteriormente *>*’.
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3.4 METASTASIS

La metdstasis es un proceso dindmico a través del cual las células, bajo estimulacién
pardcrina y autdcrina, salen de su ambiente primario y viajan, ya sea localmente o a distancia,
dentro del cuerpo para formar un nuevo foco proliferativo *°. Se lleva a cabo por aquellas células
capaces de inducir la formacidn de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). Estas células
degradan la matriz extracelular que las rodean (invasidn), y son capaces de alcanzar el torrente
circulatorio (intravasacion), sobreviven en el mismo y atraviesan las paredes de los capilares de
otros érganos (extravasacién), para invadir nuevamente la matriz extracelular y formar tumores
secundarios (colonizacion) (Figura 6).
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Angiogénesis.
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Figura 6. Etapas de la metastasis. Tomada de: http://goo.gl/iRJkp

La caracteristica mas notable de los tumores malignos es su capacidad para invadir los
tejidos adyacentes y formar focos metastdsicos en lugares alejados del cuerpo. La metastasis
constituye la causa principal de muerte en pacientes con cancer; una vez que las células tumorales
alcanzan el torrente sanguineo, el proceso se torna practicamente irreversible 2°. Se ha
encontrado que la metastasis puede estar presente en mas del 70 % de los pacientes en el
momento de su diagndstico inicial, lo que sugiere que los procesos de invasion y diseminacion no
son eventos tardios, sino que se llevan a cabo de manera temprana durante el proceso de
carcinogénesis *°.

3.4.1 Etapas de la metdstasis

3.4.1.1 Angiogénesis

Es la primera etapa de desarrollo de la metdstasis, donde se lleva a cabo la obtencion de
nutrientes, factores de crecimiento y oxigeno para el crecimiento del carcinoma in situ, a partir de
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la vasculatura ya existente. Este proceso se realiza normalmente en los adultos en procesos como
el ciclo menstrual y la cicatrizacidn de heridas. En el caso del céncer, ciertas células con fenotipo
maligno son capaces de estimular la proliferacion de las células endoteliales de vasos préximos al
tumor, promoviendo la invasidn de las mismas al estroma y su migracion en direccién al tumor .
Evidencias experimentales sugieren que, en ausencia de soporte vascular, los tumores pueden
estar presentes en el sitio donde se originaron por largos periodos, e incluso pueden
eventualmente sufrir de necrosis o apoptosis en ausencia de neovascularizacién. Existen estudios
donde se ha encontrado una relacién clinica entre la vascularidad del tumor vy la agresividad del
mismo. Asimismo, el aumento en la incidencia de la metdstasis se ha mostrado por el incremento
de microvasos en tumores in situ en pacientes con algunos tipos de cancer *°.

Los factores que inducen la formacidn de nuevos vasos sanguineos se conocen como
factores angiogénicos, éstos son capaces de inducir la proliferacién y/o migracion de las células
endoteliales (Tabla 2).

Tabla 2. Factores angiogénicos *.

Factor angiogénico Siglas Caracteristicas

Familia de factores aFGF, FGF- | El bFGF se almacena en la matriz extracelular, y se libera
de crecimiento de 3y FGF-4 por la estimulacidn de la heparasa y el activador del
fibroblastos basico plasmindgeno. Estos factores actian como mitégenos y
(bFGF) quimioatrayentes de células endoteliales.

Factor de VEGF-A, Son los factores angiogénicos mas potentes, cuyos
crecimiento VEGF-B, receptores VEGFR1-3 (también conocidos como FIK, Flt-1
endotelial vascular | VEGF-C y FIt-4) se expresan exclusivamente en las células
(VEGF) endoteliales. Estos factores actlian como mitégenos y

guimioatrayentes de células endoteliales.

Angioginay factores Estimulan la invasion de las células endoteliales y
de crecimiento de generan sustancias quimioatrayentes.

células endoteliales
derivados de
plaquetas (PD-
ECGF)

Angiopoyeteina-2 Se une a los receptores Tie-2 de las células endoteliales,
provocando una desestabilizacidn de la pared vascular,
permitiendo la reorganizacion de los vasos estimulada
por el VEGF.
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La accién proliferativa y de migracion inducida por estos factores se inhibe por factores
antiangiogénicos, entre los que se encuentran el interferon alfa (IFN-a), el factor plaquetario 4 (PF-
4), los inhibidores de las metaloproteinasas tisulares (TIMP), la trombospodina y fragmentos de
proteinas como la angiostatina y la endostatina.

3.4.1.2 Invasidén y migracion

Esta etapa de la metastasis se enfoca en la invasidon de los tejidos adyacentes al tumor,
debido a la capacidad que poseen ciertas células tumorales malignas de degradar la membrana
basal del epitelio y la matriz extracelular que las rodea, logrando penetrar a los sistemas linfatico
y/o circulatorio. Actualmente se considera que el fenotipo invasivo le permite a la célula perder
sus propiedades adhesivas, inducir protedlisis local y migrar, no Unicamente en la membrana basal
adyacente, sino en la matriz extracelular presente en diferentes partes del organismo *°.

Este proceso depende de tres fenémenos:
3.4.1.2.1 Adhesion Celular

Las células tumorales debilitan las uniones que estabilizan su localizacidn actual para poder
llevar a cabo la invasion al tejido adyacente, al mismo tiempo, las células deben de tener la
capacidad de desarrollar nuevos mecanismos de adhesién al nuevo tejido circundante que les
proporcione nuevas sefiales de supervivencia y nutrientes para su proliferacidon. Entre estos
mecanismos se encuentra el incremento de la expresién de las moléculas de adhesion *°.

Las moléculas de adhesidon son receptores de membrana que participan en funciones
relacionadas con el trafico celular, con interacciones entre célula-célula o de célula con la matriz
extracelular, participando en procesos como el crecimiento, diferenciacién, migracion, apoptosis,

la hemostasia, la reparacion tisular, la metastasis y en la respuesta inflamatoria > 3. S

u
caracteristica principal es la de transducir sefales al interior de la célula en su interaccidn con sus
ligandos o contrarreceptores, desencadenando diferentes eventos funcionales celulares como la
expresion génica, cambios fenotipicos de induccidn y/o sobreexpresion de moléculas sobre la

membrana celular, y cambios en la activacién de la célula .

Existen diferentes tipos de uniones entre las moléculas de adhesidon que pueden promover
o evitar la adhesion de las células tumorales: Las uniones homotipicas, que se dan entre moléculas
de adhesién del mismo tipo, actian como supresoras de la invasion. La reduccion de este tipo de
uniones permite a las células tumorales separarse de las demads células vecinas. Entre estas se
encuentran las de la superfamilia de las inmunoglobulinas (proteinas de membrana
independientes de calcio) como la N-CAM (molécula de adhesion de células neuronales), DCC
(deleccionado del cancer de colon), CEA (antigeno carcino-embridnico) y MUC-18 y la superfamilia
de las cadherinas (proteinas de membrana dependientes de calcio) como la Cadherina-E. Las
uniones heterotipicas, que se dan entre moléculas de adhesién de diferente tipo, desempefian un
papel promotor de invasion y de metastasis, promoviendo la union de las células tumorales al
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endotelio vascular, facilitando su desprendimiento del tumor; ejemplo de éstas son las proteinas
ICAM (moléculas de adhesion intercelular), las integrinas y los receptores de acido hialurénico
(CD44) ™.

Las moléculas de adhesidn celular se clasifican en 5 grandes familias: las integrinas, las
selectinas, la superfamila de las inmunoglobulinas, las cadherinas y los proteoglicanos.

a) Las selectinas: Son glucoproteinas membranales que tienen un dominio distal del tipo de
lectinas que permite a estas moléculas adherirse a grupos de carbohidratos especificos y
lipidos. Su estructura es homologa a las inmunoglobulinas, se encargan de mediar la
interaccion heterotipica entre células sanguineas y células endoteliales durante la
adhesidon leucocitaria en los procesos de inflamacidn. Esta familia consta de tres
miembros: la Selectina-E (endotelio), Selectina-P (plagquetas) y Selectina-L (leucocitos). Los
vasos sanguineos de los margenes de las lesiones tumorales invasoras expresan la
Selectina-E y P, ademas de la ICAM-1. El aumento sérico de Selectina-E guarda relacion
con el prondstico de cancer de mama y de pulmén de células pequeiias ** >,

b) Superfamilia de las inmunoglobulinas: Poseen un nimero variable de dominios similares a
las inmunoglobulinas, incluyendo a mds de 70 miembros distintos. Tienen en comun el
control de la conducta de algunas células y estdn relacionadas con el desarrollo del
sistema nervioso central y la regulacién del sistema inmune. Entre estas moléculas se
encuentran las NCAM, BCAM, ICAM (ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3), VCAM, MadCAM, CEA,
HCAM (CD-44), etc. En el cancer colorrectal se observé un aumento en la expresién de
ARNm de CEA en 2.5 veces mas, lo que permite el aumento de la invasidn de éstas, ya que
estas moléculas actian de forma dual, promoviendo la adhesion y como antiadhesion. Las
HCAM son glucoproteinas de superficie importantes en la activaciéon de células T y la
adhesién de las proteinas de la matriz extracelular a los hialuronidatos. Muchas células
tumorales, asi como sus metdstasis expresan altos niveles de la CD-44 estandar; en el
cancer gastrico, intestinal, de vejiga, de cuello uterino, de mama y linfoma no-Hodgkin

%25 Un aumento en la expresién de la ICAM-1 favorece la

expresan variantes de la CD-44
evasion de la respuesta inmune; y su disminucion, decrece el contacto célula-célula,

favoreciendo el proceso de metéstasis .

c) Integrinas: Son glucoproteinas heterodiméricas de la membrana celular, estan
relacionadas con la adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular. Las integrinas
participan en la agregacion plaquetaria, la inflamacién, la reaccidn y respuesta inmune, la
curacion de heridas y en patogénesis como la metdstasis tumoral. Las integrinas estan
constituidas por unas cadenas a (16 tipos) y otra B (8 tipos), se clasifican como B1
(participan en la adhesion de las moléculas con el fibrindgeno, colageno y laminina), B2
(promueven la adhesién vy filtracidn de los leucocitos al endotelio mediante la interaccion
con moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas) y B3 (poseen moléculas
relacionadas con la agregacién plaquetaria, la angiogénesis y el crecimiento de la placa de
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ateroma). Las alteraciones en la expresidn de las integrinas se ha relacionado con procesos
neoplasicos. En el cancer de préstata, de endometrio y en metastasis ganglionares, se ha
observado una disminucién en la expresién de las integrinas. Se ha demostrado que
algunas integrinas actian como supresoras de tumorigénesis, como es el caso de las
integrinas a2B1 en células de carcinoma de mama, y la integrina a4B1 en células de
melanoma ** %,

d) Cadherinas: Son glucoproteinas transmembranales dependientes de calcio. Entre ellas se
encuentran la cadherina-E y la cadherina-N. La pérdida de adhesion celular mediada por
cadherina-E en lineas celulares tumorales, ayuda a la adquisicion de la capacidad de
invasion de la matriz extracelular. En tumores de bajo grado de diferenciacién, asi como
tumores agresivos y lesiones metastdsicas, se ha encontrado una reduccién o anulacién de
la expresion de la cadherina-E; esta disminucion se relaciona con una hipermetilacion de
los sitios de iniciacion de la transcripcién de este gen, teniendo como resultado
mutaciones que alteran la unidén de ésta a las cateninas intracelulares. En cancer
colorrectal y gastrico, se ha demostrado que la disminucidon en la expresién de la
cadherina-E y de las cateninas-a se relaciona con el aumento del potencial de invasidn. En
neoplasias pulmonares, las alteraciones en la expresion de la cadherina-E y de las
cateninas a y B, disminuyen la adhesidn homotipica y aumentan el nimero de células
neoplasicas liberadas del tumor primario *°.

e) Proteoglucanos (PGs): Son macromoléculas formadas por una proteina central, a la cual se
asocian en su extremo terminal numerosas moléculas de glucosaminoglicanos (GAG)
sulfatados, entre los que se encuentran el heparan sulfato (HS), condroitino sulfato (CS),
dermatan o queratan sulfato y acido hialurénico. Entre sus funciones esta la de formar un
gel altamente hidratado que constituye la matriz extracelular en la cual se encuentran
células y fibras conjuntivas.

Los Sindecanos son una familia de PGs constituida por cuatro miembros insertados en la
membrana plasmatica: Sindecano-1 se encuentra principalmente en las células epiteliales,
Sindecano-2 en fibroblastos, Sindecano-3 en tejido neuronal y Sindecano-4 en
fibroblastos, epitelio y musculo liso. Presentan un dominio citoplasmatico, trasmembrana
y un dominio extracelular distinto (ectodominio) con sitios de unidn de tres a cinco GAGs
de HS**?".

Se ha relacionado la expresion del Sindecano-1 con la morfologia de las células epiteliales,
la disminucion de su expresién puede ser considerada como un evento temprano a la
progresion tumoral; mientras que el aumento de la expresiéon del ectodominio de
Sindecano-1 en el estroma debido al proceso de shedding (es el proceso por el cual se
lleva a cabo la liberacién del dominio extracelular de proteinas transmembranales
mediante procesos proteoliticos al medio extracelular) estd asociado con la progresién
tumoral y un mal prondstico, debido a que el ectodominio, mediante su unién a proteinas
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de la matriz extracelular y a factores de crecimiento, puede estimular la sefializacion para
inhibir el crecimiento tumoral, estimular la polimerizacién de la actina e inducir morfologia
epitelial, mientras que la degradacidon de esta estructura no permite la inhibiciéon del
crecimiento.

Mientras que en el caso del Sindecano-2, la sobreexpresion de este PG se relaciona con la
pérdida de interaccion de la célula-sustrato contribuyendo con la tumorigénesis como la
angeogénesis, facilitando el crecimiento tumoral y la metdstasis; ya que se ha observado
en algunos canceres que actla como inhibidor del crecimiento de células tumorales
suprimiendo a la activacion de la MMP-2 por la interaccion con la cadena de HS. El
Sindecano-2 junto con la integrina a5B1 participa en la regulacidn del citoesqueleto de
actina durante la adhesidon celular formando una estructura fuerte, puede inducir
apoptosis y sensibilidad a drogas quimioterapéuticas®.

3.4.1.2.2 Degradacion Proteolitica

Esta etapa se caracteriza por la degradacion de la matriz extracelular adyacente a las células
tumorales, por lo que se requiere de la produccién, liberacion y activacién de una gran variedad de
enzimas, lo que posibilita su migracién y diseminacién. Estds enzimas proteoliticas pueden ser
secretadas por las mismas células tumorales o por células normales adyacentes al tumor primario,
estimuladas por la secrecion de citocinas y/o factores de crecimiento; o por la produccién de
factores que inhiben o activan proteasas presentes en el microambien. Tanto las células normales
como las tumorales secretan inhibidores de proteasas, de manera que la actividad proteolitica
neta son el resultado de un balance entre la produccidon y activacién de proteasas, y la
disponibilidad de inhibidores endégenos ***°.

La matriz extracelular esta conformada por dos capas fundamentales: la membrana basal y
el tejido estromal intersticial. La membrana basal es una estructura extracelular continua que
separa las células epiteliales y el endotelio del tejido estromal y proporciona un sustrato para el
crecimiento de las células, ademas mantiene la arquitectura tisular. Entre sus principales
componentes esta el coldgeno tipo IV, glucoproteinas y proteoglucanos. El colageno tipo IV
representa el 60 % de las proteinas totales de la matriz, posee una estructura de triple hélice, y
distintas subunidades se agrupan en hexameros y tetradmeros que se unen para formar una red
tridimensional a las cuales estdn unidos los demds componentes de la matriz extracelular. Las
glucoproteinas de la membrana basal son la laminina, la fibronectina y la entactina o nidogeno. La
laminina y el fibrinégeno posibilitan el anclaje de muchos componentes, debido a que poseen
dominios especificos de unidn a coldgeno, a proteoglucanos y a integrinas de la superficie de las
células; ademads, estos dominios de unién celular desempefian papeles en la diferenciacion,
division y locomocion celular. Los proteoglucanos mayoritarios de la membrana basal son el
heparano sulfato y el condroitino sulfato que representan sélo un 10 % de las proteinas totales de
la matriz, debido a su naturaleza hidrofilica, forman geles hidratados, por lo que ocupan un gran
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volumen del espacio extracelular, proporcionando un soporte mecanico a los tejidos y facilitando
la difusién de solutos y la migracion celular *° (Figura 7).

El tejido estromal intersticial contiene células como fibroblastos, osteoblastos, condrocitos o
macréfagos, ademas de coldgeno fibrilar del tipo |, II, lll, el cual es rigido y resistente a la
degradacion proteolitica. La elastina es una proteina no glucosilada e hidrofébica, secretada como
tropoelastina al exterior de la célula que forma una red de fibras que proporcionan elasticidad al
estroma intersticial. El tejido estromal posee también glucoproteinas, proteoglucanos vy
glucosaminoglucanos que contribuyen a mantener la forma y el volumen del tejido, y a regular la
permeabilidad de la matriz extracelular. Este tejido tiene una funcion mecéanica y de soporte

esencial para el cuerpo, y puede adoptar formas muy distintas como hueso, cartilago o tendones
20

Figuras 7. Estructura y componentes de la matriz extracelular. Tomada de:

http://goo.gl/6WjQH

La matriz extracelular estda sometida a un lento y continlo proceso de recambio de sus
componentes, a través de su sintesis y degradacidn, esto para mantener su integridad. Este evento
estd controlado de manera moderada en procesos fisioldgicos como la invasién trofoblastica, la
involucidn uterina tras el parto y la angiogénesis. En procesos patoldgicos como las neoplasias
malignas, se observan membranas basales defectuosas en dareas localizadas en donde las células
tumorales aprovechan esta deficiencia para realizar la invasién al tejido estromal circundante.
Estds anomalias se pueden deber a la disminucién de la sintesis de las macromoléculas que
constituyen a la matriz o al aumento de la degradacién de los componentes de la misma %°.

Los tejidos de tumores malignos presentan una actividad proteolitica elevada en
comparacion con tejidos de tumores benignos y tejidos normales. Esta protedlisis se lleva a cabo
por proteasas de matriz extracelular, las cuales pertenecen a cuatro subfamilias (Tabla 3) que son:
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3.4.1.2.2.1 Proteasas de matriz extracelular

A. Serina proteasas: Se caracterizan por poseer en su sitio activo un residuo de serina que
junto a residuos de acido aspartico e histadina, constituyen la triada catalitica esencial
para el funcionamiento de esta enzima “°.Las proteasas de esta familia asociadas a
carcinomas humanos son los activadores del plasmindgeno, la elastasa, la tripsina tumoral
ovarica y la catepsina G %°.

Los activadores de plasmindgeno son enzimas que se encargan de la conversién de
plasmindgeno en plasmina que se encarga de la disolucién de codgulos de fibrina y de
degradar diversos componentes de la matriz extracelular, como la fibronectina, el
colageno tipo IV, la vitronectina, la laminina y el nlcleo proteico de los proteoglucanos;
poseen la capacidad de activar a otras metaloproteasas y elastasas.

El activador de plasmindgeno del tipo de uracinasa (uPA) se encarga de acciones como la
remodelacion tisular y la migracién celular. Se ha encontrado que el uPA al unirse a un
receptor de membrana especifico en las células o en el receptor de plasmindgeno,
permite la degradacidon de la matriz extracelular. Su actividad enzimatica estd mediada

por inhibidores especificos denominados PAI-1, PAI-2, PAI-3 y proteasa nexina (PN) **%°.

B. Metaloproteasas de matriz extracelular (MPP): Familia de proteinas endopeptidasas

secretadas por células del tejido conectivo, fagocitos y otras células que son sintetizadas
como precursores de elevado peso molecular (zimégenos) que se activan a partir de la
ruptura enzimatica de azufre-zinc. Estds proteasas poseen un sitio de unidn de iones zinc
(Zn) y un residuo de cisteina. Son activadas a pH neutro o ligeramente alcalino y participan
en procesos de remodelacidn tisular, incluyendo el desarrollo embrionario, crecimiento y
reabsorcion dsea, la ovulacidn, la cicatrizacién de heridas o la involucién uterina posparto;
la expresidon anormal de estas se relaciona con patologias como la artritis reumatoide, el
enfisema pulmonar, la aterosclerosis, la invasiéon tumoral y la metdstasis. Actualmente se

han identificado 15 diferentes tipos de MMP * %,

Las MMP se clasifican en cuatro subfamilias: las colagenasas, las gelatinasas, las
estromelisinas, matrilisinas y las metaloproteasas de membrana % (Tabla 3).

Las MMP promueven la iniciaciéon y el crecimiento del tumor primario y de los focos
metastasicos mediante la activacion de factores de crecimiento, formacién de moléculas
de adhesion, iniciacion de la angiogénesis tumoral al movilizar o activar factores
proangiogénicos. Se ha encontrado una correlacién positiva con la adquisicién del fenotipo
maligno en las células cancerosas y el aumento de la produccion de las metaloproteasas
de membrana (MT-MMP) que son enzimas expresadas en la superficie de las células
tumorales relacionadas con la invasion tumoral.
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La capacidad degradativa de las MMP puede ser controlada por inhibidores tisulares
especificos conocidos como inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) de los cuales
se han identificado 4 tipos, denominados como TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. Son
capaces de bloquear la invasidon tumoral, inhibiendo la capacidad invasiva de las células

tumorales, tanto in vivo como in vitro; y reduce la velocidad de crecimiento de los tumores
19, 20

C. Cisteina proteasa: Proteasas del tipo endo y exopeptidasas cuya actividad catalitica
depende de la reactividad del grupo tiol de un residuo de cisteina presente en su centro
activo. Hasta el momento se han identificado siete tipos de cisteinas proteasas las cuales
se les denomina catepsina B, L, H, S, O, K, y C. Estas son glucoproteinas lisosomales con pH
Optimo 4cido. Participan en procesos fisioldgicos como el recambio tisular, y su actividad
estd controlada por inhibidores conocidos como cistatinas. Se ha reportado que en ciertos
procesos patoldgicos, las cisteinas son liberadas hacia el espacio extracelular cémo es el
caso en los procesos inflamatorios, en la artritis reumatoide y en procesos neoplasicos,
donde estas proteasas son capaces de degradar la matriz extracelular y propiciar la
diseminacion de las células neoplasicas *°.

La catepsina B es la mas abundante y se ha identificado en carcinomas de mama, colon
rectal y hepatico. Se encuentra en la membrana plasmdtica de células de tumores
primarios y lineas celulares tumorales. Posee la capacidad de degradar a las proteinas de
la matriz extracelular como la laminina, la fibronectina o toda la serie de proteoglucanos;
asi como la capacidad de activar al uPA, liberar factores quimiotacticos que estimulan la
migracion de las células tumorales y favoreciendo la diseminacién de las células
tumorales; se encontré una sobre expresién en pacientes con carcinoma de células
escamosas del cérvix uterino y en pacientes con carcinoma papilar de tiroides.

La catepsina L es una cisteina proteasa sintetizada por los lisosomas de las células del
organismo, cuya funcién principal es la degradacién intracelular de proteinas durante el
recambio celular normal, ademds de estar relacionada con procesos como la presentacién
de antigeno al sistema inmune o la degradacién de la membrana basal glomerular. Su
actividad proteolitica se ha asociado a la degradacion de una gran variedad de proteinas
de la matriz extracelular como la elastina, la azocaseina, la laminina, el coldgeno y la
capacidad de activar al uPA. Su papel en los procesos neopldsicos esta relacionado con la
sobreexpresion y liberacion de esta proteasa, causado por la transformaciéon maligna de
las células, situandose en la membrana plasmatica de células de tumorales. Los niveles
elevados de la proteina se han detectado en pacientes con cancer papilar de tiroides,
tumores renales, testiculares, en carcinomas de células no pequefias de pulmén y
carcinomas de mama, ovario, colon y vejiga 19,20,
D. Aspartilo proteasas: Son enzimas proteoliticas caracterizadas por poseer en su centro
activo dos residuos de acido aspartico que se activan a un pH acido. Siendo las enzimas
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mas representativas de su grupo la catepsina D y E, la renina y la enzima digestiva pepsina
A y pepsina C o gastrisina. Estudios recientes han demostrado que en determinados
carcinomas humanos existe una sobreexpresion y una secrecidon abundante de este tipo
de proteasas, entre las que destacan la catepsina D y el pepsinégeno C .

La catepsina D es una proteasa muy abundante, cuya funcién principal es la degradacién
de proteinas de alto peso molecular, funcién que es inhibida por la pepstatina A que se
une al centro activo de la proteasa. La importancia de esta enzima en los procesos
carcinogénicos se observé en estudios de tumores hormono-dependientes, donde su alta
produccién es posible que esté estimulada por los estréogenos, andrégenos y algunos
andrégenos adrenales como el 5-androstenediol que pueden unirse al receptor de
estrogenos y estimular la expresién del gen de catepsina D. Tras la elevada expresiéon de
catepsina D se ha observado una mayor frecuencia de metastasis, relacionada a su accion
mitogénica, estimulando la proliferacidn celular al unirse a los receptores del factor similar
a la insulina tipo 2 (IGF ll) o al inactivar a los inhibidores de crecimiento intracelular. La
catepsina D es capaz de activar a otras proteasas como la catepsina B, desencadenando
una cascada proteolitica que culmina con una degradacién tisular que acaba con la
iniciacion de la progresién tumoral *°.

El pepsindgeno C es el precursor inactivo de la pepsina C, un aspartilo proteasa cuya
funcidon normal es la digestion de proteinas en el estdmago. En estudios de cancer de
mama se ha observado que esta proteasa se ve aumentada en células de cancer cuando
son estimuladas con andrdgenos y glucocorticoides, pero no cuando son estimulados con
estrégenos; por lo que se ha propuesto la determinacién de los niveles del pepsinégeno C
como marcador tumoral; pero los altos niveles de esta proenzima no se han asociado con
los procesos de progresion tumoral %°.

Los inhibidores de esta enzima se dividen en tres grupos, estefinas, cistatinas y los
cindgenos pertenecientes a la familia de las cistinas. Estas bloquean el sitio activo de las
catepsinas a través de su unién no covalente y reversible. Una disminucion en la
concentracién y/o activacion de estos inhibidores, pueden contribuir a la progresién de
las células tumorales *°.
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Tabla 3. Clasificacion y especificaciones de las metaloproteasas de matriz extracelular.

MMP (tipo)

Colagenasas.

Denominacion

Sustracto MEC

MMP-1 Colagenasa-1 Colageno |, 1I, lll, VII, VIIl y X, gelatina, proteoglucanos,
tenascina, entactina.

MMP-8 Colagenasa-2 Colageno |, I, Ill, V, VIl y X, gelatina, agrecan.

MMP-13 Colagenasa-3 Colageno I, I, I, 1V, IX, XIV, gelatina, agrecan,
fibronectina, tenascina, osteonectina.

Gelatinasas

MMP-2 Gelatinasa A Colageno |, IV, V, VII, X, XI, XIV, gelatina, proteoglucanos,
elastina, fibronectina, laminina, agrecan, versican,
osteonectina.

MMP-9 Gelatinasa B Colageno 1V, V, VII, X, XIV, gelatina, proteoglucanos,

elastina, agrecan, versican, osteonectina.

Estromalisina

MMP-3

Estromalisina-1

Colageno lll, IV, V, XI, gelatina, proteoglucanos, tenascina,
fibronectina, agrecan, versican, osteonectina, laminina.

MMP-10

Estromalisina-2

Colageno I, IV, V, gelatina, caseina, proteoglucanos,
elastina, agrecan.

MMP-11

Estromalisina-3

Colageno |V, gelatina, fibronectina, laminina, caseina,
transferrina.

Tipo membrana

MMP-14 MT1-MMP Colageno |, IlI, Illl, caseina, elastina, proteoglucanos,
tenascina, fibronectina, vitronectina, laminina, entactina.

MMP-15 MT2-MMP Tenascina, fibronectina, laminina.

MMP-16 MT3-MMP Colageno lll, gelatina, caseina, fibronectina.

MMP-17 MT4-MMP ND
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MMP-24 MT5-MMP ND

MMP-25 MT6-MMP ND
Otras
MMP-7 Matrilisina. Coldgeno IV y X, gelatina, agrecan, elastina, caseina,

laminina, proteoglucanos, fibronectina, vitronectina,
entactina, tenascina, transferrina, integrina b,
osteonectina.

MMP-12 Metaloelastasa. Colageno IV, gelatina, elastina, caseina, laminina,
proteoglucanos, fibronectina, vitronectina, entactina.

MMP-20 Enamelisina. Ameldgenina.

MMP-232 MMP-21 ND

MMP-23B MMP-22 ND

MMP-26 Matrilisina 2 Colageno 1V, fibrindgeno, fibronectina y caseina.
MMP-27 ND ND

MMP-28 Epilisina Caseina.

MEC: matriz extracelular; MMP: metaloproteasas; ND: no determinado. Tomada de:
http://goo.gl/znNDN

3.4.1.2.3 Movilidad de Células Tumorales

Las células tumorales pueden moverse en respuesta a factores extracelulares solubles de
manera direccional (quimiotaxis) o aleatoria (quimiocinesis) o en respuesta a componentes
inmovilizados en la matriz extracelular (haptotaxis). El movimiento que desarrollan las células es
del tipo ameboide, implicando reordenamiento del citoesqueleto y alteraciones en las uniones con
la matriz extracelular.

El movimiento se inicia con la despolimerizacidon de los filamentos de actina en la parte
posterior de las células en movimiento, y su ensamblaje en la porcién anterior, dando lugar a la
formacién de protuberancias como filpodios, lamelipodios y pseudépodios, este reordenamiento
de la actina estd regulado por la proteina G monomérica, mediante estas protuberancias se
establecen uniones intercelulares de las integrinas de la superficie celular con sus ligandos en la
matriz extracelular que le proporciona el anclaje para el desplazamiento de las células; las uniones
en la parte posterior se debilitan permitiendo su retraccién, proporcionando la fuerza para su

desplazamiento por la contraccidn de los filamentos de actina **°.
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Los factores extracelulares capaces de estimular la movilidad de las células tumorales se
clasifican en tres grupos:

Los factores autdcrinos, secretados por las mismas células tumorales; factores pardacrinos,
secretados por las células del huésped; y proteinas de la matriz extracelular. Dentro de los factores
de movilidad autécrinos se encuentran el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF/SF), el
ligando del protooncogén c-met, una tirosina cinasa con capacidad de inducir disociacidn de las
células epiteliales; la autotaxina es una lisofosfolipasa D que estimula el crecimiento y la migracion
celular mediante la produccién del acido lisofosfatidico.

Los factores extracelulares pardcrinos son conocidos como homing factor, porque provocan
la migracién de las células tumorales hacia los érganos que los producen, entre estos factores se
pueden incluir el IGF-1, la interlusina-8 (IL-8), las histaminas o quimiocinas como SDF-1 (también

conocida como CXCL12). Por ultimo, diversos componentes de la matriz extracelular pueden
estimular la movilidad de las células cancerosas, no sélo cuando éstas se encuentran inmovilizadas
en la matriz extracelular, sino también cuando son solubilizadas por los procesos de protedlisis de
la matriz extracelular, estas macromoléculas implicadas en la movilizacion de las células

cancerosas son la fibronectina, la laminina y el colageno tipo IV %.
3.4.1.2.3.1 Quimiocinas y receptor de quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de “citocinas quimiotacticas” de bajo peso molecular (8-17
kDa) que poseen propiedades quimioatrayentes que les permiten regular el trafico celular hacia
determinado érgano o tejido. Pertenecen a una superfamilia de pequefios polipéptidos que
conservan cuatro residuos de cisteina que se unen formando un puente disulfuro. Sé subclasifican
en cuatro grupos dependiendo de la localizacidn de los dos primeros residuos de cisteina cercanos
al grupo amino terminal de la proteina madura, éstas son CXC o alpha, CC o beta, C o gammay
CX3C o delta. Se conocen hasta ahora 50 quimiocinas que reconocen a 19 receptores celulares®” 3.

Dentro de las quimiocinas con la estructura CXC existe una subclasificacidn que las distingue
entre quimiocinas inflamatorias y las inmunoquimiocinas; se diferencian en que las primeras
tienen la capacidad de atraer a los monocitos y neutrdéfilos, a demads de poseer una secuencia de
aminoacidos antes del primer residuo de cisteina, conocida como ELR (acido glutamico-leucina-

arginina); las segundas poseen la capacidad de atraer los linfocitos ** *',

Son secretadas por
células como leucocitos, células tumorales, macrofagos, monocitos, fibroblastos, células
endoteliales, queratinocitos, células del musculo liso, hepatocitos, etc. Su expresion suele estar en
respuesta a estimulos como factores inflamatorios crénicos y agudos, quimiocinas, antigenos,

irritantes, factores de crecimiento, etc *.

Su papel biolégico se ha relacionado con procesos como la migracidn, la adhesién, la
proliferacién y la apoptosis celulares, morfogénesis tisular y modulacidon de la hematopoyesis.
Participa en la respuesta inmune, regulacién de la angiogénesis, exocitosis de granulos,
transcripcion de genes y sintesis de glicosaminoglicanos y colageno *.
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Los receptores de las quimiocinas, son receptores transmembranales con un extremo amino
terminal extracelular y un extremo carboxilo terminal intracelular, acoplado a una proteina G
heterotrimétrica que se encarga del envio y transduccién de sefales al interior de la célula, entre
las que se encuentran las MAP cinasas, fosfolipasa CB, fosfoinocitol-3-cinasa, RAS y GTPasas de la
familia Rho; posee 7 dominios transmembranales orientados perpendicularmente a la membrana
plasmatica. Estos receptores pueden estar expresados en la membrana plasmatica celular o ser
inducidos, las células que las expresan son células hematopoyéticas, células de respuesta inmune,
endoteliales, del musculo liso, timocitos, queratinocitos, neuronas y células tumorales 3031

Algunos receptores de quimiocinas poseen afinidad y selectividad por mas de una
guimiocina, y las quimiocinas pueden unirse a mdas de un receptor. Algunos receptores van a
transducir diferentes sefiales dependiendo del tipo de quimiocina con la cual se unan, del tipo de
célula que la expresa y en el momento en que son expresadas *°.

Las quimiocinas en los procesos neoplasicos esta relacionado con las alteraciones en la
produccién, expresidn y sefalizacidon de las mismas. Entre las funciones que desempenan son el
control de la migracion selectiva de las células tumorales (fenémeno conocido como “homing”),
esto debido a la produccion de un gradiente de concentracidn de las quimiocinas secretadas en los
drganos diana que tras su sintesis se unen a las proteinas de la matriz extracelular, y que guian a
las células tumorales que expresan sus respectivos ligandos. Entre otras de sus funciones se
encuentra el control del crecimiento y proliferacion de los tumores, el control de la infiltracion
leucocitaria que puede ser utilizada como factor de crecimiento para las células tumorales, la
regulaciéon del proceso de angiogénesis estimulado por las quimiocinas CXCL-ELR, y la estimulacidn
de la adhesién e invasién tumoral y la respuesta inmune *.

El ligando del receptor CXCR4 (también conocido como fusin o CD184) se trata de la
guimiocina CXCL12 (Stromal Cell Derived Factor-1a o factor derivado del estroma 1a (SDF-1a)), el
cual responde especificamente. Entre sus funciones bioldgicas se encuentra la de participar en el

desarrollo fetal, la movilizacién de las células tallo hematopoyéticas y el trafico basal de linfocitos
30

Entre las funciones que desempefian el complejo CXCL12/CXCR4 en las neoplasias son la de
dirigir la migracion de células tumorales hacia los érganos diana que expresan un gradiente de
concentracidon de CXCL12 (CXCL12 se unen a los proteoglicanos de heparina, heparina sulfatada y
fibronectina de la matriz extracelular) como el higado, pulmdén, médula désea, sistema nervioso
central (SNC) y ganglios linfaticos. Los tumores donde han sido estudiados estos efectos son el
cancer de mama, ovario, prdstata, pancreas, pulmdn, melanoma maligno cutdneo, rifidn,
neuroblastoma, glioblastoma, leucemia, linfoma, mieloma multiple y el rabdomiosarcoma.
También se ha observado que actian promoviendo la proliferacion de las células tumorales, como
en los casos de los cdnceres de ovario, prdstata, melanoma maligno cutdneo, mieloma multiple y
glioblastoma. En situaciones como la hipoxia (estado de deficiencia de oxigeno en sangre, drganos
y tejidos, con compromiso de la funcién de éstos), donde se observa un aumento en la expresion
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del llamado “factor inducible por hipoxia”, se produce un aumento en la expresiéon del CXCR4 en
células neoplasicas (Figura 8) ***,

Por su parte, el CXCL12 estimula la angiogénesis, la proliferacion celular al actuar como
factor de crecimiento, la invasidn de células tumorales mediante la estimulacion de la produccion
de MMP vy la disminucién de la respuesta inmune frente al tumor *.

Se ha propuesto como terapia para el cancer el empleo de antagonistas, bloqueadores o
inactivadores de los receptores o ligados de quimiocinas, para evitar el proceso de diseminacidn
metastdsica en melanomas asi como en otros tipos de cancer *.

Figura 8. Relacién CXCR4/CXCL12 en los procesos metastasicos. Tomada de:

http://goo.gl/HOQi

3.4.1.3 Diseminacion y colonizacion

Tras abandonar el tumor primario, las células tumorales invasivas pueden intravasarse en
los vasos sanguineos o linfaticos, y terminar en la circulaciéon venosa, en cualquiera de las dos
rutas. Un pequefio porcentaje de las células capaces de llegar a la circulacidon venosa podran
formar tumores secundarios *°.

Una vez en el torrente circulatorio, las células tumorales deben detenerse en la vasculatura
de los drganos diana, extravasandose al parénquima de dicho érgano, mediante la migracidon
activa de las células tumorales, por diapédesis, siguiendo la migracién de los leucocitos o a través
de la disrupcidon mecanica de la pared vascular, causada por la proliferacion intravascular de las
células tumorales *.
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La extravasacidn inicia cuando las células tumorales se adhieren a las células endoteliales
del drgano, induciendo la retraccién de las células endoteliales, habitualmente a nivel de la unién
de dos células adyacentes; pasando las células tumorales a la membrana basal, donde se
encargard de degradar o desestructurar los componentes de la membrana basal mediante
proteolisis; posteriormente las células tumorales migran a través de la zona de lisis, efectuando
movimientos ameboides mediante la emisién de pseuddpodos y para finalizar, las células
tumorales ya en el espacio extravascular, iniciaran su proliferacion estableciéndose
micrometdastasis que necesitaran para su crecimiento factores de crecimiento tanto paracrinos
como autocrinos y una nueva red vascular que proporcione los nutrientes necesarios para su
crecimiento. De lo contrario, la pequefa colonia tumoral serd destruida o permanecerd

quiescente, en un estado de latencia conocido como “tumor dormido” 3
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3.5 CARACTERISTICAS DE LINEAS CELULARES DE CANCER CERVICOUTERINO

En el presente trabajo se realizaran ensayos con tres lineas celulares de cancer cervicouteno
conocidas como Hela, InBl y SiHa, seleccionadas por su capacidad de proliferacién y de llevar
acabo metastasis. A continuacidn se describen algunas de las caracteristicas de estas lineas en la
Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de lineas celulares de cancer cervicouterino, Hela, InBl y SiHa.

Denominadas asi por el nombre de la
paciente Henrietta Lacks, siendo considerada
como una de las primeras lineas celulares
establecidas desde 1951. Es una linea celular
epitelial derivada de adecarcinoma de cancer
de cuello uterino, de estadio IV-b. Posee VPH
del tipo 18, baja expresion de p53 y niveles
normales de pRB y alteraciones en el
cromosoma 1, 3, 5y 6. Con un tiempo de
duplicacién de 23 h

Linea celular carcinoma de cuello uterino,
produce tumores epidermoides poco
diferenciados grado Ill, infectado por VPH
tipo 16.

Linea celular proveniente de carcinoma
epidermoide de células grandes
gueratinizadas, en estadio IV-a, infectadas por
el VPH tipo 18.
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4. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCu es la segunda causa de muerte en mujeres de edad reproductiva en México, solo
superada por el cdncer de mama, segin datos de la INEGI (2008); representando un grave
problema de salud a nivel mundial, principalmente en paises subdesarrollados, siendo considerada
la poblacién femenina de origen latinoamericano, con mayor riesgo de desarrollar esta
enfermedad, encabezando la lista de mortalidad en Latinoamérica, México y Chile y las mas bajas
Argentina, Cuba y Puerto Rico.

Para el desarrollo de esta enfermedad estdn implicados multiples factores de riesgo entre
los que se encuentra un nivel socioecondmico bajo, inicio de la vida sexual antes de los 16 afios de
edad, multiples parejas sexuales, multiples embarazos, sistema inmune deprimido, uso de
anticonceptivos hormonales, etc.; siendo el de mayor importancia, la infeccién por el VPH de alto
riesgo como son los tipos 16 y 18.

La principal causa de muerte en pacientes con cancer se debe a la capacidad que poseen
cierto tipo de células malignas de poder desprenderse del foco neopldsico principal, degradar la
matriz extracelular que las rodea vy pasar al torrente circulatorio, pudiendo sobrevivir a las
condiciones inmunitarias de el huésped y adherirse a las células endoteliales de nuevos vasos
sanguineos lejanos del foco neopldsico principal, logrando penetrar al espacio extravascular, a
partir del cual, si existen las condiciones necesarias, volverd a proliferar y formar nuevos focos
neopldsicos, conociéndose este proceso como metastasis. Con el fin de evitar este desenlace
tragico de los pacientes con cancer, se han realizado multiples estudios para detener o inhibir una
o varias etapas del proceso de metastasis, utilizando una gran variedad de productos sintéticos y
naturales para este fin.

Se ha demostrado que la DHEA posee cierta capacidad antiproliferativa y quimioprotectora
en una gran variedad de cdnceres, como los de piel, mama, préstata, pancreas, higado, timo,
médula dsea, cuello uterino, etc. Teniéndose como Unicas evidencias de su accion antimigratoria
algunos estudios realizados sobre lineas celulares de cancer de mama, células endoteliales y
células de musculo vascular de conejo; por lo que en el presente trabajo se realizaron una serie de
ensayos para evaluar el efecto antimigratorio de la DHEA en tres diferentes lineas celulares de
CaCu de estadios de migracion de grado Ill y IV, teniendo la capacidad de invadir y migrar hacia
otros drganos u otros sitios del mismo érgano.

Dada la importancia de los estudios actuales de descubrir compuestos sintéticos o naturales
que tengan la capacidad de detener o retrasar las etapas del proceso de metdstasis en pacientes
con cancer, con el fin de desarrollar nuevos tratamientos que permitan mejorar la calidad de vida
de los pacientes, se plantea la posibilidad que la DHEA pueda inhibir o mitigar la migracion celular
de tres lineas celulares de cdncer cervicouterino, denominadas invasivas, como un posible
compuesto para el tratamiento del cancer en un futuro.
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5. HIPOTESIS

Debido a que se han observado multiples beneficios de la DHEA en el tratamiento de una
gran variedad de enfermedades, entre las que se encuentra el cdncer, con efectos
antiproliferativos, quimioprotectores y antimigratorios, en estudios in vivo e in vitro de diferentes
tipos de cancer; suponemos que la DHEA disminuira el efecto migratorio e invasivo de tres lineas
celulares de cancer cervicouterino infectadas con VPH, mediante la disminucién de la expresidn de
proteinas involucradas en la migracion.

6. OBJETIVOS

General:

» Evaluar el efecto anti-proliferativo y anti-migratorio de la DHEA en las lineas celulares de
cancer cervicouterino Hela, InBl y SiHa.

Especificos:
» Determinar la concentracién de la DHEA que inhiba el 50% la proliferacion celular (1C50).
» Comprobar la adhesidn celular de las lineas celulares de CaCu.

» Evaluar la capacidad migratoria de las lineas células de CaCu posterior a su tratamiento
con DHEA.

» Medir la expresion de las moléculas de adhesién CXCR-4, ICAM-1, Selectina-E y Sindecano-
1.
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7. METODOLOGIA
Cultivo celular

Las células Hela, InBl y SiHa se cultivaron en medio RPMI-1640 (GIBCO, USA), suplementado
con 0.4 g de L-glutamina (GIBCO, BRL), antimicético al 1 %, antibiético y con 10 % de suero de
recién nacido de bovino (NBCS). Se mantuvieron a 37° C con una humedad relativa del 100 %, a 5
% de CO, y 95 % de aire.

Proliferacion celular

Se sembraron 3,000 células/pozo en placa de 96 pozos, con 100 pL de medio de cultivo y se
trataron con diferentes concentraciones de la DHEA (de 10 a 100 uM) por 24 h. Concluido el
periodo de cultivo, las células se fijaron por 10 min con glutaraldehido al 1.1 %. Posteriormente,
las células se lavaron con agua destilada y se dejaron secar al aire. Enseguida, las células fueron
tefidas con cristal violeta al 0.1 % en solucidn amortiguadora de 4cido férmico a pH 6.0 por 30 min
en agitacion constante. Después, los pozos se lavaron con agua destilada, hasta ya no se observara
desprendimiento de colorante y se dejaron secar al aire. El colorante incorporado a las células fue
solubilizado con acido acético al 10 % y se dejaron en agitacién por 5 min. La absorbancia se medid
a 595 nm en un lector de placas ELISA Microplate Autoreader EL311 (Bio-Tek instruments).

Adhesidn celular (Attachment assay)

Se cultivaron 200,000 células/pozo de una placa de 6 pozos, con 2 mL de medio de cultivo
suplementado por 24 h. Se trataron posteriormente con la concentracion de la DHEA calculada
para la IC50 por 24 h. Posteriormente se desprendieron estas células previamente tratadas con la
DHEA, y se cultivaron 50, 000 células/pozo en placas de 4 pozos con 500 pL de medio e incubacion
por 2 h. Terminado este periodo, se elimind el medio de cultivo y realizarén 2 lavados a los pozos,
cuidando de no desprender las células adheridas al fondo de la placa, dejando secar al aire. Se
afiadiod glutaraldehido al 1.1 % para fijar a las células y posteriormente se realizé el procedimiento
antes mencionado para la medicién de la proliferacién celular con cristal violeta. Se midid el
colorante incorporado a las células adheridas por medio del lector de placas de ELISA Microplate
Autoreader EL311 (Bio-Tek instruments) a 595 nm.

Migracion celular
Camaras de Boyden.

En placas de 24 pozos se colocaron 1 mL de RMPI-1640 sin suero y con antibidtico en cada
pozo. Posteriormente se prepararon los pozos para control negativo (medio de cultivo sin suero),
control positivo (medio de cultivo con suero de fetal de bovino (SFB)), uno de los pozos con el
tratamiento con DHEA (concentracion de IC50) y un pozo con el tratamiento con DHEA y SFB.
Enseguida se colocé la camara de Boyden y adicionaron 250,000 células en 250 uL de RMPI-1640
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sin SFB, dejandose en incubacion por 24 h. Terminado este periodo, se elimind el medio de cultivo
de las camaras de Boyden y de los pozos, realizando 2 lavados con agua destilada y dejando secar
al aire, las células que migraron a la parte inferior de la camara y al fondo del pozo se evaluaron
por medio del colorante cristal violeta.

Ensayo de Heridas

Se colocaron células de las diferentes lineas celulares en pozos de placas de 24 pozos,
dejandose en cultivo hasta la formacidon de una monocapa celular. Sobre la capa confluente se
realizaron 3 heridas con la ayuda de una punta de micropipeta estéril pequefia. Se realizardn
lavados con PBS con calcio y magnesio hasta la eliminacion de las células suspendidas, enseguida
se coloc6 medio RPMI-1640 sin suero tomando la primera foto como el tiempo 0 h;
posteriormente se realizd el tratamiento de los pozos con la concentracién de DHEA previamente
calculado para su IC50 correspondiente a cada linea, también se trataron pozos con sélo SFB como
patrdn positivo, y pozos con el tratamiento con DHEA y SFB. Se tomaron fotografias de los cultivos
cada 24 h asta la observacion del cierre de heridas.

Ensayo de moléculas de adhesion

Se cultivaron previamente 250,000 células/pozo en placas de 6 pozos con RPMI-1640
suplementado y la DHEA (concentracién IC50). Después de 24 y 48 h de cultivo, las células se
despegaron con tripsina y se centrifugaron para obtener un botén celular. Estas se
resuspendierdon en PBS con albumina al 0.8 % y azida de sodio al 0.02 %, del resuspendido se
trasvasaron 20 uL a 4 tubos eppendorf de 250 uL a los cuales se les afiadird 1 pL de anticuerpo
contra las moléculas de adhesion ICAM-1, Selectina-E, CXCR-4 y Sindecano-1, este se homogenizé
y dejo en reposo por 1 h a temperatura ambiente protegido de la luz. Terminado este periodo, se
realizaron dos lavados con 300 plL de Hepes 1X y centrifugo decantando el sobrenadante. El botdn
celular se resuspendié de nuevo con 300 pL de Hepes 1X y se trasvasd a tubos de ensayo para
realizar la medicidn en el citémetro de flujo FACSCalibur 30318 (Becton Dickinson).

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se realizaron de 3 a 5 experimentos
independientes. Algunos resultados se expresaron como valores promedio + la desviacion
estandar de la media. Una prueba de T de Student se usé para determinar la significancia
estadistica con una P < 0.01.
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de la DHEA en la proliferacion

Se evalud el efecto de la DHEA a diferentes concentraciones (10 a 100 uM) sobre la
proliferacién de las lineas celulares de CaCu Hela, InBl y SiHa. La proliferacion se midié mediante
el método de tincién con cristal violeta a 24 h posteriores al tratamiento con la hormona. Se
observé en el caso de la linea celular HelLa que a concentraciones de 70 a 100 uM de la DHEA, se
disminuye la proliferacién entre un 40 % a un 60 % comparado con los cultivos control. En el caso
de la linea celular InBI, se observé una disminucién de la proliferacion entre el 40 % a un 60 % a
concentraciones de 20 a 100 uM de la DHEA, y por ultimo, los cultivos de SiHa presentaron una
disminucién de su proliferacion entre el 20 a 80 % a concentraciones de la DHEA de 10 y 100 uM
(Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la DHEA en la proliferaciéon de las lineas celulares Hela, InBl y SiHa. Se
sembraron 3,000 células en pozos con 100 pL de medio suplementado y diferentes
concentraciones de DHEA (10 pM a 100 uM), evaludandose el numero de células por pozo
mediante la técnica de cristal violeta 24 h posterior. * Diferencia estadisticamente significativa (P
<0.01) comparada con el control.
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8.2 Efecto de la DHEA en la adhesion celular

En este estudio se evalud el efecto de la DHEA en la adhesion de las células Hela, InBl y SiHa
mediante el ensayo de Attachment. Se observé una disminucién de la adhesion de las células Hela
del 28 al 34 % a concentraciones de 70 y 80 uM de la DHEA respectivamente, en comparacion del
cultivo control (Figura 10 A); en las células InBl se observé una disminucién de la adhesidn celular
del 34 % a 40 uM de |la DHEA (Figura 10 B); por otra parte, en la linea celular SiHa se observé una
disminucién de la adhesion del 33 % a una concentracion de 30 uM de la DHEA, observandose una
menor disminucion de la adhesion celular a 30 uM de DHEA en el caso de las células InBl y a 40 uM
de DHEA en el caso de las células SiHa (Figura 10 C).
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Figura 10. Efecto de la DHEA en la adhesion celular de las lineas celulares Hela, InBl y SiHa. Se
cultivaron 200,000 células en pozos con 2 mL de medio de cultivo suplementado con la
concentracion de DHEA determinada por el ensayo de proliferacidon que inhibié la proliferacién de
las células tumorales en un 50 % (IC50) durante 24 h. Se desprendieron y recultivaron estas células
previamente tratadas a una densidad de 50,000 células por pozo durante 2 h, posteriormente se
evalud el nimero de células adheridas al fondo del pozo mediante la técnica de tincidn con cristal
violeta. (A) células Hela, (B) células InBl, y (C) células SiHa. * Diferencia estadisticamente

significativa (P <0.01) comparada con el control.
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8.3 Efecto de la DHEA en la migracion celular

Para evaluar la migracion de las lineas celulares de CaCu, se realizé el ensayo de cdmaras de
Boyden y el ensayo de heridas.

8.3.1 Camaras de Boyden

Se evalud la capacidad que poseian las células tumorales de migrar a través de una
membrana de 8 um de didmetro de la cdmara de Boyden, al fondo de los pozos de la placa. El SFB
utilizado como control positivo, aumenté la migracidén en un 50 al casi un 300 % en comparacion a
la migracién presentada por las células control. La DHEA no disminuyé la migracién de las células
Hela; sin embargo, si disminuyé en un 49 y 26 % la migracion de las células InBl y SiHa
respectivamente. Las células tratadas con DHEA y el SFB presentaron una migracién menor a las
células tratadas unicamente con SFB, pero estd migracion fue mayor a la obtenida por las células
tratadas Unicamente con DHEA. (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la DHEA en la migracion de las diferentes lineas celulares de CaCu utilizando
camaras de Boyden. Se cultivaron 250,000 células en la parte superior de las cdmaras de Boyden
colocadas sobre los pozos tratados con medio RPMI-1640 sin suero (control negativo), medio
RPMI-1640 con 10 o 20 % de SFB (control positivo), y con diferentes concentraciones de la DHEA
30, 40 y 70 uM de DHEA y se incubaron por 24 h. La migracién celular se evalué mediante la
tincién con cristal violeta. * Diferencia estadisticamente significativa (P <0.01) comparada con el
control.
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8.3.2 Ensayo de Heridas

En este ensayo se evalud la capacidad que poseen las células tumorales de CaCu para poder
migrar hacia un drea libre de células y cerrar la herida sobre la monocapa celular. Los resultados
obtenidos demuestran que la DHEA disminuye la migracion celular. En el caso de las células Hela
tratadas con 10 y 40 uM de la DHEA en ausencia de SFB, no se observd el cierre de la herida a las
72 h, en comparacién con las células tratadas con el SFB solamente, en donde se observé
migracion celular pero no cierre de la herida; mientras que en los casos en los cuales se utilizd
conjuntamente la DHEA con el SFB, se observd que las células migraron cerrando parcialmente la
herida (Figura 12 A).

En las células InBl, la DHEA a 30 puM no disminuyd la migracidon de las células en su
totalidad, ya que se logra observar un cierre incompleto de la herida en comparacién a las células
solo tratadas con el SFB, mientras que en las células tratadas con 40 uM de la DHEA, se observd
una mayor disminucién de la migracion celular a las 72 h. En las células InBI, el tratamiento con la
DHEA y el SFB produjo un cierre total de las heridas (Figura 12 B).

En las células SiHa se observd que a concentraciones de 30 y 40 uM de la DHEA, disminuyd
la migracidn celular al no haber cierre de la herida a las 72 h, en comparacion a las células tratadas
solo con el SFB. Al igual que las células InBl tratadas con la DHEA y el SFB, las células SiHa también
cierran la herida (Figura 12 C).

Por otro lado, se calculd el porcentaje de la apertura de las heridas (% de herida abierta)
que es el porcentaje de la imagen que no es ocupada por las células, calculado mediante el uso del
programa TScratch®®. Se observé que el tratamiento con 40 pM de DHEA en el caso de las células
Hela, mantiene casi en un 100 % la herida abierta, impidiendo la migracién de las células, mientras
que el tratamiento con 10 uM de DHEA permite el cierre de la herida en casi un 26 %; las células
tratadas con las dos concentraciones de DHEA y SFB no demostraron diferencias significativas al
mantener un porcentaje de la herida abierta similar (Figura 12 A).

En el caso de las células InBl se obtuvo un mayor porcentaje de la herida abierta en las
células tratadas con 30 uM de DHEA en comparacién con células tratadas con 40 uM de DHEA,
observandose un caso similar en las células tratadas con ambas concentraciones de DHEA y SFB;
siendo estos resultados opuestos a los observados en las imdagenes, posiblemente por qué las
células tratadas con 30 uM de DHEA mantienen una distribucion mas dispersa de el area de la
herida en comparacion con células tratadas con 40 uM de DHEA, por lo que se observé en la
imagen un mayor espacio de la herida ocupada por las células tratadas con 30 uM de DHEA
(Figura 12 B).

Las células SiHa tratadas con 30 uM de DHEA y 40 uM de DHEA mantienen un porcentaje
de herida abierta muy similar, por lo cual ambas concentraciones son adecuadas para disminuir la
migracion de las células, sin embargo, se mantiene un mayor porcentaje de la herida abierta en las
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células tratadas con 30 uM de DHEA y SFB en comparacién con las células tratadas con 40 uM de
DHEA y SFB, donde se obtuvo un cierre total de la herida (Figura 12 C).

A)
Hela

Control 10 uM DHEA 40 uM DHEA
Oh
72 h

20% SFB 10 uM de DHEA + 20 % SFB 40 uM de DHEA + 20 % SFB
| - -
72 h
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B)

InBI
Control. 30 uM DHEA 40 uM DHEA
Oh
72h
10 % SFB 30 uM de DHEA + 10 % SFB 40 uM de DHEA + 10 % SFB
Oh
72h
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C)

SiHa
Control. 30 uM DHEA 40 uM DHEA
| - -
72h - -
10 % SFB 30 pM de DHEA + 10 % SFB 40 uM de DHEA + 10 % SFB
Oh
72h

Figura 12. Efecto de la DHEA en la migracion celular de las diferentes lineas celulares de CaCu
mediante el ensayo de Heridas. Se cultivaron hasta su confluencia las lineas celulares A) Hela,
B) InBl y C) SiHa en pozos de una placa de 24 pozos con medio de cultivo suplementado,
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posteriormente el medio se sustituyd por medio de cultivo libre de suero 24 h antes de la
realizacion de las heridas; se realizaron dos heridas a la monocapa celular con ayuda de una punta
estéril de micropipeta, haciendo multiples lavados con PBS para eliminar las células desprendidas,
posteriormente fueron tratadas con medio de cultivo sin SFB, medio de cultivo mas SFB al 10 6 20
% (concentraciones determinadas por pruebas previas) y la DHEA a diferentes concentraciones,
dejandose en incubacién hasta el cierre de las heridas (72 h) tomandose fotografias de las heridas

alasOy72h.
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Figura 13. Calculo del porcentaje de apertura de las heridas mediante el programa TScratch. Las
imagenes obtenidas del ensayo de heridas fueron sometidas al calculo del area libre de células
mediante el software TScratch, tomandose como 100 % de la apertura de la herida a las imagenes
obtenidas durante el tiempo cero, calculando asi el porcentaje del drea ocupada por las células
posteriores a las 72 h del tratamiento.
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8. 4 Efecto de la DHEA en la expresion de las moleculas de adhesion ICAM-1, Selectina-E,
Sindecano-1y el receptor de quimiocinas CXCR-4

Se evalud la expresion de las moléculas de adhesidon mediante la utilizacién de anticuerpos
anti ICAM-1, Selectina-E, Sindecano-1 y CXCR-4, unidos a fluorocromos cuya fluorecencia se midié
mediante un citdmetro de flujo. Se observé que la DHEA no indujé cambios en la expresidon de
ICAM-1 y CXCR-4 en las tres lineas celulares a las 48 h posteriores al tratamiento; sin embargo, la
DHEA disminuyd la expresion de la Selectina—E entre un 29 a un 64 % y del Sindecano-1 entre un 3
a un 33 % en las células Hela e InBI. En las células SiHa, la DHEA sélo disminuyd la expresion de la
Selectin-E en un 30 % sin afectar a las demas moléculas (Figura 14).

[ -

M CXCR-4
HICAM-1

i Selectina-E

% de Fluorecencia.
(&)
o

M Sindecano-1

Control DHEA Control DHEA Control DHEA

Hela 80uM InBL 40 uM SiHa 40puM

Figura 14. Efecto de la DHEA en la expresion de las moleculas de adhesion ICAM-1, Selectina-E,
Sindecano-1 y el receptor de quimiocinas CXCR-4 en las células Hela, InBl y SiHa. Se sembraron
250,000 células en pozos de una placa de 6 pozos, y se trataron con la DHEA (40 uM para InBl y
SiHa, y 80 uM para Hela) durante 48 h. Posteriormente las células se incubaron con los
anticuerpos anti- ICAM-1, anti- CXCR-4, anti- Selectina-E y anti- Sindecano-1 y se evaluaron en el
citdmetro de flujo.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Durante afios, ha sido ampliamente estudiada la accidn antiproliferativa que presenta la
DHEA en diferentes lineas celulares tanto de cancer, células endoteliales, en osteoblastos, en
células de musculo liso, células de tejido adiposo, linfocitos, etc.”; sin embargo, su efecto sobre la
proliferacién de células de cancer de cervicouterino no se ha evaluado, por lo que, decidimos
estudiar el efecto antiproliferativo de la DHEA, sobre las lineas celulares de CaCu, Hela, InBl y SiHa
a diferentes concentraciones que oscilaron de 10 a 100 puM.

Los resultados mostraron que al igual que en otros tipos de cancer, la DHEA disminuyé la
proliferacién en las tres lineas celulares. Estos resultados concuerdan con lo reportadé por Girdn
et al. donde evaluaron el efecto de la DHEA en proliferacién de tres lineas celulares de CaCu,
observando que la DHEA tiene accion antiproliferativa de forma directa al interactuar con un
receptor presente en la membrana celular, independientemente de su conversion a estréogenos u
otros andrégenos, induciendo la muerte celular sin paro del ciclo celular’.

Estudios recientes han demostrado que la DHEA puede interferir en diferentes vias
metabdlicas de la célula (metabolismo del glutatién, de la lisina, de lipidos y de la s-
adenosilmetionina (SAM)), provocando la reduccion del contenido de ATP y por ello la muerte
celular®; o interfiriendo con la expresién de genes mitocondriales, provocando alteraciones
morfoldgicas y funcionales que intervienen en el agotamiento del ATP intracelular®®. Aunque se ha
observado que la DHEA promueve la muerte celular por medio de la apoptosis, mediante la

deteccién de la via Akt>"*®

(Akt es una serina/treonina cinasa, factor antiapoptético que induce la
proliferacién, crecimiento y supervivencia celular, asi como la formacién de tumores) con una
posterior activacion de la via GSK-3B (proteina glucégeno sintasa cinasa inductora de apoptosis),
que conduce a una despolarizacién mitocondrial®®; estos son nuevos hallazgos por los cuales se

demuestra la funcion antiproliferativa de la DHEA, sin necesidad de detener el ciclo celular.

En nuestros resultados observamos que la linea celular HelLa fue mds resistente a la accidn
antiproliferativa de la DHEA, mientras que las lineas celulares InBl y SiHa fueron mas sensibles.
Esta accion de resistencia, puede deberse a que las células Hela se encuentran en un mayor
estado de malignidad (estado IV-b), como lo explica Girdn et al. quienes atribuyen la resistencia de
las células Hela a que se encuentran en un mayor estado de malignidad, y pudieran poseer una
mutacion en la proteina p53 o a la presencia de genes que le confieren cierta resistencia a los
farmacos’.

La migracién de las células tumorales estd influenciada por varios factores, entre los que se
encuentra la interaccion de las células con fenotipo maligno con su entorno, ya sea su interaccién
extracelular de célula-célula mediante la intervencion de las moléculas de adhesidon; mediante su
interaccion célula-matriz extracelular donde son de vital importancia las proteasas de matriz
extracelular que llevaran a cabo su degradacion de la matriz que rodea a la célula tumoral dandole
paso hacia la circulacion ya sea linfatica o venosa; también mediante a factores de crecimiento o
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guimiotacticos producidos por las células tumorales o células vecinas al tumor, o atrapados en la
matriz extracelular. Es por ello por lo que se evalué el efecto de la DHEA sobre la migracion de las
células tumorales de CaCu mediante camaras de Boyden y el ensayo de heridas.

Los resultados mostraron que en las células Hela a 70 uM de DHEA no se obsevd
disminucién de la migracién celular perceptible en los ensayos de las cdmaras de Boyden; mientras
en los ensayos de heridas, se observo que a esta dosis de DHEA las células tumorales se
desprendieron en los extremos de las heridas, provocando también cambios en la morfologia
celular normal de las células (imagenes no mostradas) indicando toxicidad por lo que decidimos
realizar pruebas con dosis menores de la DHEA, obteniéndose que la DHEA a partir de 10 a 40 uM
disminuye la migracion en el ensayo de heridas sin provocar cambios en su morfologia vy
desprendimiento de las células en la monocapa celular de los extremos de la herida. En las células
InBI si se logré observar una disminucion de la migracion a través de la membrana semipermeable
de la cdmaras de Boyden a 40 uM de la DHEA, lo cual coincidié con lo observado en el ensayo de
heridas. Por su parte, las células SiHa también muestran disminucién de la migraciéon con 30 uM
de la DHEA evaluada mediante las cdmaras de Boyden y por el ensayo de heridas. Por lo que
podemos concluir que la DHEA si provoca la disminucién de la capacidad migratoria de las células
tumorales de CaCu de las lineas InBL y SiHa, pero no de las linea Hela, posiblemente por su mayor
capacidad invasiva que presenta, pudiendo poseer genes que le confieran resistencia a la accion
de la DHEA’.

La disminucién de la migracion de las células tumorales InBl y SiHa se puede explicar debido
a que durante la migracion celular, varios factores autocrinos que intervienen en este proceso
promoviendo la motilidad celular, como el factor autocrino de motilidad o factor “scatter”, el
factor de necrosis tumoral (TNF), y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)*’; se ha
observado que en otros estudios, tratamientos con 100 uM de la DHEA, ha logrado inhibir la
expresion del TNF-a en células HUVEC™ por lo cual, se puede explicar la accién de disminucién de
la migracion de las células tumorales, al inhibir la expresion de uno de sus factores co-estimulantes
de la motilidad celular, es probable que la DHEA pueda estar alterando la expresion del TNF-a en
nuestras células tumorales.

Se ha observado que la DHEA también inhibe la migracién de una gran variedad de células
entre las que se destacan células de cancer de mama; otros informes han demostrado que la
DHEA-S, inhibe la migracién de una linea celular muscular vascular de conejo (SME-3) y de células
musculares de carétida de conejo, la inhibicion de la migracidon del musculo vascular inducida por
la DHEA, se asocié con una detencidn en la fase G1 del ciclo celular y la apoptosis**. Caso similar se
observé en las células endoteliales, donde se observé que a concentraciones de 10 a 100 uM, la
DHEA inhibid la migracion de las células endoteliales en la formacion de tubulos capilares en el
proceso de angiogénesis, lo que fue atribuido a la disminucién de la G6PD y a la modificaciéon de la
red de tubulina®.
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Las células en el ensayo de camaras de Boyden tratadas con las diferentes concentraciones
de DHEA y SFB mostraron una migracién menor a la obtenida por las células tratadas con SBF
Unicamente, pero mayor a la presente por las células tratadas con DHEA, esto posiblemente
debido a que dicho suplemento posee diferentes factores de crecimiento, hormonas, enzimas
minerales, metabolitos, inactivadores toéxicos, etc. que pudieran promover el aumento de la
migracion de las células tumorales, sin embargo, la DHEA promueve la disminuciéon de esta
migracion debido quiza a la inactivacidn de algunos de estos componentes.

Durante la migracidn celular las células necesitan disminuir la expreciéon de las moléculas
de adhesidon homotipicas para facilitar el rompimiento de la unién célula-célula que existe entre
las células tumorales y asi poder migrar hacia la matriz extracelular e iniciar el proceso de invasién;
de igual forma, ya en el torrente sanguineo o linfatico, las células tumorales deben de expresar
moléculas de adhesidon que le permitan adherirse al endotelio celular de otras zonas del cuerpo,
facilitando su extravasacion y asi iniciar la invasion hacia otros érganos y formar nuevos focos
metastdsicos. En este estudio realizamos la evaluacion de los efectos de la DHEA sobre la adhesion
de las células de CaCu; para ello realizamos los ensayos de Attachment sobre las tres lineas
celulares a diferentes concentraciones de la DHEA y se evalio la expresion de las moléculas de
adhesién ICAM-1, Selectina-E y sindecano-1, asi como la expresién del receptor de quimiocinas
CXCR-4 después de 48 h del tratamiento con DHEA.

En el ensayo de Attachment se evallo la capacidad de las células tumorales de adherirse al
fondo de los pozos de la placa, después de haberlas tratado previamente a diferentes dosis de
DHEA. Se observé una disminucién en la adhesion de las células de Hela, InBL y SiHa,
observandose un efecto dependiente de la concentracidn en el caso de las células Hela. Este
fendmeno, puede ser posiblemente explicado por la disminucion en la expresion de las integrinas,
ya que son estas moléculas las que llevan acabd la primera interaccion de las células tumorales
libres con la matriz extracelular, funcionando como receptores de la laminina, coldgeno tipo I,
fibronectina, vitronectina y trombospondina, en las cuales se ha identificado a la secuencia
peptidica de Arg-Gly-Asp (RGD) como uno de los sitios de unién a las integrinas; debilitando
posiblemente su adhesién al fondo de los pozos de la placa **. Se ha demostrado que las células
neopldsicas producen menos integrinas que las células normales, lo que facilitaria la motilidad de
las células tumorales dentro de los vasos sanguineos; mientras otros estudios establecen que las
células neoplasicas producen nuevas integrinas, dependiendo del microambiente invadido que le
ayudarian en la motilidad y facilitaria la interaccién de las células tumorales con la matriz

4445 Un efecto similar se ha observado en los monocitos, donde la DHEA ha inhibido la

extracelular
capacidad de adhesién de los monocitos al endotelio cardiovascular, de esta forma, previniendo la
formacién de placas de ateroma, a través de sus metabolitos de estradiol (E,) y

dihidrotestosterona (DHT) *’.
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La sobre-expresién de algunas moléculas como la ICAM-1 y el receptor de quimiocinas
CXCR4 se ha relacionado con un mal prondstico en la progresidon del cancer. El aumento de su
expresidon en diferentes tipos de cancer se asocia con el desarrollo de la invasién tumoral y la

metastasis*®*’

, Ya que estas moléculas desempeinan un papel muy importante como medio de
anclaje a las células endoteliales de los vasos sanguineos de otros 6érganos promoviendo la
formacion de nuevos focos metastasicos*, la evasion de la respuesta inmune® y estimulando el
desprendimiento de las células tumorales del tumor primario iniciando la migracién celular™.

Nuestros resultados mostraron que la DHEA no afecté la expresidon de ICAM-1 y CXCR4.

La DHEA disminuyd la expresidn de la selectina-E en las 3 lineas celulares estudiadas. La
selectina-E es una glucoproteina de membrana del tipo de lectina que permite mediar Ia
interaccion heterotipica entre células sanguineas y células endoteliales en los procesos
inflamatorios®*?’; el aumento de los niveles séricos de la selectina-E se asocia con estados
avanzados de cancer de mama y la presencia de células tumorales circulantes*®; el aumento sérico
en la concentracion de la selectina-E es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de mamay

24,27

de pulmén de células pequeiias Nuestros resultados concuerdan con estudios anteriores

donde se observé que la DHEA induce una disminucion de la selectina-E y otras moléculas de
adhesion sobre las células endoteliales evaluadas a diferentes tiempos49'5°; relacionando esta
accién con una posible influencia de la DHEA sobre las diferentes vias de sefializacion como la de
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13K)/ AKT, p38, GSK-3B, etc., inhibiendo estas cinasas a través de la

desfosforilacion®.

Otra de las moléculas de adhesion evaluadas fue la de Sindecano-1, perteneciente a la
familia de los proteoglicanos (PGs) que actia como un co-factor entre la interaccidn célula-célulay
célula-matriz extracelular, mediante la interaccién de su ectodominio de HS con los factores de
crecimiento, citocinas y las proteinas de la matriz extracelular”’. Nuestros resultados mostraron
que la DHEA disminuyd la expresidn del sindecano-1 en las células Hela e InBI, pero no afecté la
expresion en las células SiHa. Se ha observado en lineas celulares de cancer de mama que la sobre
expresion del Sindecano-1 restablece su morfologia celular, mientras que la disminucién de la
expresion de estd, tiende a cambiar la morfologia de las células a un estado de motilidad. En
carcinomas hepatocelulares con alto grado metastdsico existe una alta disminucion de la
expresion del sindecano-1, al igual que en carcinoma colorrectal donde se relaciona con
metdstasis a nddulos linfaticos y aumenta su expresidn en el estroma local. En cancer endometrial
se ha reportado un sobre-expresidn del sindecano-1 que se correlaciona con carcinogénesis, grado
tumoral y viabilidad de las células malignas en el endometrio®. La disminucién de la expresién del
sindecano-1 inducida por la DHEA, podria indicar una disminucién en su caracter carcinogénico y
de viabilidad, ya que se presenta una disminucién de la interaccidn de las células carcinogénicas
con los factores de crecimiento y proteinas de la matriz extracelular. Basandose en estos hallazgos
obtenidos, podemos concluir que la DHEA si lleva a acabo una accidn sobre la adhesién de las
células tumorales de CaCu al disminuir la expresion de Selectina-E, y disminuir la motilidad de las
células cancerigenas al disminuir la expresion de Sindecano-1.
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10. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se concluye que:

1. La DHEA ejerce un efecto antiproliferativo sobre las lineas celulares de cancer
cervicouterino entre las dosis de 30 y 80 pM.

2. La DHEA disminuye la adhesién y la migracién celular.

1. La DHEA afecta a las moléculas que intervienen en el proceso de adhesion y
migracion celular al disminuir la expresion de algunas de ellas.

Por lo que la DHEA si interviene en la disminucién de varias etapas en el proceso de
la metdstasis, pudiendo ser una alternativa terapéutica para la disminucién de la
mortalidad de los pacientes con cancer. Sin embargo, es necesario aun estudiar mejor
los procesos por los cuales lleva a cabo estas acciones antes de ser utilizada en el
tratamiento contra el cancer.
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