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Resumen en espafiol.

El cancer cérvico uterino (CaCu) es la segunda neoplasia mas frecuente en México con
7, 869 casos y 4, 121 muertes, siendo un problema de salud publica. La mayoria de los
casos de CaCu, se originan en el epitelio estratificado del cérvix; surge por crecimiento
incontrolable de las células y se sabe desde 1977 que el factor etioldgico responsable del
99.7% de esta neoplasia es el virus del papiloma humano (VPH). El genoma del VPH se
caracteriza por la presencia de las oncoproteinas E6 y E7, las cuales son necesarias para
mantener el fenotipo tumoral, a través de la regulacion del metabolismo de la célula
tumoral conocido como Efecto Warburg, el cual consiste en la reprogracion el
metabolismo energético para satisfacer la concentracion de glucosa, glutamina y oxigeno
para favorecer la proliferacion y crecimiento celular; siendo un objetivo terapéutico de
gran potencial. En este trabajo se utilizé una combinacion terapéutica de 3 farmacos
(triple terapia) que inhibe el metabolismo de la célula tumoral: metformina —inhibidor del
complejo | de la cadena transportadora de electrones— oxamato de sodio —inhibidor de
la lactato deshidrogenasa A (LDHA)- y doxorrubicina, —inhibidor de la topoisomerasa II—-
farmaco de primera linea para el tratamiento de varios tipos de cancer. Se determind la
citotoxicidad de la triple terapia a través de la concentracion inhibitoria 50 (ICso); los
resultados mostraron que la triple terapia farmacologica inhibe la proliferacion en un
modelo in vitro de cancer cérvico uterino. Se analizdé la muerte celular por apoptosis a
través de citometria de flujo, mostrando que las células tratadas con la triple terapia
farmacoldgica se encontraban en mayor porcentaje en apoptosis tardia. Se detecto la
expresion de proteinas relacionadas con apoptosis a través de un arreglo, encontrando
que la triple terapia farmacologica induce la expresion de proteinas involucradas en la via
intrinseca de la apoptosis; finalmente estos resultados se corroboraron a través de la
deteccion de proteinas mediante western blot. Estos resultados muestran que la
desregulacion del metabolismo energético de la célula tumoral causada por la
administracién de la triple terapia farmacologica induce apoptosis intrinseca.



Abstract:

Cervix cancer is a public health concern, in Mexico it is the second leading cause of death
by cancer behind breast cancer in women, with 13 960 new diagnostics every year and 4
769 deaths in 2015. Cervix cancer originates in most types of cancer in the stratified
epithelium, arises from the uncontrollable growth of cells and it is known since 1977 the
etiological factor responsible for 99.7% of this neoplasm is the human papillomavirus
(HPV) producing changes in cellular functions that favor the replication of viral particles
and the transformation of normal cells to cancer cells favoring processes like high
proliferation, apoptosis resistance, poor prognosis, and lack of an effective therapy.
Previous studies have shown that the cervical cancer progression can be associated with
deregulated cellular energetics (Warbung effect). This alteration plays an important role
in tumor progression as it provides essential energy for cell proliferation and tumor growth;
therefore, it has shown great potential as a therapeutic target. In this work, we used a
combination therapy aimed to disrupt tumor cell energy pathways: metformin —an inhibitor
of the electron transport chain complex |- and sodium oxamate —an LDH-A inhibitor— in
combination with doxorubicin, the standard treatment for many types of cancer. We
estimated inhibitory concentration (ICso) in combination therapies. Our results showed that
the triple therapy suppressed the proliferation in vitro model. We next assessed cell death
through flow cytometry; cells exposed to the triple therapy showed early apoptosis. Finally,
we detected the expression of apoptosis-related gene products by protein microarray and
western blot analysis. Our results provide useful clues for targeting deregulated cellular
energetics in cervical cancer through metabolism inhibitors and triggering apoptosis.
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1. Introduccion

1.1 Cancer

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por una serie sucesiva de mutaciones
en genes supresores de tumores y activacion de oncogenes (Hassanpour y Dehghani,
2017) provocando un cambio en procesos como: mantenimiento de la sefalizacion
proliferativa, evasion de supresores de crecimiento y de apoptosis, aumento del potencial
replicativo, angiogénesis y metastasis, asi como inestabilidad gendmica, evasion de la
respuesta inmune, inflamacién continua y desregulacién del metabolismo energético, que
son caracteristicas distintivas o “hallmarks del cancer’ que adquieren las células
normales para su progresion al cancer (Hanahan y Weinberg, 2011) (Figura 1). Los tipos
mas comunes que causan un mayor numero de muertes al aio a nivel mundial son:
pulmonar, mamario, hepatico, colorrectal y cérvico uterino (Aggarwal et al., 2015; Ferlay
et al., 2015).

Mantenimiento Inestabilidad a
de sefalizacion sefiales inhibidoras
proliferativa del crecimiento

Desregulacion del
metabolismo en-
ergético

Evasion del sistema
inmunolégico

Evasion de Potencial
la muerte replicativo
celular ilimitado
Inestabilidad Inflamacion con-
gendémica y tinua  pro-
mutaciones movedora de

tumores

Induccién de Activacién de
angiogénesis invasion y me-
tastasis

Figura 1: “"Hallmarks del cancer.
Caracteristicas distintivas para la progresion de una célula normal a una célula tumoral (Tomado y modificado
de (Hanahan y Weinberg, 2011))



1.2 Cancer cervicouterino

1.2.1 Incidencia y mortalidad del cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es la tercera neoplasia mas frecuente a nivel mundial en
mujeres de 25 a 65 afos. En México, se ha reportado una incidencia de 13, 960 casos y
4, 769 muertes al afo, siendo un problema de salud publica ocupando la segunda causa
de muerte por cancer en mujeres (Bray et al., 2018) (Figura 2).

Mama

Cervico Uterino

Higado

Colorrectal

Incidencia
B Mortalidad

Ovario

0 20 40 60 80 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

ASR (World) per 100 000

Figura 2: Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer.
En ambos sexos a nivel mundial (Tasa por cada 100 000 personas) (Tomada y modificada de (Bray et al., 2018)

1.2.2 Anatomia del cérvix

Anatomicamente el cérvix una estructura cilindrica que conecta el utero y la vagina, tiene
tres funciones principales: crea el canal de parto, permite y facilita el paso de
espermatozoides al utero y funge como barrera para inhibir el paso de bacterias u otros
agentes infecciosos al utero. (Kurita, 2018). El cérvix se compone de dos regiones: el
endocérvix y ectocérvix (Figura 3); el endocérvix es la proporcion superior del cuello

uterino que esta revestido por una sola capa plegada de epitelio columnar que forma las



glandulas endocervicales secretoras de moco que contiene glucoproteinas (Kurita, 2018;
Mahendroo y Nallasamy, 2018); el ectocérvix es la porcion inferior del cuello uterino,
revestido por epitelio escamoso estratificado con multiples capas celulares (Mahendroo
y Nallasamy, 2018). Las células se forman en la capa basal por division mitética, mientras
que las células hijas se mueven hacia arriba, cambiando gradualmente la morfologia
cuboidal a plana (Kurita, 2018). La transicidn entre estos dos tipos de células es llamada

union escamocolumnar (SCJ). (Mahendroo y Nallasamy, 2018) (Figura 4).

A B
Oviducto

Utero

Cervix
]
j Ecto

Vagina

Figura 3: Representacién esquematica del aparato reproductor femenino.
a) El cuello uterino une la vagina con el dtero. b) Cuello del dtero, dividido en dos epitelios especializados.

Ectocervix
EPITELIO ESCAMQOSO ESTRATIFICADO
Figura 4: Epitelios especializados del cuello del utero..

Endocervix con epitelio columnar simple (izquierda), la unién escamocolumnar (zona de transformacion (flecha
verde) y el ectocérvix con epitelio escamoso estratificado (derecha).



En la mayoria de los casos de CaCu, éste se origina en el epitelio estratificado del cérvix.
El CaCu surge por el crecimiento incontrolable de estos tipos celulares y se sabe desde
1977 que el factor etiolégico responsable del 99.7% de esta neoplasia es el virus del
papiloma humano (VPH) (zur Hausen, 2009).

1.2.3 VPH y cancer cervicouterino

El VPH infecta a través de lesiones en el epitelio o a través del ectocérvix, zona de
transicion y de transformacion de las células (Schiffman et al., 2016), donde las particulas
virales entran y se diseminan a la capa basal, produciendo cambios en las funciones
celulares que favorecen la replicacién de las particulas virales y la transformacion de
células normales a células cancerigenas (Oyervides-Mufoz et al., 2018). El VPH tiene un
genoma circular, dentro se encuentran las regiones codificantes para proteinas
tempranas (E1-E7) (Harden y Munger, 2017), las cuales codifican principalmente para
las proteinas E6 y E7 que tienen afinidad por p53 y la proteina del retinoblastoma (pRB
por sus siglas en inglés) respectivamente, dando lugar a la inestabilidad gendémica,
inhibicion de la apoptosis, aumento de la tasa de proliferacion y reprogramacion del

metabolismo (Doorbar et al., 2015).
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Figura 5: Genoma del VPH.
El genoma del VPH consta de seis genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) dos genes tardios (L1y L2) y
la region larga de control (LCR) consta de varios elementos promotores y potenciadores.

1.2.4 VPH y metabolismo energético de la célula tumoral.

E6 y E7 son las principales oncoproteinas virales que se requieren para preservar el
fenotipo tumoral, ya que favorecen el metabolismo aberrante de la célula tumoral y
contribuyen a la radio y quimiorresistencia a través del aumento de la actividad de las
enzimas glucoliticas, asi como la inhibicion del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria
(Martinez-Ramirez etal., 2018). La evidencia acumulada sugiere que el VPH esta
involucrado en el metabolismo reprogramado de las células de cancer cervical a travées
de interacciones proteicas (Martinez-Ramirez et al., 2018). E6 interactua con la proteina
asociada a E6 (E6AP), para inducir la degradacion de p53 vy la inhibicién de apoptosis
(Madan et al., 2011); p53 regula negativamente genes implicados en glucdlisis como el
regulador de apoptosis TIGAR, un factor transcripcional que inhibe la glucdlisis y regula
la proteina de ensamblaje de citocromo ¢ oxidasa (SCO2) que regula positivamente la
fosforilacion oxidativa (FOSOX) (Matoba et al., 2006). E6 interactua con c-MYC (oncogén
viral de la mielocitomatosis aviar), factor de transcripcidon que promueve la expresion de
genes como la enolasa A, hexoquinasa ll, lactato deshidrogenasa A, fosfofructoquinasa
y transportador de glucosa. E6 también activa mTORC1 y regular la via de sefalizacion



PI3K-AKT. La oncoproteina E7 promueve la transcripcion del factor inducible por hipoxia
1 (HIF1). Una expresion alta de HIF1 participa en la transcripcion de transportadores de
glucosa, contribuyendo al efecto Warburg a través de la regulacion positiva de la glucélisis
y la regulacion negativa de la FOSOX (Martinez-Ramirez et al., 2018).

Todas estas interacciones conducen a la sintesis rapida de ATP obtenida por el
metabolismo energético alterado, lo que podria ayudar a satisfacer las altas demandas
de energia de las células cancerosas durante la proliferacion. De esta manera, las
proteinas del VPH pueden promover el metabolismo energético de la célula tumoral

(Martinez-Ramirez et al., 2018).

O
—] e —  TIGAR —] ucolisis «—  PI3K/AKT

T ;

MYC

HIF1 «<— mTOR

f

Figura 6: Modulacion del efecto Warburg por las oncoproteinas del VPH.
Las proteinas virales E6 y E7 activan la via glucolitica.

1.3 Metabolismo de la célula tumoral

Todas las células diferenciadas en condiciones normales, dependen de la glucdlisis para
la obtencién de energia, sin embargo, si hay una disminucién de oxigeno (hipoxia), las
células mediante glucdlisis anaerobia, redirigen el piruvato generado por glucdlisis a la
Lactato deshidrogenasa (LDH), para la produccion de lactato. Asi, permiten que contintde

la glucdlisis por la conversion de NADH a NAD+ (dinucleétido de nicotinamida adenina),



teniendo como resultado una produccion de trifosfato de adenosina (ATP) minima,

comparada con la fosforilacion oxidativa (FOSOX) (Berg et al., 2002).

En las células tumorales hay una reprogramacion del metabolismo conocido como “efecto
Warburg”; este metabolismo consiste en un cambio en la generacion de ATP a través de
la degradacion de piruvato a lactato y oxida la forma reducida de NADH a NAD+ a través
de la enzima reversible LDH-A (Miskimins et al., 2014) y no por fosforilacién oxidativa,
incluso en concentraciones normales de oxigeno (Wu y Zhao, 2013) (Figura X).

Aunque la produccion de ATP por la glucdlisis aerobia es mas rapida que la FOSOX es
menos eficiente, ya que genera 4 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa
(Zheng, 2012). Sin embargo, este cambio metabdlico crea un ambiente &cido en la célula,
lo cual promueve la activacién de oncogenes como HIF1 y c-MYC, que promueven la
transcripcion de genes que codifican GLUT (transportadores de glucosa) y otras enzimas
glucoliticas como, HKIl y Il (hexocinasa | y Il) PFK-1 y 2 (fosfofructucinasa 1 y 2), PDH
(piruvato deshidrogenasa), LDHA y GAPDH (gliceraldehido 3-fosfodeshidrogenasa)
(Nagao et al., 2019), promoviendo el flujo glucolitico, disminuyendo la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula y evitando procesos de muerte celular.
Ademas, la activacion de HIF1 aumenta la captacion de glucosa en las células
cancerosas Yy regula positivamente a la LDHA (Stubbs y Giriffiths, 2010). Este cambio
exige que las células tumorales tengan una captacion mayor de glucosa para satisfacer

sus necesidades de crecimiento y proliferacion (Cairns et al., 2011).

Existen diversos mecanismos moleculares que alteran el metabolismo celular, para la
generacion de ATP de manera rapida y un aumento en la biosintesis de macromoléculas
(hidratos de carbono, proteinas, lipidos y acidos nucléicos). Uno de esos mecanismos es
la activacion de la via de sefializacion de PI3K, que activa rio abajo a AKT1 y estimula la
glucolisis mediante la activacion de enzimas glucoliticas clave como la HK y PFK-2 y el
aumento de la expresion y translocacion a la membrana de los transportadores de
glucosa. Ademas, AKT regula la via de sefializacion de la cinasa mTOR la cual a su vez,
regula indirectamente la traduccién del acido ribonucleico mensajero (RNAm), la



biogénesis de ribosomas y la activacion de factores de transcripcion como HIF-1, incluso
bajo condiciones de normoxia (Cairns et al., 2011).
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Figura 7: Procesos de obtencion de energia entre las células normales y células tumorales.
(Tomado y modificado de (Vander Heiden et al., 2009))

1.4 mTOR

mTOR (mamalian Target of Rapamicin) es una cinasa serina/treonina que pertenece a la
familia de proteinas de fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) e interactia con varias proteinas
para formar el complejo 1 de mTOR (mTORC1) (Vander Heiden et al., 2009). mTOR
regula procesos como biosintesis de proteinas, lipidos, organelos y la inhibicion de
autofagia y apoptosis (Laplante y Sabatini, 2012a).

mTORC1 tiene cinco componentes principales: mTOR —la subunidad catalitica del
complejo—, la proteina reguladora asociada de mTOR (Raptor regulatory-associated
protein of mMTOR), mLST8 conocido como G (G protein beta subunit-like), sustrato AKT
rico en prolina de 40kDa (PRAS40) y DEPTOR (DEP-domain-containing mTOR-
interacting protein) (Laplante y Sabatini, 2009).



mTORC1 es una via de sefalizacién que integra senales intra y extracelulares, funge
como regulador central de la célula, ya que regula positivamente el crecimiento y la
proliferacion celular controlando la homeostasis celular. Se activa por factores de
crecimiento y por la disponibilidad de nutrientes (Martin y Hall, 2005).

El proceso de activacion sucede a través de la proteina RAS-related GTP-binding protein
(RAG por sus siglas en inglés), de la familia de GTPasas pequefias RAS. Un
heterodimero RAG media la translocacion de mTORC1 desde el citoplasma a la
superficie de los lisosomas, donde se activa Rheb. Una alta relacion ATP/AMP activa
mTORC1 mediante la prevencién de la activacién de la AMPK (proteina cinasa activada
por AMP) (Laplante y Sabatini, 2012a). Esta activacion promueve eventos importantes
como la sintesis de proteinas, la cual se requiere para el crecimiento celular, fosforilando
una amplia gama de sustratos, como el elF4E (factor de iniciacion eucariotico 4E), la 4E-
BP1 (proteina de union 1) y el S6K1 (proteina ribosomal S6 cinasa beta-1), los cuales a
su vez favorecen la biogénesis de ribosomas mediante la estimulacion de la transcripcion
de RNA ribosomal (RNAr) (Laplante y Sabatini, 2009). Otro evento importante es la
sintesis de lipidos que es fundamental para el crecimiento y la proliferacién celular; a
través de la regulacion de la proteina de unién al elemento regulador del esterol (SREBP1
por sus siglas en inglés) y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR-
g, por sus siglas en inglés) factores de transcripcion que controlan la expresiéon de genes
que codifican proteinas implicadas en la homeostasis de lipidos y colesterol (Porstmann
et al., 2008). Y finalmente la autofagia que es un proceso de sobrevivencia celular o
modulador de muerte celular promovido por la via mTOR. Este evento se activa cuando
la disponibilidad de nutrientes es limitada y cuando hay una disminucion de factores de
crecimiento, a través de AMPK que fosforila a TSC2 y RAPTOR, conduciendo a la
disminucion de la actividad de mTORC1 y asi una la promocion de la autofagia (Laplante
y Sabatini, 2012b) degradando los organelos y complejos protéicos para la obtencion de
energia (Glick etal., 2010; Paquette etal.,, 2018). Actualmente se sabe que la
desregulacion en la via mTOR promueve el desarrollo y progresion del cancer a través

de las sefales de factores de crecimiento y nutrientes (llagan y Manning, 2016). Por lo



que podria ser un blanco terapéutico al inhibir los procesos de crecimiento, proliferacion,
promocion de autofagia y apoptosis (Hua et al., 2019).

1.5 Apoptosis

La apoptosis, es un proceso importante de muerte celular programada; juega un papel
fundamental en el mantenimiento del numero de células, contribuyendo a la homeostasis
celular, ya que permite la eliminacion de células dafiadas. La apoptosis es un programa
de muerte celular regulado por la familia de proteinas cistein-aspartato proteasas
(caspasas) (Glick et al., 2010; Paquette etal., 2018), zimégenos que se activan por
escision a través de otra caspasa y son reguladas a través de dos vias de sefalizacion:
la via extrinseca que es mediada por receptores de muerte, estos receptores pertenecen
a un subgrupo de la superfamilia TNFR (tumor necrosis factor receptors), que incluye
TNFR, Fas y TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). La activacion de estos
receptores conduce a la activacion de caspasas iniciadoras, como la caspasas 8 y la
activacion de la caspasa efectora 3, que conlleva a la fragmentacion del DNA induciendo
muerte celular (Portt et al., 2011). Por otro lado, la via intrinseca o mitocondrial, promueve
la activacion de proteinas de la familia BH3, que actuan como moléculas pro-apoptéticas,
interactuando con las proteinas BCL-2 (B-cell ymphoma 2) y BAX-BAK; este complejo
permite la salida de proteinas al espacio intermembranal, tales como el “citocromo ¢” al
citosol, reclutando Apaf-1 y pro-caspasa-9, necesarios para la formacion del apoptosoma,

complejo que activa la caspasa 9 y finalmente termina en la escision de la caspasa 3.

La induccion farmacoldgica de muerte celular por apoptosis a través de la supresion del

efecto Warburg podria utilizarse como una nueva estrategia terapéutica antitumoral.
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Figura 8: Vias de sefializacién apoptdtica: intrinseca y extrinseca.
La apoptosis puede iniciarse mediante sefiales que se originan en la membrana plasmatica a través de la ligadura del
receptor de muerte (via extrinseca) o en la mitocondria (via intrinseca).

1.6 Terapias actuales

Actualmente no existe una terapia efectiva para el CaCu, sin embargo, se utiliza
radioterapia y agentes quimioterapéuticos como el cisplatino, clasificado como inhibidor
de la sintesis de DNA es el mas utilizado en la clinica para este fenotipo tumoral, sin
embargo, se han observado multiples efectos secundarios, como hepatoxicidad,
cardiotoxicidad y nefrotoxicidad (Dasari y Tchounwou, 2014).

1.7 Propuesta de tratamientos farmacoldgicos

El metabolismo de la célula tumoral ha sido un campo prometedor para el desarrollo de
nuevas terapias que podrian ser efectivas para el tratamiento de diversos tipos de cancer,
entre ellos el CaCu. En este campo se pretende investigar analogos de moléculas o
inhibidores especificos de las vias de generacion de energia de la célula tumoral (Jang
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et al., 2013). Actualmente se busca evaluar farmacos ya aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration) con distintos fines terapéuticos conjuntamente con farmacos ya
existentes con actividad antitumoral con poca o nula toxicidad, es decir, se ha propuesto
el uso de terapias combinadas que bloqueen simultaneamente diversos blancos

terapéuticos para detener la progresioén tumoral (Meng et al., 2014).

En nuestro grupo de trabajo se propuso que probablemente la combinacién de
Metformina Oxamato de sodio y Doxorrubicina (triple terapia) inciden en las vias de
generacion de energia de la célula tumoral (via mTOR y la glucdlisis) y la inhibicion de la
sintesis de acidos nucléicos; promueven la inhibicién de la proliferacion y el crecimiento
celular; centrando nuestro interés en la reprogramacion del metabolismo de la celula
tumoral induciendo procesos de muerte celular como apoptosis. Anteriormente, en
nuestro grupo de trabajo se demostro in vivo e in vitro en dos modelos de cancer, que la
triple terapia farmacoldgica inhibe el crecimiento tumoral a través de la probable induccion
de mecanismos de muerte celular; apoptosis y/o autofagia. A continuacion, se describen
los mecanismos de accion de cada uno de los farmacos propuestos, la triple terapia que
se propone en el presente trabajo incluye los siguientes farmacos:

1.7.1 Doxorrubicina

La doxorrubicina (Dox) pertenece al grupo de las antraciclinas; es el farmaco
anticancerigeno comunmente empleado y aprobado por la FDA para el tratamiento de
diversos tipos de cancer como mama, ovario (CaOv), prostata (CP) y colorectal (CCR)
(Rathore y Cekanova, 2015). El mecanismo de accion de Dox es a través de la induccion
de la muerte celular a través de 3 vias: la inhibicion de la TOPII (topoisomerasa Il); la
formacion de aductos al DNA,; y la induccion de estrés oxidativo (Kumral et al., 2015). La
aplicacién clinica de Dox se ve cada dia mas limitada debido a su alta toxicidad, por lo
que se ha propuesto su uso en combinaciéon con otros farmacos que disminuyan su

toxicidad y aumenten su eficacia (Fraczkowska et al., 2018).

12



Figura 9: Estructura quimica de la Doxorrubicina Cz7H29NO11.

1.7.2 Metformina

La metformina (Met) se ha empleado como farmaco hipoglucemiante para el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2); actualmente también se utiliza como
anticancerigeno (Leone et al., 2014) debido a que disminuye la respiracion celular al
inhibir especificamente al complejo | de la cadena respiratoria la oxidorreductasa de
NADH:ubiquinona (Ben Sahra et al., 2008; Imai et al., 2015) también activa a AMPK y
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, induciendo la disminucion de la generacion de ATP.
Se ha encontrado que es un farmaco inocuo, seguro y eficaz como monoterapia y en
combinacidn con otros farmacos para algunos tipos de cancer por sus caracteristicas

antiglucemiantes (Feng et al., 2014; Takahashi et al., 2014).

Figura 10: Estructura quimica de la Metformina: C4H11Ns..

1.7.3 Oxamato de sodio

El oxamato de sodio, (Oxa) es un analogo estructural del piruvato y se caracteriza por ser
un inhibidor competitivo del sitio activo de la LDH-A. Sin embargo, es un farmaco que aun
no esta aprobado por la FDA y se necesitan mas estudios para demostrar que es un
farmaco seguro (Granchi et al., 2013; Miskimins et al., 2014). Se caracteriza por una
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capacidad baja de absorcidn dentro de las células, debido a su estructura quimica
altamente polar (Wong-Baeza et al., 2015). En los ultimos afnos, el Oxa se ha utilizado
como antitumoral experimentalmente in vivo e in vitro debido a que bloquea la glucdlisis
anaerdbia y asi evita la conversion de piruvato a lactato en el citosol y la acidosis lactica,
fendmeno comun en el microambiente tumoral (Yang et al., 2014; Zhao et al., 2015).

Figura 11: Estructura quimica del Oxamato de Sodio: CoH2NNaOs..

1.8 Combinacidn terapéutica.

Se ha observado que la inhibicidon de las principales fuentes de obtencion de energia de
la célula tumoral a través de la combinacion de los farmacos Met y Oxa, asi como con
sus analogos podria dar lugar a un agotamiento completo de ATP y al aumento de la
muerte celular. (Miskimins et al., 2014; Chaube et al., 2015; Xintaropoulou et al., 2015;
Lea etal.,, 2016). Mientras que al combinar los farmacos ya mencionados con
quimioterapias, se podrian mejorar las tasas de respuesta, disminuir la reincidencia y
disminuir los efectos secundarios; Figueroa-Gonzalez et al., (2016) realizaron estudios in
vitro con marcadores asociados a inflamacion, encontrando que la combinacion de Met,
Oxa y Dox disminuye proteinas como p-NFKB, p-IKB; ademas demostraron que también
induce apoptosis y autofagia en cancer. Finalmente Garcia-Castillo etal., (2017)
observaron que en modelos in vivo de cancer de mama triple negativo tratados con la
triple terapia no hubo un aumento en la masa tumoral ni reincidencia posterior al
tratamiento, en comparacion con las terapias individuales. Finalmente, mediante modelos
in vitro se demostré que la triple terapia inhibe la proliferacion celular a través de la
induccion de apoptosis por la via de mTOR.
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2. Justificacion.

El CaCu es un problema de salud publica que constituye una causa importante de
mortalidad en nuestro pais. En la actualidad, existen terapias convencionales como
quimioterapia y radioterapia, sin embargo, no hay una terapia eficaz y especifica para
este tipo de cancer. Recientemente la induccion de la apoptosis a través de la inhibicidon
del metabolismo de las células tumorales ha sido un campo prometedor para el desarrollo
de nuevas terapias que probablemente puedan ser efectivas para el tratamiento de
diversos tipos de cancer, entre ellos el CaCu.

Este trabajo consiste en determinar si el empleo de la triple terapia farmacoldgica
compuesta por Metformina, Oxamato de sodio y Doxorrubicina (que tiene menos efectos
secundarios que el cisplatino) induce muerte celular por apoptosis intrinseca, en un
modelo in vitro de CaCu, a través de la inhibicion de la glucdlisis y la via mTOR,
responsables de la generacion de energia importantes para la proliferacion y crecimiento
de la célula tumoral, con el objeto de establecer una posible terapia mas especifica y con
baja toxicidad para el tratamiento de esta neoplasia.

3. Pregunta de investigacion

¢, La combinacion farmacoldgica de Metformina, Oxamato de Sodio y Doxorrubicina en un

modelo in vitro de cancer cervicouterino, induce apoptosis intrinseca?
4. Hipotesis

Con base en el escenario metabdlico de la célula tumoral, la combinacién de farmacos
inhibidores de las vias de generacién de energia Met y Oxa, en combinacion con
Doxorrubicina, promoveran la disminucion de la proliferacién inducida por la activacion
de la via intrinseca de la apoptosis en un modelo in vitro de CaCu empleando las lineas
celulares Hela, SiHa y CaSki.

5. Objetivos
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General

Determinar la via de apoptosis que induce la combinacién farmacoldgica de metformina

oxamato de sodio y doxorrubicina en un modelo in vitro de CaCu.
6. Particulares

e Evaluar la citotoxicidad de los farmacos en combinacion en las lineas celulares de
CaCu.

e Analizar la muerte celular que induce la triple terapia sobre las lineas celulares de
CaCu.

e Analizar el perfil de proteinas involucradas en apoptosis que induce la triple terapia
farmacoldgica sobre la linea celular HeLa de CaCu.

e Validar la deteccidn de proteinas involucradas en apoptosis inducidas por la triple
terapia farmacoldgica sobre las lineas celulares de CaCu.

e Evaluar morfolégicamente la apoptosis que induce la triple terapia farmacologica

en lineas celulares de CaCu.

7. Material y Métodos
7.1 Cultivo celular

Se emplearon las lineas celulares de CaCu Hela, SiHa y CaSki de la American Type
Culture Collection (ATCC) proporcionadas por el laboratorio 11 del Instituto Nacional de
Cancerologia. Las cuales fueron sembradas en cajas de cultivo de 100 x15 mm con
medio DMEM/F-12 GIBCO® suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% de la
marca CORNING y mantenidas en una incubadora (Thermo Scientific) a 37°C con 5% de

CO2. Todos los ensayos seran mantenidos bajo estas condiciones.
7.2 ICsp de las lineas celulares Hela, SiHa y CaSki

Con el objetivo de determinar la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los farmacos en
combinacién: Doxorrubicina (Doxolem® RU, 10mg/5ml), Metformina (Santa Cruz
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Biotechnology) y Oxamato de sodio (Santa Cruz Biotechnology), se emple6 el ensayo
colorimétrico de Sulforodamina B (SRB) siguiendo el protocolo descrito por Vichai y
Kirtikara (2006). Se determiné la densidad celular fundamentada en la estructura de la
SRB y su afinidad por los aminoacidos basicos de las proteinas, proporcionando un indice
del contenido de proteina celular, por lo cual se establece una relacién directa entre el

numero de células viables y la cantidad de SRB diluido.

De esta manera, se obtuvo la ICso de los farmacos en combinacion como se muestra en
la tabla 1. Las lineas celulares seleccionadas se utilizaron por las diferencias de sus
caracteristicas moleculares, incluido el tipo de infeccion por VPH, asi como el grado de
expresion de p53, grado de invasion y finalmente por el grado de respuesta a la
quimioterapia (Hietanen et al., 2000; Magaldi et al., 2012; Filippova et al., 2014). Las
células fueron sembradas en placas de 96 pozos, con una densidad de 1x10* células por
pozo, contenidas en 100ul de medio DMEM/F-12 con 24 h de adherencia. Después se
retird el medio y las células fueron expuestas a los tratamientos ya mencionados con
medio DMEM/F-12 suplementado con SFB al 2% para evitar la competencia entre el

exceso de nutrientes y los tratamientos experimentales.

Después de los tiempos establecidos, las células se fijaron con acido tricloroacético (TCA)
frio al 10% y tedidas con Sulforodamina- B (SRB) (MP BIOMEDICALS) durante 30 min.
Posteriormente las placas fueron lavadas 4 veces con acido acético al 1%; finalmente se
dejaron secar a temperatura ambiente y se afiadieron 200ul de Tris base 10 mM
(Promega, USA) con pH 10.5 para solubilizar el colorante. El numero de células viables
es directamente proporcional a la cantidad de colorante disuelto, por lo que se determiné
la supervivencia celular a través de la densidad éptica (DO) la cual se midié en un lector
de microplacas (EPOCH, Biotek) a 510 nm. La ICso se determiné a partir de una grafica
dosis-respuesta gradual con el software GraphPad Prism version 5.0. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y de manera independiente.
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Farmacos [ ] Tratamientos Tiempo de Exposicion

Dox/Met/Oxa 0.5 pM, 15 mM, 10 mM
Dox/Met/Oxa 1 uM, 20 mM, 15 mM
Dox/Met/Oxa 1.5 M, 25 mM, 20 mM 12y 24 Hrs
Dox/Met/Oxa 2 uM, 30 mM, 25 mM
Dox/Met/Oxa 2.5 pM, 35 mM, 30 mM

Tabla 1: Grupos experimentales.
concentraciones y tiempo de exposicion de los farmacos para determinar las 1C50.

7.3 Analisis de la muerte celular

Con el objetivo de analizar si la terapia farmacoldgica induce muerte celular por apoptosis,
se realiz6 el ensayo de citometria de flujo. El cual se fundamenta en la capacidad que
tiene la Anexina V y el loduro de Propidio (IP) para unirse a las células en proceso de
muerte celular. A través del kit de Anexina V/IP (BD Cat. 556547) se determind la fase de
apoptosis que presenten las células expuestas a la triple terapia siguiendo las
indicaciones del fabricante, empleando la ICso obtenidas previamnete.

Las lineas celulares de CaCu, fueron sembradas en placas de 6 pozos con una densidad
de 5x10° células en cada pozo con las condiciones ya mencionadas y con 24 h de
adherencia. Después del tiempo de exposicion de los farmacos, las células se
tripsinizaron y colectaron por centrifugacion, resuspendiéndolas en 250uL de buffer de
union a Anexina V. Se agregaron 2.5uL de Anexina V y 2.5uL de IP y posteriormente
fueron incubadas por 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las células se
analizaron en un citdmetro BD FACSCalibur acoplado al software Cell Pro version 5.1.
Los ensayos se realizaron por triplicado y de manera independiente.

7.4 Inmunodeteccion

Para determinar la via por la cual la triple terapia farmacologica induce la apoptosis, se
realiz6 un screening de las proteinas relacionadas con la apoptosis usando el

microarreglo de deteccion de proteinas (RayBio® C-Series Human Apoptosis Antibody
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Array 1 (AAH-APO-1-2)) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los
reactivos fueron preparados y utilizados en el momento del ensayo. Para sustentar este
resultado, se realizaron inmunodetecciones por western blot de las proteinas sobre o

subexpresadas en el microarreglo.
7.4.1 Extraccion de proteinas

Se realizaron diferentes extracciones para la obtencion de proteinas. Para ello, se
emplearon las lineas celulares de CaCu las cuales se mantuvieron en placas Petri
(100x15mm) con una confluencia celular del 80% con las condiciones ya mencionadas y
con 24 h de adherencia; una vez concluido ese lapso la linea celular HeLa fue expuesta
a 12 h con la terapia farmacoldgica para el microarreglo, y las lineas celulares HelLa, SiHa
y CaSki fueron expuestas a los tratamientos farmacolégicos por 4, 8, 12 y 24 h; con un

control negativo sin tratamiento y uno positivo (camptotecina) para WB.

Para llevar a cabo la extraccidn protéica se retird el medio de cultivo de las placas Petri
y fueron lavadas con PBS no estéril al 1X y se agrego el concentrado de buffer de lisis
suplementado con una mezcla (coctel) de inhibidores de proteasa. Después las células
fueron cosechadas con un scrapper. El contenido se colecté en un microtubo de 1.5 ml,
que se sometid a agitaciones constantes en vortex para deshacer los agregados celulares.
Finalmente se centrifugd a 12, 000 rpm durante 30 minutos para separar los residuos
celulares insolubles. La cantidad de proteinas obtenidas se cuantifico con base en la
técnica colorimétrica Bradford. La lectura se realizé en un lector de placas Epoch (Biotek)
a 580 nm.

7.4.2 Microarreglo protéico

Se colocod la membrana del microarreglo con el lado impreso hacia arriba en un
contenedor de plastico. La membrana se bloqued durante 30 min a temperatura ambiente
con el buffer de bloqueo en rotacién constante. Después de este periodo, se retird el
buffer y se incubd la muestra protéica obtenida de la extraccion (1000 ug/ml) a 4° C toda
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la noche en rotacidén continua. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se retir6 la
muestra y se realizaron 3 lavados con Wash Buffer 1 al 1Xy 2 lavados con Wash Buffer
2 al 1X durante 5 min cada lavado en rotacion constante. Posteriormente la membrana
se incubo con el concentrado de HRP-Streptavidina al 1X toda la noche a 4° C en rotacion
constante. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se retird la muestra y se
realizaron 3 lavados con Wash Buffer 1 al 1Xy 2 lavados con Wash Buffer 2 al 1X durante

5 min cada lavado en rotacidon constante.

Finalmente, la membrana fue colocada sobre papel 6ptico para remover los excesos de
buffer y fue transferida a una hoja de plastico con el lado impreso hacia arriba y se incubd
con 500ul del buffer de deteccion C y D a una concentracién 1:1 durante 5 min a
temperatura ambiente sin rotacion. La deteccion de los inmunocomplejos se realizé en el
digitalizador C-Digit Blot Scanner (Li-COR) y las imagenes resultantes se analizaron en

el software ImageStudio (Li-COR).
7.4.3 Western Blot

Las muestras de proteinas (25ug) obtenidas de la extraccion fueron separadas mediante
el sistema SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) Para
ello se empled el equipo Mini-PROTEAN Tetra System (BioRad). La separacion de
proteinas se llevd a cabo a 80 volts por 2 horas aproximadamente. Posteriormente las
proteinas fueron transferidas a una membrana de PDVF Millipore (polifluoruro de
vinilideno) con un poro de 0.45um mediante transferencia semi-seca en un equipo Trans-
blot turbo (BioRad) a 20 volts por 30 min. Al terminar la transferencia, la membrana de
PDVF fue bloqueada con una solucién de leche libre de grasa al 5% en TBS-Tween 0.1%
por 2 h. Posteriormente se realizaron 4 lavados con TBS-Tween y se incubaron toda la
noche con el anticuerpo primario correspondiente a la proteina a detectar (Tabla 2). Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion del anticuerpo (Ab) primario, se realizaron tres
lavados con TBS-Tween y se incubaron con el Ab secundario correspondiente por 2 h a
4° C. Después de darle 4 lavados a la membrana con TBS-Tween se utilizé el sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Femto Maximun Sensitivity Substrate (Thermo
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Scientific) para la deteccién de los inmunocomplejos en el digitalizador C-Digit Blot
Scanner (Li-COR); las imagenes resultantes se analizaron en el software ImageStudio
(Li-COR).

Anticuerpo No de catalogo Anticuerpo secundario

Caspasa 3 sc-7148 Rabbit

Caspasa 8 sc-5263 Mouse

p21 sc-397 Rabbit

XIAP ab28151 Mouse

Actina sc-47778 Mouse
Anti-mouse IgG-HRP 7076s
Anti-rabbit IgG-HRP 7074s

Tabla 2. Listado de anticuerpos utilizados para Western Blot.
Para la deteccion de proteinas involucradas en la muerte celular por apoptosis en las lineas celulares de CaCu.

7.5 Evaluacion morfologica de la apoptosis

El dafio en el ADN es una de las principales caracteristicas de la apoptosis. La
visualizacion del dafo en el ADN se logra empleando la técnica de tincion
TUNEL, (marcado de final de corte de dUTP de Terminal desoxinucleotidil transferasa,
por sus siglas en inglés), que se fundamenta en la capacidad que tiene la enzima
deoxynucleotidyl transferasa de catalizar la adicion de nucledtidos dUTP a los extremos
3' libre de ADN fragmentado. Mediante el uso de dUTPs que estan marcados con FITC
emiten fluorescencia y se puede identificar especificamente las células apoptéticas. Para
ello, se emplearon las lineas celulares de CaCu, las cuales fueron sembradas en cajas
de 6 pozos conteniendo en cada pozo un cubreobjetos previamente tratado con polilisina
con una densidad de 4x105 células en cada pozo con las condiciones ya mencionadas y
con 24 h de adherencia. Las células fueron expuestas a la combinacion farmacolégica
durante 12 y 24 h. Después del tiempo de exposicioén de los farmacos, las células fueron
fijadas con paraformldehido al 4% y a través del kit DeadEnd Fluorometric TUNEL System
Cat. G3250 se evalud la apoptosis siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente,

21



las células se observaron en un microscopio confocal LEICA TCS SP8X (se evaluaron 5
campos diferentes), las imagenes resultantes se analizaron en el software Leica

Application Suite X y finalmente las imagenes se procesaron en el software llustrador.

8. Resultados.

8.1 Evaluacion citotoxica de los farmacos

Se observo que el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de los 3 farmacos en
combinacién (Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de sodio) incrementé conforme
aumento la concentracién del farmaco, es decir, es dosis dependiente, asi como también

influyd el tiempo de exposicidn al farmaco.

Los resultados obtenidos mostraron que la combinacion de los tres farmacos induce la
inhibicion de la proliferaciéon celular. La ICso para esta combinacion se establecio a
concentraciones de 25mM/ 20mM/ 1.5uM para Metformina, Oxamato y Doxorrubicina,
respectivamente a las 12 h (figura 12 a, b y ¢), mientras que para las 24 h las ICsp fueron
de 20mM/ 15mM/ 1uM para Metformina, Oxamato y Doxorrubicina (figura 12 d, e y f),
respectivamente. Las combinaciones de los 3 farmacos a 12 h (figura 12 a, b y ¢)
mostraron un porcentaje de inhibicion menor en comparacion con las células tratadas a
las 24 h (figura 12 d, e y f), ya que se necesita mayor concentracién de cada farmaco
para obtener el 50% de inhibicién a las 12 h (Figura 12).
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Figura 12: Concentracién Inhibitoria 50.

de farmacos en combinacion a 12 y 24 horas de exposicion, en las lineas celulares Hela, SiHa y CaSki.
HelLa 12 h, B) SiHa 12 h, C) CaSki 12 h, D) HeLa 24 h, E) SiHa 24 h, F) CaSki 24 h.

8.2 Analisis de muerte celular.

Con la finalidad de sustentar si la triple terapia induce muerte celular por apoptosis, se
utilizé el método de Anexina V/IP, a través de citometria de flujo. Las gréaficas de puntos
obtenidas muestran el porcentaje de células en muerte celular por apoptosis. En la figura
13A se observa que en las células Hela tratadas con la triple terapia farmacologica a las
12h se induce apoptosis tardia con 85.1%, mientras que a las 24h se presenta el 73.8%
de células en apoptosis tardia (14A). En la figura 13B se muestra que las células SiHa
tratadas con la triple terapia farmacoldgica a 12h se induce el 76.6% de células en
apoptosis tardia y a las 24h un 84.4% de células en apoptosis tardia (14B). Finalmente,
en la figura 13C se observa que las células CaSki tratadas con la triple terapia
farmacoldgica a las 12h se indujo un 62.7% de apoptosis tardia mientras que a las 24h
tienen un 54.1% (14C). Estos resultados demuestran que las células tratadas con la triple
terapia farmacolégica en combinacidn induce muerte celular por apoptosis tardia,

sugiriendo que los farmacos podrian estar ejerciendo una sinergia entre ellos.
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Figura 13: Gréficas de puntos obtenidas por citometria de flujo en células HelLa, SiHa y CaSki.
Células expuestas a la triple terapia farmacologica a 12 horas. A) Hela, B)SiHa, C)CaSki
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Figura 14: Gréficas de puntos obtenidas por citometria de flujo en células Hela, SiHa y CaSki.
Células expuestas a la triple terapia farmacoldgica a 24 horas. A) HelLa, B) SiHa, C) CaSki

8.3 Perfil de proteinas involucradas en apoptosis

Mediante un analisis del perfil de proteinas involucradas en apoptosis (figura 15C), se
realizo la deteccion de la intensidad luminosa de cada punto que corresponde a un
anticuerpo especifico. En la figura 15C se muestra el mapa del microarreglo donde se
encuentra la localizacién de cada proteina; se demostrd que las células tratadas a 12 h
con la triple terapia farmacologica hubo un aumento en la deteccién de proteinas como
BAD, BAX, caspasa 3, citocromo C, CD40-R, CD40-L, Fas-R, Fas-L, HTRA2, p21, p27,
p53, XIAP, Survivina, HSP27, HSP60, HASP70 y SMAC (Figura 15A y B). Mientras tanto,
los niveles de deteccion de las demas proteinas se mantuvieron sin cambios (Figura 15A

y B). El control positivo se utilizé para normalizar los resultados de la membrana
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Figura 15: Perfil de proteinas involucradas en apoptosis.

Perfil de proteinas relacionadas con apoptosis en células HelLa. Se analizaron cantidades iguales de extractos de
proteinas de células sin tratamiento: (A) y tratadas con la triple terapia farmacolégica a 12 h de exposicion: (B).
(C): Mapa que muestra la ubicacién de los anticuerpos relacionados con la apoptosis detectados en el Kit de
apoptosis. (D): Las intensidades quimioluminiscentes se cuantificaron mediante densitometria. Se usé un control
positivo para normalizar los resultados de la membrana.

8.4 Deteccion de proteinas involucradas en apoptosis

Para sustentar los resultados obtenidos en el microarreglo, se realiz6 la inmunodeteccion
de proteinas mediante western-blot de: caspasa-3, caspasa-8, p21 y XIAP, estas
proteinas son importantes ya que participan en las vias de apoptosis. En la figura 16 se
observa que a diferentes tiempos de exposicion con la triple terapia farmacolégica la
deteccion de caspasa-3 involucrada en la via intrinseca de la apoptosis aumenta en las
tres lineas celulares, mientras que no se observa cambio en la deteccién de la caspasa-
8 involucrada en la via extrinseca de la apoptosis en la linea celular Hela,

correspondiente con los datos obtenidos en el microarreglo, sin embargo en la linea
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celular SiHa se observa un aumento en la deteccién de caspasa-8 a 24h de tratamiento,
mientras que en linea celular CaSki, se observa un aumento de caspasa-8 hasta las 12h,
y disminuye a las 24h.
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Figura 16. Deteccion de proteinas involucradas en apoptosis. Caspasa-3, Caspasa-8, p21 y XIAP se detectaron en 3
lineas celulares a 4, 8, 12 y 24 h de tratamiento con la triple terapia farmacolégica. A HeLa B)SiHa C)CaSki. Se us6
actina como control de carga y camptotecina como control positivo.
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Asi mismo se observd un aumento en la deteccion de la proteina p21, involucrada en la
inhibicion del ciclo celular en la fase G1 a S en la linea celular HelLa; con respecto a esta
proteina no se observaron cambios significativos en SiHa y CaSki. Finalmente, la
deteccion en XIAP en las tres lineas celulares disminuy6 conforme transcurrio el tiempo
de exposicidn a la triple terapia, haciendo destacar que en HelLa a 24h, se abate su

deteccion.
8.5 Evaluacién morfologica

Con la finalidad de validar si la triple terapia induce la fragmentacion del DNA, se realizé
la evaluacion morfologica de las células a través del ensayo TUNEL con las 3 lineas
celulares. En las figuras 17, 18 y 19, se muestran tres paneles; el primero el marcaje con
DAPI en azul, (marcador fluorescente que se une a regiones enriquecidas en adenina y
timina), el segundo panel muestra la el marcaje con TUNEL en verde y el tercer panel
muestra el sobrelapado “merge” del panel 1y 2; con las lineas celulares expuestas a 12
h de tratamiento con la triple terapia farmacoldgica (17, 18 y 19B) asi como el control
positivo (UV) (17, 18 y 19C). En la figura 17, 18 y 19 Ay B (panel en verde) se observa
la formacidn de micronucleos, pequefios cuerpos extranucleares que se originan a partir
de fragmentos de cromatidas y/o cromosomas que se originan en la anafase de las
células en division y no se incluyen en el nucleo principal durante la telofase. Asi mismo
se observo la condensacion del DNA en la periferia de la membrana nuclear, formando
una estructura creciente, mientras que, en el control negativo, como es de esperarse, no

se observo fragmentacion del DNA (17, 18 y 19D).

En las figuras 17, 18 y 19A se observan en el panel 2 y 3 marcados con verde, a las 24
h de tratamiento la formacion de cuerpos apoptoticos, deteccion de DNA fragmentado en
toda la célula, asi como el control positivo (UV) (17, 18 y 19C) caracteristicas de apoptosis
tardia. Ademas, se aprecia que, con la triple terapia, hay pérdida de adhesion celular, asi
como disminucion en la proliferacién, ya que hay separaciones entre las células en
comparacién con las células sin tratamiento donde se observdé que las células se

mantienen unidas (17, 18 y 19D).

29



N ™ >
Positive control (UV) 12 Hours triple therapy 24 Hours triple therapy

O
Negative control

Figura 17: Aspecto morfologico de la fragmentacion del ADN en Células Hel a.
Imagenes de fluorescencia tomadas con microscopio confocal LEICA a 63x con DAPI (panel 1), TUNEL (panel 2)
(marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa TUNEL) y MERGE (panel 3) en células
Hel a sin tratamiento (D), UV (control positivo)(C) y triple terapia farmacolégica a 12 (B) y 24 (A) h de exposicion.
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Figura 18: Aspecto morfologico de la fragmentacion del ADN en células SiHa.

Imagenes de fluorescencia tomadas con microscopio confocal LEICA a 63x con DAPI (panel 1), TUNEL (panel 2)
(marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa TUNEL) y MERGE (panel 3) en
células SiHa sin tratamiento(D), UV (control positivo)(C) y triple terapia farmacolégica a 12(B) y 24 (A) h de
exposicion.
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Figura 19: Aspecto morfologico de la fragmentacion del ADN en células CaSki.
Imagenes de fluorescencia tomadas con microscopio confocal LEICA a 63x con DAPI (panel 1), TUNEL (panel 2)
(marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa TUNEL) y MERGE (panel 3) en células
CaSki sin tratamiento(D), UV (control positivo)(C) y triple terapia farmacologica a 12(B) y 24(A) h de exposicion.
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9. Discusioén

Las células de cancer cervicouterino, tienen altas tasas glucoliticas (Martinez-Ramirez
etal.,, 2018). La glucosa es utilizada como fuente de carbono para los procesos
anabdlicos necesarios para la proliferaciéon y la generacion de nucledtidos, lipidos y
proteinas (Liberti y Locasale, 2016). Varios estudios sugieren que las vias metabdlicas
de la célula tumoral pueden llegar a ser blancos terapéuticos potenciales para la
reduccién de la progresion y crecimiento celular in vitro (Chaube et al., 2015; Kishton y
Rathmell, 2015; Columbano y Giordano, 2017; Garcia-Castillo et al., 2017; Luengo et al.,
2017) promoviendo posiblemente procesos de muerte celular como apoptosis. En este
estudio, se trabajo con la combinacion farmacologica de metformina, oxamato de sodio y
doxorrubicina, que inducen apoptosis al inhibir las vias de generacion de energia como

glucdlisis aerdbica y FOSOX, asi como la sintesis de acidos nucléicos.

Previamente en los resultados del laboratorio, se encontro la ICso de los farmacos
individuales y en combinacién para modelos in vitro e in vivo de cancer de mama triple
negativo (Garcia-Castillo et al., 2017); observando que los farmacos individuales tienen
una concentraciéon mayor que la de las combinaciones. Similar a los resultados obtenidos
en este trabajo donde las concentraciones que se obtuvieron para cancer CaCu fueron:
25mM/ 20mM/ 1.5uM para Metformina, Oxamato y Doxorrubicina, respectivamente a las
12 h, mientras que para las 24 h las ICso fueron de 20mM/ 15mM/ 1uM. Concentraciones
por debajo de las dosis letales 50 (LDso) (Wishart etal.,, 2018) y menores a las
concentraciones individuales reportadas previamente para cancer de mama y cancer

colorectal (Garcia-Castillo et al., 2017) (Figueroa-Gonzalez et al., 2016).

La importancia de la sinergia de los tres farmacos se hace presente cuando se observa
la diferencia entre los resultados obtenidos con esta terapia y cualquiera de los que se
hallaron empleando los farmacos individualmente o en pares. La interaccion sinérgica
entre los farmacos Met, Ox y Dox es probablemente mediada por la inhibiciéon simultanea
del complejo | en la cadena transportadora de electrones (Met), la LDH-A (Ox) (Miskimins
et al., 2014) y por el aumento de apoptosis causada por Dox (Jang et al., 2013).
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En este trabajo, no se utilizaron los farmacos individuales puesto que se habia observado
previamente que no tenian efecto; tal como lo descrito por Zhao et al., 2015 donde
evaluaron apoptosis temprana caracterizada por el plegamiento de la membrana vy
apoptosis tardia caracterizada por la disrupcion de la membrana celular y fragmentacion
del DNA a través de citometria de flujo en células tratadas con oxamato, observando que
inducen hasta 14% de apoptosis tardia, mientras que el 75% de células se encuentran
viables. De manera similar Tian et al., 2016 observd que las células tratadas solo con
metformina inducen hasta 6% de células en apoptosis tardia, mientras que el 76% de las

células son viables.

En este trabajo se realizo la deteccion de apoptosis temprana y tardia por citometria de
flujo encontrando que con la triple terapia farmacoldgica hay hasta 80% de las células en
apoptosis tardia (células post-apoptéticas o secundarias necréticas) en las lineas
celulares Hela, SiHa y CaSki a 12 y 24 h (Patel et al., 2006). Se observé ademas que la
linea celular CaSki, mostro resistencia tanto a la camptotecina como a radiacion UV, sin
embargo, con la triple terapia se induce apoptosis. Resultados similares a los reportados
por Garcia-Castillo et al., 2017 en donde demuestra que la triple terapia farmacologica
induce apoptosis tardia en cancer de mama desde las 24 h, mencionando que la triple
terapia disminuyo el efecto citotoxico de la doxorrubicina y restablecio la capacidad de
muerte de las células por apoptosis en cortos tiempos.

La apoptosis celular es un proceso bioldgico que esta asociado con la activacion de las
caspasas. La caspasa-3 es un efector importante de la apoptosis que se activa mediante
dos vias de sefalizacién: la via mediada por el receptor de la muerte, que involucra la
caspasa-8 y la caspasa-10, y la via mediada por las mitocondrias, con caspasa-9. En
este trabajo a través de un perfil de proteinas involucradas en apoptosis se encontré que
la triple terapia farmacologica a las 12 h indujo aumento en la deteccidon de proteinas
como: aumento en la deteccién de proteinas como BAD, (BCL2, agonista asociado a la
muerte celular) es un miembro pro-apoptotico de la familia de Bcl-2, tiene un dominio only
BH3 y participa en el inicio de la apoptosis. Se activa a través de la desfosforilacion e
interactua con Bcl-2 y Bcl-xl. Esta inhibicion permite la activacion de Bax y Bak, para
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inducir la apoptosis celular. Se ha reportado que la disminucion de la proteina BAD
contribuye a la inhibicion del crecimiento tumoral; Jiang et al., 2013 descubrieron la
sobreexpresion de BAD en lineas celulares de cancer de pulmén y en ratones atimicos
disminuia la proliferacion celular y estaba asociado con un aumento en la apoptosis
intrinseca, al observar aumento en la deteccion de proteinas como BAX, Citocromo C y
caspasa 3. Resultado similar al encontrado en el perfil de proteinas, donde se observa
un aumento en la deteccién de Bax, citocromo C y caspasa 3, pero no de caspasa-8,
estos resultados nos indican que probablemente la triple terapia induce apoptosis

intrinseca y no extrinseca.

Cabe destacar que a pesar que hay aumento en la deteccion de proteinas de la via
intrinseca de la apoptosis, también hay aumento en la deteccion de proteinas de la via
extrinseca como el receptor y ligando de Fas, asi como el receptor y ligando del miembro
de la familia de TNF, CD40; la union del ligando a sus respectivos receptores conduce a
la trimerizacion del receptor y a la formacion del complejo de sefalizacion inductor de
muerte (DISC), la proteina adaptadora FADD se ancla en el DISC donde interactuan los
dominios de muerte (DED) de ambas proteinas (Jan y Chaudhry, 2019). Este complejo,
recluta a la procaspasa-8/10 donde interactuan con FADD a través de los dominios DED
(Alcivar et al., 2003). La activacion de la caspasa-8/10 puede tomar 2 vias: escision de
caspasa-3 o escision de Bid (Kantari y Walczak, 2011).

En el primer caso, la caspasa-8/10 escinde directamente a la casapasa-3 y hay expresion
baja o ausente de XIAP, sin embargo cuando hay abundante XIAP se inhibe la caspasa-
3, por lo que la célula opta por la segunda via: donde la caspasa-8/10 escinde a Bid en
tBid (truncated Bid) la cual se une a regiones ricas de cardiolipina en la mitocondria
formando un poro para producir la liberacién de citocromo c, para la formacion del
apoptosoma y activacion de la caspasa-9, asi como la liberacion de Smac / DIABLO para
la neutralizacion de XIAP, conduciendo a la activacion de los efectores: caspasa-3, -7 y
finalmente la induccién de apoptosis (Kantari y Walczak, 2011). Esto concuerda con los
resultados de este trabajo, donde se observo un aumento en la deteccion de proteinas
como CD40R, CD40L, Fas-R, Fas-L, XIAP y SMAC. Sin embargo, como ya se menciono,
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no hay un aumento en la deteccion de la caspasa-8, iniciadora de la via extrinseca.
Kantari y Walczak, 2011, mencionan que la caspasa-10 al igual que la caspasa-8 tiene
dominio DED en tandem, de esta manera la caspasa-10 podria estar tomando el lugar de
la caspasa-8 (Alcivar et al., 2003) sugiriendo que la triple terapia farmacolégica podria

estar induciendo apoptosis extrinseca mediada por mitocondrias en las células CaCu.

Otro inhibidor que se encontrd sobreexpresado en el perfil de proteinas involucradas en
apoptosis fue survivina, proteina que se activa en respuesta a estimulos apoptéticos e
inhibe la activacion de la caspasa-9, SMAC / DIABLO vy la unién con XIAP para mejorar
su actividad inhibitoria (Garg et al., 2016). Se ha demostrado que la proteina Survivina se
asocia con SMAC / DIABLO y caspasa-3 inhibiendo la apoptosis (Song et al., 2003). De
acuerdo con los resultados reportados en este trabajo, la sobreexpresién de survivina en
las células tratadas con la triple terapia farmacoldgica esta relaciona con el aumento de

proteinas proapoptéticas, como caspasas y SMAC, objetivos directos de survivina.

Asi mismo en respuesta al estimulo apoptético, se induce el aumento de la expresion de
la familia de proteinas de choque térmico (HSP). La expresion de Hsp70 inducida por el
estrés protege a las células de la muerte celular, al inhibir la apoptosis extrinseca
mediante la inhibicién de la escisidon de Bid a través de la inactivacion de caspasa-8/10;
y la apoptosis extrinseca mediante la activacion de la via de sefalizacion de PI3K/Akt
que regula negativamente a Bad y caspasa-9 (Kumar et al., 2016). Mientras que la HSP60
esta involucrada en el plegamiento de proteinas de las mitocondrias, evitando asi la
agregacion de proteinas que es especialmente necesaria en condiciones de estrés
celular. Se ha visto que HSPG0 inhibe al citocromo ¢, impidiendo que se desencadene la

apoptosis (Wiechmann et al., 2017).

Estos datos sugieren que la proporcién de miembros pro y anti-apoptoéticos inducidos por
la triple terapia farmacologica a las 12 h de exposicion se mantiene equitativo, sin
embargo, a mayor exposicion, hay un aumento en las proteinas proapoptoticas y una
disminucion en las proteinas antiapoptoticas. Debido al papel que juega la caspasa-3

como ejecutor, también se detectaron niveles de expresion de caspasa-3 para confirmar
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la apoptosis celular. Los resultados demostraron que hubo un aumento en la caspasa-3
escindida indicando que las células estaban experimentando apoptosis, asi mismo la
deteccion de XIAP fue menor a 24 h.

La apoptosis es un proceso complejo de multiples pasos que involucra una serie de
sefiales biologicas. Su caracterizacion incluye cambios morfolégicos como contraccion
celular, condensacion de cromatina, fragmentacién nuclear y protuberancias de
membrana citoplasmatica (Su et al., 2019). Por lo general, se requieren varias h desde el
inicio hasta la culminacion de la muerte y estos eventos van a depender del ciclo celular

de la célula, el estimulo y la via apoptatica.

Las caracteristicas morfolégicas tempranas de la apoptosis en el nucleo son la
condensaciéon de cromatina y la fragmentacion nuclear. La condensacién comienza en la
periferia de la membrana nuclear, formando una estructura creciente. Durante las etapas
posteriores de la apoptosis, el nucleo se condensa mas. Estas caracteristicas
morfoldgicas se caracterizan por la escisidon de las caspasas. Asi mismo en esta etapa la
laminina es capaz de mantener la integridad estructural del nucleo. Otra caracteristica
importante es que las células pierden contacto con las células vecinas ya que cuando se
induce la apoptosis, la caspasa-3 se activa y escinde a B-catenina en el extremo amino y
carboxilo, desestabilizando las uniones adherentes (Suzanne y Steller, 2009). Estos
datos concuerdan con los datos obtenidos en este trabajo, como se observa en las figuras
17,18, 19, Ay B, donde las células tratadas con la triple terapia farmacologica a las 12 h
muestra nucleos condensados y fragmentados, asi mismo se observa que las células
pierden contacto unas con otras a 12 y a 24 h de tratamiento. Estos resultados son
consistentes con los encontrados por Dietz et al., 2019 en donde observaron que en
células apoptoticas de cancer de pulmon, mostraban menor adherencia que las células
control, mencionaban ademas que la adherencia estaba mediada por SOX2. Asi mismo,
(Utani et al., 2010) indujo apoptosis en células Hela, observando que, en las primeras
horas, se observa la formacion de micronucleos mediados por la perdida total de p53.
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Durante el paso final de la ejecucion de la apoptosis, morfologicamente, la membrana
plasmatica forma protuberancias circulares, las cuales se separaran de la célula para
generacion de cuerpos apoptoéticos. Se ha demostrado que estas protuberancias son
formadas por caspasa-3 a través de la activacion de ROCK1, permitiendo la fosforilacion
de la proteina MLC (cadena ligera de miosina). La fosforilacion de MLC por ROCK1
promueve la contraccion de actomiosina y reorganizacién del citoesqueleto, conduciendo
a la formacion de protuberancias (Zhang et al., 2018). Posteriormente, las células se
encogen y finalmente las protuberancias se separan formando cuerpos apoptoticos
(Ziegler y Groscurth, 2004). En los resultados de este trabajo, se observa que las células
tratadas con la triple terapia farmacoldgica a 24 h comienza la formacién de cuerpos
apoptoticos, por lo que esto nos sugiere que las células no han concluido la apoptosis.

Nuestros resultados demostraron que la combinacion de Metformina, Oxamato vy
Doxorrubicina conduce a la apoptosis mediada por mitocondria, a través de ambas vias
(intrinseca y extrinseca), probablemente por la interaccion sinérgica entre los farmacos
con la inhibicidn simultanea del complejo | en la cadena transportadora de electrones
(Met), la LDH-A (Ox) (Miskimins et al., 2014) y por el aumento de apoptosis causada por
Dox (Jang, Jeong, et al., 2013). Este trabajo nos permite elucidar que el posible
mecanismo de accion de estos farmacos se basa en la inhibicion de las vias de
generacion de energia de la célula tumoral: la glucdlisis; la via de mTOR vy sintesis de
DNA. De esta manera la inhibicion combinada de la via glucolitica posiblemente podria
dar lugar al agotamiento completo de ATP celular y a su vez al aumento de la apoptosis

mediada por mitocondria.
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10. Conclusion

Se comprobé que la terapia combinatoria  farmacologica  de
Doxorrubicina/Metformina/Oxamato de sodio induce apoptosis tardia desde las 12
horas de exposicion.

Se determind que la triple terapia induce la activacién de caspasa 3, asi como
proteinas pro-apoptoticas como BAD, BAX, citocromo c, y proteinas anti
apoptoéticas como BCL2, XIAP, survivina, etc, suguriendo que se esta llevando a
cabo apoptosis dependiente de mitocondria.

Se comprobo que la triple terapia induce cambios morfoldgicos involucrados en
apoptosis, como la deteccidn de micronucleos, fragmentacion de DNA y formacion

de cuerpos apoptaticos en las células de cancer cervicouterino.
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