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1. INTRODUCCION

El cdncer representa uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial.
De acuerdo a la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC), los
principales tipos de cancer se presentan en pulmon, mama, colon-recto, estomago,
prostata, higado y cuello uterino. Sin embargo, el grado de incidencia y mortalidad de
cada uno de ellos varia de acuerdo a la region socio-econémica (Fig. 1). La mayoria de
los nuevos casos y muertes por cancer se producen en los paises en desarrollo. En el
2008, el 53% de los 12.7 millones de nuevos casos y el 63% de los 7.6 millones de
defunciones por cancer a nivel mundial se produjeron en los paises de bajos y
medianos ingresos (GLOBOCAN, 2008). Se prevé un aumento de 20 millones de
nuevos casos por afio en el 2020, mas de la mitad de los cuales ocurriran en regiones
en desarrollo (Mellstedt, 2006). Una de las causas de esta diferencia es atribuida a la
elevada prevalencia de infecciones cronicas en los paises en desarrollo (Stewart et al.,
2003), especificamente por el virus del papiloma humano, agente causal del cancer
cérvico-uterino; Helicobacter pylori, bacteria implicada en el cancer de estomago y
linfoma gastrico (Rastogi et al., 2004), y los virus de la hepatitis B y C, principales
agentes etioldgicos del cancer de higado. Asimismo, la alta prevalencia e incidencia del
cancer en paises en desarrollo han sido atribuidas a la baja accesibilidad de la
poblacion al diagndstico temprano y la terapia. Por ejemplo, una de las innovaciones
mas prometedoras para la prevencion del cancer cervical, la vacuna contra el VPH, aln
sigue siendo muy costosa para generalizar su uso en estos paises (Outterson y
Kesselheim, 2008).
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AMBOS SEXOS

Todas las edades

Regiones mas desarrolladas Regiones menos desarrolladas

Pulmon 7505 884359
777953

691521

Mama £32634

269048

Colon-recto 728550 506558

288772
Estébmago 713907

556471

Préstata £44044 255038

121895

626543
560440

453531
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Cuello uterino 76701
32931 242077

Esofago 81261 400384

338624

2271526
74599

155134

Vejiga 75683

1000000 500000 0 500000 1000000

Incidencia
B Vortalidad

Fig. 1. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas comunes a nivel global, de
acuerdo a las regiones mas desarrolladas y menos desarrolladas. GLOBOCAN 2008
(IARC).

1.1 Céancer

El cancer es una enfermedad genética causada por alteraciones en los oncogenes y
genes supresores de tumores, caracterizada por la presencia de células anormales que
proliferan de forma descontrolada y con capacidad de invadir otros tejidos (Croce, 2008;
Clegg et al., 2001). Actualmente se han descrito més de 200 tipos de cancer, los cuales
se clasifican de acuerdo al tipo de 6rgano o tejido en donde se originan (Peedell, 2005).
De esta manera, se denomina carcinoma al tumor que se origina en células epiteliales y
se sub-clasifica en adenocarcinoma (glandulas), carcinoma escamoso 0 epidermoide
(células epiteliales no glandulares), carcinoma basocelular (células epiteliales basales

de la epidermis) y melanomas (melanocitos) (Stevens, 2001).
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1.2 Cancer de pulmén

Entre las neoplasias malignas, el carcinoma de pulmén es la primera causa de
mortalidad por cancer a nivel mundial, con mas de 1376000 defunciones cada afio y
1608000 nuevos casos anuales (Fig. 1). De la misma manera, en México es la causa de
mas de 8800 defunciones y 9140 nuevos casos cada afio (GLOBOCAN, 2008). Su
incidencia se relaciona principalmente al consumo de tabaco de manera activa o pasiva
en un 80-90%, a la exposicion a mutagenos, al consumo excesivo de alcohol y a
antecedentes familiares (Hammond et al., 1980; Carbone, 1992; Rudin et al., 2009;
Bagnardi et al., 2010). Los principales tipos de esta neoplasia son el cancer de pulmoén
de células no pequeiias (NSCLC), presente en aproximadamente el 85% de todas las
neoplasias de pulmon, y el cancer de pulmon de células pequefias (SCLC) , presente
en un 15% (Herbst et al., 2008). Aun con tratamiento, la tasa de supervivencia a5 afios
para esta neoplasia es del 15% de los casos (Tanner y Silvestri, 2010). Este pobre
pronéstico se debe sobre todo a que al momento del diagndstico la neoplasia se
encuentra frecuentemente en etapa avanzada y las opciones de tratamiento son
limitadas (Pirozynski, 2006).

La carcinogénesis pulmonar es un proceso gue consiste en varios pasos, durante los
cuales las células epiteliales sufren cambios morfolégicos antes de convertirse en
invasivas (Fig. 2) (Herbst et al., 2008). Estos cambios incluyen la displasia y carcinoma
in situ, consideradas las principales lesiones premalignas, al presentar una mayor

probabilidad de avanzar a cancer invasivo (Johnson, 1998; Maitra et al., 1999).

El cdncer de pulmén de NSCLC se clasifica de acuerdo con el tamafio del tumor, el
grado de participacion de los nodos linfaticos y el grado de metastasis distante
(clasificacion TNM). De esta manera, se han descrito como estadio O a la etapa en la
gue el cancer no se ha diseminado mas alla del revestimiento interior del pulmdn; el
estadio I, el cancer es pequefo y se ha diseminado a las capas del tejido pulmonar; el
estadio Il, el cancer se ha diseminado a algunos ganglios linfaticos cerca del tumor
original o se ha propagado a la pared toracica; el estadio lll, el cancer se ha diseminado

a tejidos cercanos o se ha propagado a ganglios linfaticos distantes; y estadio IV, el
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cancer se ha diseminado a otros 6rganos distantes (Abeloff et al., 2008). En pacientes
con NSCLC la tasa de supervivencia a 5 afos es de 49, 16 y 2% para los pacientes con
enfermedad en estadio local (estadio I), regional (estadio Il y IllI) y metastasico (estadio
IV), respectivamente (Ries et al., 2005; Jemal et al., 2008). Estos pacientes, en un 50%,
desarrollan metastasis a otros 6rganos como el cerebro, higado y mamas, lo cual
disminuye su esperanza de vida a menos de un afio, y en algunos casos con una

supervivencia media de menos de tres meses (Cho et al., 2005).

Precancer Cancer avanzado )

(a Normal Cancer/etapa temprana

Relacionado al habito

de fumar
Humode tabaco

(=220 S

N
f Susceptibilidad del huésped

| b. 4
\ \. Factores
| 4 descongcidos

i N . \\/ \)

No relacionado al
habito de fumar

Variaciones Lesion tisular—> Parche clonal

Fractura
molecular-
celular

genéticas
comunes de la
linea germinal

Vias desreguladas
(proliferacion,
apoptosis)

Invasion, angiogénesis

Diseminacion metastasica

Enfoques de

2 Prevencion
tratamiento

—

Terapia local definitiva con o sin
terapia adyuvante

Terapia sistémica con o sin
radio terapia

Fig. 2. Evolucién del cancer de pulmdén. Factores ambientales, como el humo del tabaco, y la
susceptibilidad genética interactian para influir en la carcinogénesis. Los factores que no estan
relacionadas con el tabaquismo, se producen inicialmente en forma de cambios genéticos. Estos
cambios pueden persistir a largo plazo y dar lugar a la activacion de vias aberrantes y la funcion celular
(ej. proliferacion y apoptosis desreguladas) para producir cambios premalignos, incluyendo displasia y
parches clonales, angiogénesis, invasion, el cancer en estadio temprano, y el cancer avanzado y
metastasis. Las neoplasias malignas de pulmén relacionadas y no relacionadas con el tabaquismo
presentan perfiles moleculares diferentes, incluidos las mutaciones en el gen p53, gen KRas y EGFR.
Parches relacionados con el tabaco y el cancer primario (carcinoma de células escamosas y SCLC)
frecuentemente se desarrollan en la via aérea central. La mayoria de los tumores no relacionados con
el tabaquismo (adenocarcinomas) se desarrollan en las vias respiratorias periféricas. Las opciones de
tratamiento son limitadas. Modificado de Herbst et al., 2008.
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El SCLC es el tipo de cancer de pulmén mas agresivo y generalmente comienza en los
conductos aéreos (bronquios) en el centro del térax. Las células de este tipo de cancer
pulmonar crecen rapidamente y forman tumores grandes, los cuales frecuentemente se
diseminan con rapidez a otras partes del cuerpo como cerebro, hueso e higado (Abeloff
et al., 2008). Debido a su rapido crecimiento y diseminacion sélo se han descrito dos
etapas de desarrollo: I) la etapa limitada, las células cancerosas se encuentran sélo en
un pulmon, en ganglios linfaticos cercanos y en el liquido pleural; y 1) la etapa extensa,
el cancer se ha diseminado fuera del pulmon, a la zona del pecho o a otras partes del
cuerpo. Hasta el momento todas las pruebas de deteccion y tratamiento de esta
neoplasia no han demostrado disminuir la mortalidad (Tanner y Silvestri, 2010).

1.2.1 Susceptibilidad al cancer de pulmon

La susceptibilidad al cancer de pulmén y el mal prondstico, se incrementan en los
sindromes de cancer hereditario. Estos son causados por mutaciones inducidas por
alteraciones cromosomicas y perdida de la funcién de genes supresores de tumores
como la serina treonincinasa 11 (LKB1 o STK11) (Tiainen et al, 1999), el
retinoblastoma (Rb) (Weinberg, 1995; Roberts, 1989), y el homodlogo de fosfatasa y
tensina (PTEN) (Bailey et al., 2004; Akca et al.,, 2011). De la misma manera,
mutaciones adquiridas que causan inactivacion de genes, como el supresor tumoral p53
(Miller et al., 1992; Wang et al., 1995; Hwang et al., 2003), o sobreexpresion de genes
como el oncogen K-Ras (Repasky et al., 2004; Roberts y Der, 2007; Rudin et al., 2009),
el oncogen c-Myc (Herbst et al., 2008; Varella-Garcia, 2010) y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) (Moscatello, 1995; Mendelsohn y Baselga, 2003; Bell et
al., 2005), favorecen la carcinogénesis pulmonar. Adicionalmente, una disminucion de
la capacidad de reparacion del ADN promueve la progresion del cancer de pulmén, en

particular cuando existe exposicién al humo de tabaco (Fig. 3) (Spitz et al., 2003).
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Fig. 3. Rutas de sefializacion celular de relevancia en el cancer de pulmén. Los receptores de
tirosinas cinasas, como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el receptor-1 del factor de
crecimiento de la insulina (IGF-1R), activan varias vias de sefializacion, incluyendo las vias K-Ras y
PI3K-Akt-mTOR, que a su vez puede tener un efecto sobre la proliferacion, la supervivencia, invasion,
metastasis y la angiogénesis del tumor. Estas vias también pueden ser moduladas por la via LKB1-
AMPK que esta implicado en la sensibilidad de energia celular y el estrés. La mayoria de estas
funciones dependen de la sefializacion a través del dominio cinasa del receptor. PTEN: Homologo de
fosfatasa y tensina; TSC2: complejo de esclerosis tuberosa 2. Modificado de Herbst et al., 2008.

1.3 Cancer cérvico-uterino

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la segunda neoplasia mas comudn entre mujeres en
paises en desarrollo y el séptimo mas comun entre mujeres en los paises
desarrollados. Cada afio se diagnostican 530000 nuevos casos y 275000 mujeres
mueren por este tipo de cancer a nivel mundial, de los cuales méas del 80% provienen
de Asia, Africa, Latino América y el Caribe (Fig. 1) (GLOBOCAN, 2008). En México esta
neoplasia es la segunda mas frecuente en mujeres, con una incidencia mayor de 10180
casos y mas de 5000 muertes cada afio (GLOBOCAN, 2008). El cancer de cuello
uterino cuando es detectado en fase temprana es uno de los tipos de cancer mas
tratados con éxito en un periodo de 5 afios, con una tasa de supervivencia relativa del
80-93%, sin embargo, si no es tratado oportunamente la tasa de supervivencia a 5 afos
es del 60% en estado regional y del 16% en etapa metastasica (SEER, 2010; Centro

Nacional de Datos sobre el Cancer, 2010).
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El agente etiolégico de este carcinoma es el virus del papiloma humano (VPH) de alto
riesgo, el cual se encuentra en el 99.7% de los casos, y se trasmite via sexual
(Walboomers et al., 1999; Zur Hausen, 2002). El VPH infecta a los queratinocitos de la
capa basal del epitelio del cérvix, la cual ha sido expuesta por microlesiones. En un
periodo de 3-5 afios de infecciobn aparecen en el cuello de la matriz neoplasias
escamosas intraepiteliales, también llamadas lesiones premalignas o displasias, las
cuales de no ser tratadas oportunamente pueden progresar de displasias leves a
displasias moderadas, a displasias severas o carcinoma in situ, hasta avanzar a
carcinoma invasivo y carcinoma metastasico (Cheng et al., 1995; Woodman et al.,
2007). El cancer cervical en su etapa invasiva se extiende a la pared pélvica, la vejiga,
el recto y ganglios linfaticos; en etapa metastasica se propaga a 6rganos como pulmon,

higado, cavidad abdominal y el tracto gastrointestinal (Fagundes et al., 1992).

Existen dos sistemas formales para la clasificacién citolégica de las condiciones
precursoras de cancer cervical. El primero, de acuerdo con el sistema de neoplasia
cervical intraepitelial (NIC), clasifica a: la neoplasia cervical leve como NIC I, la
displasia moderada como NIC II; y a la displasia severa, incluyendo carcinoma in situ,
como NIC Il (Richart et al., 1973; Kiviat et al., 1996). El otro sistema es la clasificacion
Bethesda, que incluye: las células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASCUS), las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LSIL), que incluyen al
NIC I, y las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (HSIL), que incluyen al
NIC Iy Il (Fig. 4) (National Cancer Institute, 2005).
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Fig. 4. Progresién del cancer cérvico-uterino mediada por el virus del papiloma humano
(VPH). El VPH infecta a las células basales a través de microabrasiones en el epitelio del cuello
uterino. Dependiendo de diversos factores la infeccion puede permanecer como lesion intraepitelial
de bajo grado o avanzar a lesién intraepitelial de alto grado o cancer invasivo. Durante la neoplasia
intraepitelial grado 1 y Il, los genes del VPH se expresan, y se replica el ADN viral (ncleos de color
morado). En las capas superiores del epitelio (la zona media y la zona superficial) el genoma viral
se replica mas. La replicacion del DNA viral produce grandes cantidades de material genético del
virus y lleva a la produccién de viriones. Estas células si muestran la apariencia coilocitica
caracteristica de la infeccién por VPH de alto grado. La progresion de las lesiones de alto riesgo a
cancer microinvasor e invasivo se asocia con la integracion del genoma del VPH en los
cromosomas del huésped (nucleos rojos). Modificado de Ciaran et al., 2007.

Se estima que aproximadamente 630 millones de personas estan infectadas con el
VPH a nivel mundial (Centers for Disease Control and Prevention, 2009). Asimismo, se
calcula que en un 50-80% de las mujeres sexualmente activas, en todo el mundo, se
infectan con el VPH por lo menos una vez en su vida (Crum et al., 2003). La mayoria de
las infecciones por el VPH son transitorias e indetectables después de 6-18 meses
(Moscicki et al.,, 2006). Sin embargo, si la infeccion persiste puede desarrollarse un
precancer y estas ceélulas precancerosas pueden volverse cancerosas con el paso del
tiempo. Se ha calculado que el tiempo promedio requerido para que una lesion epitelial
evolucione de un grado al siguiente es aproximadamente de 5 afios; y de 1-30 afios
(con un promedio de 10-13 afios) es el tiempo que le toma a una lesién de alto grado

progresar a cancer invasor (Gustafsson et al., 1989; Myers et al., 2000).
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Varios estudios han abordado la evolucion natural de CaCu, orientados principalmente
en la regresion, la persistencia y la progresion de la enfermedad, estas investigaciones
han mostrado que la mayoria de las lesiones de bajo grado son transitorias. En cambio,
las NIC de alto grado tienen mayor probabilidad de convertirse en cancer invasor,
aunque también algunas de estas lesiones persisten o retroceden (Tabla 1) (Ostor et
al., 1993; Mitchell et al., 1994; Melinkow et al., 1998; Holowaty et al., 1999).

Tabla 1. Probabilidad de regresidn, persistenciay progresién de NIC

Categoria NIC Regresion Persistencia Progresién a NIC Il Progresion a carcinoma invasor
NIC | 57% 32% 11% 1%
NIC II 43% 35% 22% 1.5%
NIC IlI 32% 56% - 12%

Se calcula que por cada millon de mujeres infectadas por VPH, 10% desarrollan
cambios precancerosos en el tejido del cuello uterino (displasia). De estos
aproximadamente el 8% desarrollaran cancer limitado a las capas externas de las
células de cuello uterino (carcinoma in situ); y aproximadamente 1600 desarrollaran
cancer invasivo (Fig. 5) (JHPIEGO, 2000).

Carcinoma invasor
1600 de cada millén de mujeres
infectadas por VPH

Lesion de alto grado
8000 de cada millén de mujeres
infectadas por VPH

Lesion de bajo grado

100000 de cada millén de mujeres
infectadas por VPH

Positividad al ADN del VPH
310 millones de mujeres

J
Fig. 5. Calculo de la incidencia del virus del papiloma humano (VPH) a nivel
mundial. Progresion de lesiones precursoras a cancer cérvico-uterino.
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1.3.1 Virus del papiloma humano

Actualmente se han descrito alrededor de 120 tipos de VPH, de los cuales 40 infectan
el tracto genital (de Villiers at al, 1994). Los VPH son virus sin envoltura, de acido
desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, de aproximadamente 8000 pares de bases.
El genoma del VPH esta constituido por: region larga de control (LCR), region temprana
y region tardia (Fig. 6). En la region LCR se encuentran secuencias que regulan la
transcripcion de los genes virales (zur Hausen, 2002). La region temprana, contiene
genes que participan en la replicacion viral. Esta constituida de segmentos llamados
marcos de lectura abierta (ORF), los cuales codifican para proteinas de expresion
temprana, denominadas E1, E2, E4, E5 E6 y E7 (zur Hausen, 2000). Las proteinas E1
y E2 forman un complejo que reconoce el origen de replicacion del genoma viral, al cual
se unen de tal manera que E1 es la proteina iniciadora de la replicacion del DNA y E2
regula la transcripcion en la replicacion (Frattini y Laimins, 1994; Shah et al., 1996).
Asimismo, E2 actla como represor transcripcional de los genes E6 y E7 (Stevenson et
al., 2000). E4 patrticipa en el desmantelamiento de las redes de citoqueratina en las
células epiteliales, lo cual origina la apariencia coilocitica caracteristica de las células
infectadas con VPH de alto riesgo (Fig. 7) (Koss y Durfee, 1956; Roberts et al., 1994).
E5 presenta actividad oncogénica al formar complejos con receptores
transmembranales que le confieren la capacidad de fusionar células (Hwang et al.,
1995). Cuando el genoma viral se linealiza, se integra al genoma celular y se pierden
los genes E1, E2, E4, E5 (Schneider-Maunoury et al., 1987), lo cual favorece la
expresion de E6 y E7, principales proteinas oncogénicas de los virus de alto riesgo, de
hallazgo comun integrados al genoma celular de las células malignas de CaCu
(Mantovani y Barks, 2001). Ambas proteinas presentan funciones especificas
involucradas en la transformaciéon e inmortalizacién de las células epiteliales humanas
(Munger et al., 1989). Ademas, participan en el mantenimiento de la célula tumoral
mediante la inhibicion de supresores tumorales (Werness et al., 1990; Dyson et al.,
1989). Por otra parte, la region tardia esta formada por dos segmentos denominados L1
y L2, donde se encuentran genes virales que forman proteinas de la capside (Orth y
Favre, 1985; Scheffner et al., 1994).
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Fig. 6. Estructura del genoma del VPH. El
genoma del VPH es una molécula de ADN
circular de doble cadena. Se divide en tres
regiones: region no codificante o reguladora
Long Control Region (LCR) y la region
codificante, dividida a su vez en dos regiones
de expresion, temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y
E7) y tardia (L1 y L2). Fuente: The Health's
Professional’s HPV HANDBOOK, 2004.

Fig. 7. Coilocitos. El coilocito es una célula
escamosa madura que presenta efectos
citopaticos, tipica en infecciones del VPH.
Se muestra una preparacion de la citologia
cervical de: (A) una biopsia 'y (B) una tincion
de Papanicolaou. Las flechas muestran
caracteristicas tipicas coilociticas en una
célula: un acéntrico, hipercromatico vy
moderadamente agrandado nucleo (flecha
blanca) desplazado por una vacuola
perinuclear de gran tamafio (flecha verde),
rodeada por un citoplasma engrosado
(flecha negra). Fuente: Krawczyk et al.,
2008.

Los VPH se clasifican, de acuerdo al riesgo de progresion a cancer, en virus de bajo o
alto riesgo (Tabla 2). Los tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45 y 58 se han encontrado en

los tumores mas invasivos (Walboomers et al., 1999; Bosch et al., 2002; Mufioz et al.,

2003); de los cuales el VPH16 y VPH18 se han encontrado en aproximadamente 70%
de todos los CaCu (Clifford, 2003).

Tabla 2. Clasificacién epidemioldgica de los tipos de VPH

Riesgo Tipo de VPH
Alto 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Bajo 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 72, 81, CP6108
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2. MARCO TEORICO

En las ultimas décadas se ha demostrado que las células cancerosas adquieren
fenotipos comunes como autosuficiencia de las sefiales de crecimiento, resistencia a
las sefiales antiproliferativas, potencial replicativo ilimitado, evasién de apoptosis,
angiogénesis sostenida, invasion de tejidos y metastasis (Hanahan y Weinber, 2000); y
actualmente se ha sugerido la reprogramacién metabdlica (Ortega et al., 2009). Estos
hallazgos son consistentes con los reportes que demuestran que la mayoria de los
tumores cancerosos presentan una sobreexpresion de proteinas relacionadas al
fenotipo maligno (Por ejemplo GLUT1, LDHA, c-Myc, HIF-1, Akt) que favorecen su
supervivencia, progresion e invasividad (Warburg, 1956; Zhong y Howard, 1990;
Ferreira, 2010; Guertin y Sabatini, 2007).

Ademas de las caracteristicas fenotipicas del cancer mencionadas, el efecto Warburg
es también un evento fundamental que ocurre en la mayoria de los tumores malignos
(Altenberg y Greulich, 2004). El efecto Warburg se define como la capacidad que
presentan las células cancerosas de mantener un elevado flujo glucolitico aun en
presencia de oxigeno (Warburg et al., 1956). De esta manera, el fenotipo glucolitico
favorece la invasividad, persistencia y agresividad del tumor, lo cual confiere una
ventaja proliferativa en la evolucion del cancer (Garber, 2006; Gatenby y Gillies, 2007;
Gillies et al., 2008; Hsu y Sabatini, 2008).

Actualmente este fenotipo metabdlico es la base para el diagnéstico de tumores in vivo
por tomografia de emision de positrones con fluoro-2-desoxiglucosa (FDG-PET) con un
90% de especificidad y sensibilidad (Pauwels et al., 2000). Adicionalmente, el producto
final de la glucdlisis, el lactato, es también usado como marcador biol6gico en el
diagnéstico clinico de diversos tipos de cancer (Kennedy et al., 2010), al igual que la
enzima que cataliza su produccion, la lactado deshidrogenasa en su isoforma A (Favilla
et al., 2010).
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2.1 Metabolismo celular

Las células normales y tumorales deben mantener una homeostasis energética. Esta es
mas elevada en las células tumorales y fundamental para su rapida proliferacion y
supervivencia; cualquier alteracion de este nivel de energia va a comprometer la

funcién y viabilidad celular (Veech et al., 2001).

La glucosa es el principal sustrato energético y fuente de los precursores biosinteticos
necesarios para mantener la homeostasis celular. Este carbohidrato es transportado al
medio intracelular principalmente a través de los transportadores de facilitacion de
glucosa (GLUT), compuestos por seis isoformas (GLUT1-6) (Mueckler, 1994). El
metabolismo energético de la glucosa en los mamiferos se lleva a cabo por dos
diferentes procesos: fermentacion lactica y respiracion aerdbica. En la fermentacion
lactica, producida exclusivamente en el citosol, la glucosa es degradada a piruvato a
través de la glucdlisis y posteriormente el piruvato es reducido a lactato (Fig. 8). En
total, este proceso genera 2 ATP (Adenosina trifosfato), por molécula de glucosa,
ademas de equivalentes energéticos en forma NADH (Dinucleétido de nicotinamida-
adenina reducida). Por otra parte, la respiracion aerdbica estd compuesta por la
glucdlisis, ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA) o Ciclo de Krebs, y la fosforilacion
oxidativa (Fig. 8). En esta via, la glucosa es oxidada principalmente en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos en las mitocondrias, dando como resultado di6xido de carbono
(CO,) y coenzimas reducidas (NADH y FADH,). Estas coenzimas participan en la
cadena de transportes de electrones generando el gradiente electroquimico de H+, con
funcién de intermediario metabdlico, para la sintesis de ATP. Este proceso es
denominado fosforilacién oxidativa (OXPHOS) y da lugar a un rendimiento energético
20 veces mayor de oxidacion de glucosa que por la via glucolitica (Ganapathy et al.,
2009). En células normales esto s6lo puede ocurrir en presencia de O,, mientras que en

la fermentacion puede ocurrir en su ausencia (Nelson y Cox, 2008).

La mayoria de células tumorales inhiben parcialmente la fosforilacion oxidativa,

generando una disminucion de la producciéon de ATP en las mitocondrias (Wallace,
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2005). Sin embargo, para satisfacer sus crecientes demandas de energia aumentan la
tasa glucolitica (Warburg, 1956). Esta via, solo puede ser sostenida con la regeneracion
de la coenzima NAD+ (Dinucledtido de nicotinamida-adenina) (Warburg, 1956). Esta
coenzima, en las células normales se regenera principalmente debido a la oxidacion
mitocondrial de NADH en la cadena de transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa (Lépez-Alarcon y Eboli, 1986). Sin embargo, las células tumorales regeneran
NAD+ principalmente mediante la conversion de piruvato en lactato aun en condiciones
adecuadas de oxigeno, lo cual es facilitado por la sobre-expresion de la enzima lactato
deshidrogenasa en su isoforma LDH-A (Semenza et al., 1996; Bauer et al., 2004). Por
lo tanto, para las células cancerosas la produccion de lactato es esencial para el
mantenimiento continuo y elevado del flujo glucolitico (Fig. 8) (Kennedy y Dewhirst,
1986).

GLUT externa

Interna

——— Biosintesis

Fig. 8. Rutas del metabolismo de la glucosa. Después de entrar en la célula, al ser captada por los
transportadores de glucosa (GLUT), la glucosa puede ser utilizada para la biosintesis de carbohidratos,
aminodcidos, proteinas, triacetilglicéridos, nucleotidos, o es oxidada secuencialmente en la glucdlisis
dando lugar a 2 moléculas de piruvato, NADH y ATP. El Piruvato puede entrar en la mitocondria y sufrir
una descarboxilacién oxidativa que da lugar a acetil-CoA, que se condensa con el oxalacetato (OAA),
alimentando asi el ciclo de Krebs. En el ciclo de Krebs se generan coenzimas reducidas (NADH y
FADH2) que se re-oxidan mediante los complejos respiratorios, los cuales transfieren los electrones
hasta el O, permitiendo el bombeo H+ en contra del gradiente. Se genera asi el gradiente electroquimico
para la sintesis de ATP mediante la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Maodificado de Ortega et al., 2009.
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2.2 Enzima LDH-A

La LDH es una enzima tetramérica con cinco isoformas (A4, A3B1, A2B2, A1B3 y B4)
compuesta por dos subunidades principales, la subunidad A y B (Markert et al., 1975;
Le et al., 2010). La LDH-A (también conocida como LDH-5, M-LDH, o A4) cataliza la
conversion de piruvato a lactato, produciendo NAD+ y lactato (Burgner y Ray, 1984).
Por otra parte, la LDH-B (también conocida como LDH-1, H-LDH, o B4), favorece

cinéticamente la conversion de lactato a piruvato (Balinsky et al., 1983).

Investigaciones recientes sugieren que la enzima LDH-A, es necesaria para la
transformacién mediada por c-Myc, oncogen que induce su expresion (Fig. 9) (Shim et
al., 1997; Zhong et al., 1999). Este oncogen estimula el flujo glucolitico mediante el
aumento de la expresion de los transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT3) y otras
enzimas glucoliticas como hexocinasa I, Fosfofructocinasa-1, aldosa, enolasa y

piruvato cinasa-M (Kim et al., 2006; Semenza, 2003).
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Fig. 9. La glucélisis y la reprogramacion metabdlica en las células cancerosas. El flujo glucolitico
genera ATP y precursores biosinteticos en el citosol. El piruvato se convierte en lactato por la accién de
la lactato deshidrogenasa A (LDH-A), lo que conlleva a la regeneracién de NAD+ de NADH. La cinasa
piruvato deshidrogenasa (PDK) bloquea la activacion de la piruvato deshidrogenasa mitocondrial
(PDH), lo que limita la conversién de piruvato en acetil-CoA y el mantenimiento del ciclo de Krebs. c-
Myc es un encogen que estimula el flujo glucolitico mediante el aumento de la expresién de los
transportadores de glucosa y/o enzimas glucoliticas, incluyendo la LDH-A. PEP: fosfeno piruvato. Las
flechas con mayor grosor indican mayor actividad en la célula tumoral. Modificado de Feron, 2009.
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2.3 Via de sefializacion mTOR

Diversas investigaciones han identificado a la via de sefializacion mTOR como
regulador central del crecimiento, ciclo y metabolismo celular, y recientemente se ha
descrito como elemento importante en la regulacion de la motilidad de las células
tumorales y metastasis del cancer (Shaw et al., 2006; Guertin y Sabatini, 2007; Zhou y
Huang, 2010). Asimismo, esta via ha sido ampliamente descrita como sobre-activada
en las células tumorales (Hudson et al., 2002).

La proteina conocida como blanco de la rapamicina en mamiferos (MTOR) es una
serina/ treonina cinasa, que integra las sefales de los factores de crecimiento, niveles
de oxigeno, el estado de energia y el estado nutricional, para coordinar el crecimiento
celular y la progresion del ciclo celular (Sonenberg, 2004; Loewith y Hall, 2004;
Sarbassov et al., 2005; Dann y Thomas, 2006; Cook y Morley, 2007). Esta cinasa forma
parte de dos complejos de bioquimica diferente llamados mMTORC1 y mTORC2
(Wullschleger et al., 2006). El complejo mTORC1 se compone por las subunidades
mTOR, GBL (también llamado mLST8) y Raptor (proteina reguladora asociada a
MTOR); y controla el crecimiento de las células en respuesta a la disponibilidad de
nutrientes y factores de crecimiento (Sarbassov et al., 2005). Por otro lado, el complejo
mTORC2, esta formado por mTOR, GBL y Riptor; media la proliferacién y supervivencia
celular (Fig. 10) (Guertin y Sabatini, 2007).

Actualmente se han descrito tres principales mecanismos de activacion de mTOR, que
incluyen la via Akt/PI3K, de manera directa o indirecta, y a través del complejo de Rag
GTPasas (Fig. 10). La activacion de mTOR por la via Akt/PI3K, altamente activada en el
cancer humano, inicia con la fosforilacion de la fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K) (De
Fea et al., 1997; Guertin y Sabatini, 2007). Posteriormente, PI3K activa a Akt, oncogen
que estimula de manera positiva a mMTOR por dos posibles mecanismos: 1) por
inhibicion de PRAS40, regulador negativo de mTOR (Sancak et al., 2007; Vander et al.,
2007); o 2) por la inhibicion del complejo de esclerosis tuberosa (TSC1/TSC2),
regulador negativo de la Rheb GTPasa, que estimula directamente a mTORCL1 (Guertin
DA, Sabatini, 2007; Sancak et al., 2008). Por otra parte, la activacion de mTOR a través
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de la familia de Rag GTPasas, consiste en la estimulacion del complejo Rag A o Rag B/
Rag C o Rag D en respuesta a la concentracion de aminoéacidos, este complejo
interacciona con Raptor causando la activacion de mTOR (Manning, 2004; Guertin DA,
Sabatini, 2007).

La activacion de mTOR controla la sintesis de proteinas (Burnett et al., 1998.); inhibe la
autofagia (Meijer, 2003); estimula la biosintesis de lipidos (Lazar, 2005), la biogénesis
de ribosomas (Guertin y Sabatini, 2007); regula el ciclo celular, la proliferacion y la
supervivencia celular (Dang, 1999). Ademas de controlar la expresion de oncogenes
como c-Myc y HIF-1, que estimulan la expresion de enzimas glucoliticas (Fig. 10)
(Hudson et al., 2002; Dang et al., 2006; Bernardi et al., 2006).

Sin embargo, la via mTOR es inhibida en respuesta a estrés energético (Krause et al.,
2002; Inoki et al., 2003; Reiter et al., 2005) o por la accién de farmacos como la
rapamicina (Dowling et al., 2007). Uno de los principales mecanismos inhibidores de
MTOR es el mediado por la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) (Krause et al.,
2002). Esta cinasa actia como un sensor de energia intracelular para el complejo
MTORC1 (Hardie y Hawley 2001). Se activa en respuesta a factores de estrés
ambiental, energético y nutricional, o por la acciéon de farmacos como AICAR vy la
metformina (Hattori et al., 2006; Towler y Hardie, 2008; Kahn et al., 2005).
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Fig. 10. Via de sefalizacion mTOR. El objetivo de rapamicina en mamiferos (mTOR) es la subunidad
catalitica de dos complejos llamados MTORC1 y mTORC2. mTORCL1 es sensible a los factores de
crecimiento, hipoxia, falta de energia y aminoacidos. El complejo TSC1-TSC2 regula negativamente la
GTPasa Rheb, la cual activa directamente mTORC1. El complejo de proteinas Rag, reguladas por la
entrada de aminodcidos, activa mTORC1 por un mecanismo independiente. mTORC1 controla la
expresion de: el factor inducible de hipoxia (HIF-1), la ciclina D, el oncogen c-Myc, la proteina
ribosomal S6, el factor de iniciacion eucariético 4e (elF4e) y la proteina de unién al elemento regulado
por esteroles (SREBP1); los cuales participan en la sintesis de proteinas y lipidos, la biogénesis
mitocondrial, crecimiento celular, metabolismo e inhibiciéon de la autofagia. La sefializacion mTORC2
tiene multiples funciones en el control de la supervivencia celular, la regulacién del metabolismo, y la
organizacion del citoesqueleto. Cuando esté activo, mTORC2 fosforila a la cinasa Akt, la cual a su vez
activa a mTORC1. Akt es activada por la fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K) o por la cinasa dependiente
de fosfoinositidos (PDK1), y es regulada negativamente por PTEN. Las lineas azules indican sefiales
que conducen a la activacién de mTOR y las naranja a su inhibicion, las verdes promueven una funcién
particular, y las rojas indican inhibicién de la funcién de la proteina. Modificado de Powell y Delgoffe,
2010.

30



2.4 TRATAMIENTO

El tratamiento estandar contra los tumores pulmonares y cervicales, comprende el
empleo de cisplatino (CDDP), agente citotoxico que dafia el DNA, combinado con otros
farmacos quimioterapéuticos y/o radioterapia (Schiller et al., 2002; Tewari y Monk,
2005; Monk et al., 2007). Esta terapia ha probado ser la mas exitosa en las ultimas
décadas, aunque su aplicacion es limitada, debido a que presenta alta nefrotoxicidad y
ototoxicidad (Ries y Klastersky, 1986). Actualmente la terapia de cisplatino parece
haber alcanzado una meseta terapéutica, con una tasa de respuesta objetiva del 30-
40% y una media de supervivencia de aproximadamente un afilo en pacientes con
cancer de pulmoén de células no pequefas en estadio lll, estadio IV, o recurrencia de la
enfermedad (schiller et al., 2002; Ohe et al., 2007); y una tasa de respuesta del 15-25%
en pacientes con CaCu persistente o recurrente (National Institutes of Health
Consensus, 1997; Im y Monk, 2002). Por otra parte, las lesiones tempranas del cancer
cervical son tratadas quirdrgicamente, mientras que las etapas localmente avanzadas
son tratadas con CDDP concurrente y radioterapia. ElI tumor cervical metastasico se
trata con quimioterapia paliativa (Monk et al., 2007). Adicionalmente, el desarrollo de la
vacuna contra el VPH ha mostrado ser un factor importante para la prevencién de
CaCu, sin embargo, su costo no ha permitido difundir su distribucién en paises de

escasos recursos (Outterson y Kesselheim, 2008).

Durante las ultimas décadas se han identificado una serie de nuevos farmacos como
topotecan, vinorelbina, gemcitabina, doxorubicina y paclitaxel, como agentes
coadyuvantes para el tratamiento de ambas neoplasias. Sin embargo, la elevada
toxicidad de estos agentes continta representando una limitante para su uso (Sandler
et al., 1995; Crino et al., 1995; Langer et al., 1995).

Ante esta problematica, diversas investigaciones han demostrado que la inhibicién
metabdlica y bloqued de las vias de sefializacién, ampliamente descritas como sobre-
activadas en la mayoria de las células tumorales, son blancos relevantes para el

desarrollo de nuevas terapias. De esta manera, estudios epidemiolégicos recientes han
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demostrado que pacientes diabéticos tratados con el hipoglucemiante oral Metfomina
(Met), ampliamente descrita como un inhibidor de la via mTOR, presentan una menor
incidencia a cualquier tipo de cancer (Evans et al., 2005; Buzzai et al.,, 2007;
Jiralerspong et al., 2009). Adicionalmente, trabajos in vivo e in vitro han descrito que la
Met inhibe la expresion de oncoproteinas, bloquea el ciclo celular e inhibe el
crecimiento tumoral (Zhou et al., 2001; Zakikhani et al., 2006; Zhuang y Miskimins,
2008). Por otra parte, estudios in vitro e in vivo han demostrado que el acido oxamico
(AO) es un potente inhibidor de la lactato deshidrogenasa A, enzima ampliamente
asociada al crecimiento tumoral, la invasividad, la metastasis y a un prondstico pobre
(Gillies, 2001b; Fantin et al., 2006; Thornburg et al., 2008; Koukourakis et al., 2009; Xie
et al., 2009; Zhuang et al., 2010). Ante este nuevo enfoque de la quimioterapia, en el
presente trabajo se evaluaron los efectos sobre la viabilidad celular del acido oxamico y
de la Metformina, solos y en combinacién con el cisplatino, en lineas celulares

provenientes de tumores malignos de tejido cervical y pulmonar.

2.4.1 Cisplatino

H,N Cl
N\,
H3N s \ Cl

Fig. 11. Estructura quimica del cisplatino.

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino (II), CDDP) es un compuesto inorganico de
coordinacion metéalico. Molécula sensible a la luz, en la cual el platino se encuentra en
estado de oxidacién +2. Es un polvo de color amarillo oscuro. Punto de fusién de 270 °
C., soluble 0.253 g / 100 ml en agua a 25° C y 1 mg/ml en cloruro de sodio al 0.9%
(Budavari, 1989).

Sintetizado por primera vez en 1844 por Michel Peryone (Peyrone y Chemie, 1845). Sin

embargo, su estructura fue descrita hasta 1893 por Alfred Wegner (Daugaard y
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Abildgraad, 1989). En 1965, sus propiedades antitumorales fueron descritas por
Rosenberg y cols., (Rosenberg et al., 1965). En 1971, fue usado por primera vez en un
paciente con cancer. Y en 1978, fue aprobado por la FDA para su uso clinico en la
terapia contra el cancer (Lebwohl y Canetta, 1998), bajo la marca comercial Platinol®
(Bristol-Myers Squibb), primero en Canad4 y posteriormente en Estados Unidos y a
nivel mundial (Lebwohl y Canetta, 1998).

El cisplatino es uno de los agentes quimioterapéuticos mas ampliamente usados para
el tratamiento de tumores solidos como el cancer de eséfago, cabeza, pulmén, ovario,
testiculo y cérvix, asi como mielomas, linfomas y melanomas. Entre sus nombres
comerciales se incluyen el Platinol (Bristol), Platamine (Farmaitalia), Platistil (Pfizer),

Platosin (Fharmachemie), Cisplatin injection (Abbot).

Durante las ultimas tres décadas, 23 farmacos a base de cisplatino se han usado en
ensayos clinicos, de los cuales dos (carboplatino y oxaliplatino) han sido aprobados
para su comercializacién internacional, y nedaplatino solo en Japén. En la actualidad
hay cuatro farmacos (satraplatino, picoplatino, lipoplatino y Prolindac) en distintas fases

de ensayo clinico (Wheate et al., 2010).

2.4.1.1 Mecanismo de accioén

El cisplatino entra a las células principalmente a través de trasportadores de cationes
organicos, expresados en diversos tejidos como higado, intestino y rifiones (Ciarimboli
et al., 2005). Sin embargo, este farmaco presenta una mayor afinidad por la isoforma 2
(OCT2) (Ciarimboli et al., 2005; Koepsell et al., 2007). Una vez dentro de la célula los
ligandos cloruros del cisplatino se sustituyen por moléculas de agua (activacion por
hidrolisis), generando una especie con carga positiva que puede reaccionar con sitios
nucleofilicos de macromoléculas intracelulares como proteinas, fosfolipidos de la
membrana, microfilamentos del citoesqueleto, moléculas que contiene tioles, ARN y
ADN (Lau y Ensing, 2010). El cisplatino intracelular reacciona con el ADN nuclear para

formar aductos, es decir, causa la union cruzada entre dos bases nitrogenadas. Estos
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aductos provocan la desnaturalizacion local de la cadena de ADN, lo cual estimula
mecanismos de reparacion que conduciran a la muerte celular por apoptosis; este es
considerado su principal mecanismo citotoxico (Pérez, 1998; Jamieson y Lippard.,
1999).

2.4.1.2 Farmacocinética

El cisplatino es administrado via intravenosa, tiene una vida media inicial en plasma de
25-49 minutos y una segunda vida media de 58-73 h, mas del 90% del farmaco se une
a proteina plasméatica (Weiner y Jacobs, 1983). Es excretado principalmente por los
transportadores MATE1 y MATE2-K via renal, en un 27-45% en los primeros cinco dias,
y el resto del cisplatino se excreta por orina en mas de 50 dias (Aleksunes et al., 2008;
Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009). Presenta severos efectos secundarios como vomito,
trastornos del sistema digestivo, ototoxicidad, neurotoxicidad y nefrotoxicidad. Su efecto
nefrotoxico, presente en 28-38% de los pacientes a dosis de 50-100 mg/m?, ha limitado

su uso clinico (Ries y Klastersky, 1986).

2.4.1.3 Resistencia a cisplatino

El uso y la eficacia terapéutica del cisplatino son limitados a causa de sus graves
efectos secundarios y a la resistencia intrinseca o adquirida al farmaco. Los
mecanismos de resistencia a cisplatino, en aproximadamente el 20% de los pacientes,
se han reportado como multifactoriales e incluyen cambios en el transporte de farmacos
gue conducen a la disminucion de su captacion (Hospers et al., 1988); aumento de la
desintoxicacion de los farmacos (Perez, 1998); cambios en la reparacion del ADN
(Chaney et al., 1996); y por alteraciones en la via de muerte por apoptosis (Piulats et
al., 2009).
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2.5 Metformina
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Fig. 12. Estructura quimica de la metformina.

La Metformina (3-(diaminometilideno)-1,1-dimetilguanidina; Met) es un polvo blanco
cristalino, higroscopico. Punto de fusién de 225°C, soluble 1:2 en agua (p/v) y 1:100 de

etanol (p/v), insoluble en éter y cloroformo (Budavari, 1996; Moffat et al, 2004).

La Met, principio activo aislado de la lila francesa (Galega officinalis) en 1920, planta
usada como agente hipoglucemiante desde tiempos medievales (Bailey y Day, 1989).
Fue sintetizada en 1922 por Emil Werner y James Bell (Schéafer, 1983). Posteriormente
en 1929, Slotta y Tschesche publican el primer estudio sobre la Met como reductor de
los niveles de glucosa en conejos (Schéafer, 1983). Estudios subsecuentes realizados en
1950 por Eusebio Y. Garcia, demostraron que este farmaco reducia los niveles de
glucosa en sangre hasta limites fisiolégicos en pacientes tratados, y sin mostrar
toxicidad (Garcia, 1950). En 1969, Sterne describio las propiedades normoglucemiantes
de la Met (Sterne, 1969). En 1970, Vladimir Dilman desarrollo originalmente la idea de
que las biguanidas antidiabéticas podrian ser prometedoras como medicamentos contra
el cancer (Martin-Castillo et al., 2010). En 1995 fue aprobada por la FDA como
tratamiento para la diabetes tipo Il, clasificAndola como farmaco categoria B: sin riesgo

teratogénico ni letalidad embrionaria humana conocida.

Glucophage fue la primera marca de formulacion de Met a ser comercializada en
Estados Unidos, a partir de 1995, bajo licencia por Bristol-Myers Squibb. Actualmente,
este farmaco es el mas ampliamente prescrito para la diabetes tipo Il en el mundo.
Entre sus nombres comerciales se incluyen Glucophage XR (Bristol-Myers Squibb),
Obimet (Abott), Dianben (Merck), Diaformin (Alphapharm), Metformin (Apotex).
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2.5.1 Mecanismo de acciéon

La Met es una base hidrofilica que a pH fisiolégico existe como especie catidonica
(>99,9%), entra al medio celular a través de los transportadores de cationes organicos,
principalmente por OCT1 y OCT2, expresados en diversos tejidos como higado,
intestino y rifiones (Koepsell et al.,, 2007). En el paciente diabético, la actividad
hipoglucemiante de la Met ocurre al disminuir la absorcién intestinal de la glucosa,
mediante la supresion de los trasportadores sodio-glucosa (SGLT) (Wright y Turk,
2004); aumenta la captacion de glucosa en los tejidos periféricos al inducir la
translocacion de los transportadores GLUT1 y GLUT4 (Matthaei et al., 1993); mejora la
interaccion insulina-receptor al inhibir mTOR (Florez et al., 2004); disminuye la
produccion de glucosa hepatica, debido a la inhibicion de la gluconeogenésis (Stumvoll
et al., 1995; Kim et al., 2008). Adicionalmente, la Met inhibe la lipogénesis y promueve
la oxidacion de acidos grasos libres (Viollet et al., 2006; Kim et al., 2008; Vazquez et
al., 2009; Algire et al., 2010). Por otra parte, se ha sugerido que la Met activa a AMPK
por dos posibles mecanismos: 1) al estimular a LKB1, el cual fosforila a AMPK (Shaw
et al., 2005; Zhou et al.,, 2001), y 2) por inhibicion del complejo | de la cadena
respiratoria, lo cual provoca el incremento de la concentracion de ADP, promoviendo
asi la activacion de AMPK (Hawley et al., 2002; EI-Mir et al., 2000; Owen et al., 2000;
Hinke et al., 2007).

Recientemente, la Met se ha descrito como un inhibidor de la via mTOR (Dowling et al.,
2007; Memmott et al., 2009). Se han propuesto algunos posibles mecanismos de accion
inhibitoria a través de la activacién de la AMPK y vias independientes, como el complejo
de Rag GTPasas (Gwinn et al., 2008; Wingo et al., 2009; Foretz et al., 2010; Kalender
et al., 2010).

2.5.2 Farmacocinética

La Met se absorbe en el tracto gastrointestinal, en mayor proporcion en el intestino

delgado. La unién a las proteinas plasmaéticas es en un porcentaje muy bajo (Goodman
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y Gilman, 1996). Presenta una biodisponibilidad oral del 55 = 16%, la cual disminuye en
presencia de alimentos. Se excreta inalterada en la orina en un 50% y el resto en heces
(Graham et al., 2011). Su excrecion renal se lleva acabo principalmente a través de los
transportadores de extrusion de toxinas y mudltiples farmacos, MATE1l y MATEZ2-K,

isoformas especificas del rifidn (Toyama et al., 2010).

Esta indicada preferentemente en el tratamiento de: diabetes mellitus, desde 1995,
sindrome de ovario poliquistico y obesidad. Su dosis maxima de administracion es de
2550 mgq al dia (Clifford et al., 1996). Adicionalmente, es un farmaco accesible y de bajo

costo.

Algunos de los efectos adversos descritos son: malestar gastrointestinal (diarrea,
nauseas, molestias abdominales, anorexia); sabor metalico; puede dafiar la absorcion
de vitamina B12 y acido félico; puede causar acidosis lactica, lo cual puede ser un
grave problema en sobredosis y cuando se prescribe a pacientes con dafio renal y
hepético (Devlin, 1999; Clifford et al., 1996).

Durante los ultimos afios se ha reportado que la Met es capaz de ejercer acciones
antioxidantes (Srividhya et al., 2002; Khouri et al., 2004; Sander et al., 2006; Kukidome
et al., 2006; Ouslimani et al., 2005), efecto anti-inflamatorio (Dandona et al., 2004; Isoda
et al., 2006; Nath et al., 2009), actividad antitumoral (in vitro e in vivo) (Anisimov et al.,
2005; Zakikhani et al.,, 2006; Ben et al.,, 2008; Jiralerspong et al.,, 2009), y
adicionalmente, induce linfocitos T de memoria (Araki et al.,2009; Pearce et al., 2009;
Prlic y Bevan , 2009).
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2.6 Acido oxamico

Figura 13. Estructura quimica del &cido oxamico.

El 4cido oxamico (4cido oxamidico, acido aminooxacético, monoamina del acido
oxalico) es un polvo cristalino blanco de punto de fusiéon de 214°C, soluble en agua

(50 mg/mL) e insoluble en etanol, metanol y éter (Budavari, 2006).

En 1959 Fiume demostré el efecto inhibidor del AO en la LDH de hepatoma ascitico
Yoshida (Fiume, 1959). Posteriormente en 1961, se reportd la actividad inhibidora del
AO sobre el metabolismo de células tumorales Ehrlich y HelLa in Vvitro
(Papaconstantinou y Colowick, 1961). En 1986, Martin-Raquero y cols., demostraron
una potencial actividad como agente hipoglucémico (Martin-Requero et al., 1986). En
1994, Gorlach y Acker determinaron que el AO en el modelo de esferoides de células
de céancer colon, provocaba un aumento de la sensibilidad del tumor a la radiacion
(Gorlach y Acker, 1994). Actualmente, se han reanudado las investigaciones sobre el
AO, esto ha conducido al estudio y sintesis de compuestos derivados, los cuales
también han mostrado actividad inhibitoria sobre la LDH-A en mamiferos y protozoarios
(Yu et al., 2001); ademas de accion antiparasitaria sobre Plasmodium falciparum y
Tripanosoma cruzi (Deck et al., 1998; Choi et al., 2007; Aguirre-Alvarado et al., 2010).

2.6.1 Mecanismo de accién

El acido oxamico, analogo estructural del piruvato, es un inhibidor de la aspartato
aminotransferasa (Lustig y Redman, 1979; Thornburg et al., 2008) y de manera

especifica de la lactato deshidrogenasa en su isoforma A, enzima que regula el flujo
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glucolitico mediante la conversién de piruvato a lactato. EI AO entra al medio
intracelular a través de los transportadores de monocarboxilatos (MCT), principalmente
en su isoforma 1 (MCT1) (Carpenter y Halestrap, 1994). Entre las isoformas de MCT, la
MCT1 se expresa mas ampliamente y tiene extensa especificidad de sustrato en

diversos tejidos (Halestrap y Price, 1999).

El principal mecanismo de accidn del AO consiste en la formacion del complejo ternario
inactivo AO-NADH-LDHA, compitiendo con el piruvato por el sitio activo de la enzima
LDH-A (Novoa et al, 1959). De esta manera, actla principalmente como inhibidor de la
glucdlisis (Hakala et al., 1953; Novoa et al, 1959).

La actividad antiparasitaria del AO consiste en la inhibicion selectiva de la enzima a-
hidroxiacido deshidrogenasa Il (II-HADH) de Trypanosoma cruzi y la inactivacion de la
LDH de Plasmodium falciparum, ambas enzimas con una funcién homologa (regenerar
NAD+ para mantener el flujo glucolitico) y de suma importancia para el suministro de
energia, la motilidad del flagelo y la supervivencia del parasito (Elizondo et al, 2003;
Choi et al., 2007).

Por otra parte, el AO disminuye la gluconeogenésis como consecuencia secundaria de

la reduccién de la entrada de piruvato a las mitocondrias (Martin-Requero et al., 1986).
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3. OBJETIVOS:

1. Desarrollar el ensayo de determinacion de viabilidad celular por MTT en lineas
de células tumorales y linfocitos de individuos clinicamente asintomaticos.

2. Evaluar el efecto del cisplatino, la metformina y el &cido oxamico sobre la
viabilidad celular en lineas de células tumorales de cancer de cérvix.

3. Evaluar el efecto del cisplatino, la metformina y el acido oxamico sobre la
viabilidad celular en lineas de células tumorales de cancer de pulmon.

4. Aislar linfocitos de sangre periférica, de muestras obtenidas de donadores
clinicamente asintomaéticos, por el método de fraccionamiento con Ficoll.

5. Evaluar en linfocitos de muestras de donadores clinicamente asintomaticos el

efecto del cisplatino, la metformina y el acido oxamico sobre la viabilidad celular.
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4. HIPOTESIS:

Dada la alta dependencia del los tumores sélidos por el metabolismos de la glucosay el
lactato, el farmaco hipoglucemiante e inhibidor de la via mTOR de sintesis de proteinas,
la metformina, y el inhibidor de la lactato deshidrogenasa A (LDH-A), el acido oxamico;
causaran una mayor inhibicién de la viabilidad celular en las lineas de células tumorales

en comparacion con la inhibicion observada en células no tumorales.

Por otra parte, la exposicion de células normales a los farmacos, metformina y acido
oxamico, al no presentar una alta dependencia por la glucosa y el lactato, no se vera

afectada su viabilidad celular.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares: Caski, C-33A, HelLa, A549 y Calu-1. Las células
Caski, C-33A, HeLa y Calu-1 fueron cultivadas en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM-F12) suplementado con suero fetal bovino al 10%; A549 cultivadas en medio
GIBCO F-12K suplementado con suero fetal bovino al 10%. Todas las lineas celulares
fueron incubadas a 37°C en 5% de CO, hasta tener una confluencia del 70 al 80%.
Después de haber sido lavadas con PBS, tripsinizadas (Solucién Tripsina-EDTA) y
contadas (azul de tripano), las células fueron sembradas por sextuplicado en placas de
96 pozos, cada pozo con densidad celular de 10000 células, en su respectivo medio de
cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10%.

Posterior al sembrado en placa de cada linea celular, estas fueron incubadas por 24 h
en las condiciones citadas anteriormente. Después, el medio fue cambiado por medio
de cultivo libre de suero y el tratamiento correspondiente, para ser conservadas en
incubacion a 24 h, 48 h y/o 72 h, en las siguientes combinaciones: 1) Control (sin
farmaco), 2) CDDP, 3) CDDP-AQO, 4) CDDP-Met, 5) CDDP-AO-Met, 6) AO, 7) AO-Met,
8) Met. Asimismo, se fue renovando el medio de cultivo con tratamiento cada 24 h. En
el caso de los tratamientos, las concentraciones de los farmacos utilizadas son:
Metformina (clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida; Sigma-Aldrich) 25 mM, disuelta en
agua estéril; Acido oxamico (Sigma-Aldrich) 10 mM, disuelto en agua estéril; y
Cisplatino (cis-Diamminadicloro-platino (I); Sigma-Aldrich) 5 uM, disuelto en solucion
salina isotdnica (SSI). Cada experimento fue realizado por triplicado.
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5.2 Linfocitos

La obtencién de linfocitos se realizo por el método de Ficoll (GE Healthcare) siguiendo
la metodologia del fabricante. Se utiliz6 el paquete leucocitario de tres muestras
sanguineas de tres donadores clinicamente sanos. Se diluyeron 12.5 ml de muestra en
27.5 ml de PBS y se agregaron a 10 mL de Ficoll. La muestra se centrifugé a 1500 rpm
durante 30 minutos a temperatura ambiente, sin freno. De esta manera se obtuvieron
cuatro fases por gradiante de densidad: la primera, en la parte superior del tubo,
compuesta por plasma y plaquetas; en la segunda fase se encuentran los linfocitos en
aproximadamente un 70% y, en menor cantidad, monocitos, la tercera fase la forma el
ficoll y en la cuarta fase se encuentran los glébulos rojos y polimorfonucleares. Se
aspiré la fase de linfocitos y se lavo tres veces con medio de cultivo RPMI sin suero
fetal bovino, centrifugando a 1000, 1200 y 1500 rpm, respectivamente, durante 10
minutos. En cada lavado el medio fue eliminado y el boton de células fue resuspendido
en medio RPMI sin suero fetal bovino. Para separar a los linfocitos de las células
mononucleares, se incubaron las muestras en cajas petri a 37°C en 95% de O, por 1 h.
De esta manera se logré la adherencia de las células mononucleares y los linfocitos se
obtuvieron en suspension, para lograr un mayor enriquecimiento de linfocitos esto se
realizo dos veces. El sobrenadante fue centrifugado, se contaron los linfocitos obtenidos
y se resuspendieron en RPMI con 10% de suero fetal bovino. Se incubaron por 24 h a
37°C en 95% de O,. Subsecuentemente, fueron contados y sembrados 200000
linfocitos por pozo en placa de 96 pozos por triplicado, en medio libre de suero y se
adiciond el tratamiento correspondiente por 24 h y 48 h. Los tratamientos fueron los
siguientes: 1) Control (sin farmacos), 2) CDDP (control positivo), 3) AO, 4) Met, 5) AO-
Met. Asimismo fue renovando el medio de cultivo con tratamiento cada 24 h. Las
concentraciones de los farmacos utilizadas fueron: Metformina (Clorhidrato de 1,1-
Dimetilbiguanida; Sigma-Aldrich) 25 mM, disuelta en agua estéril; Acido oxamico
(Sigma-Aldrich) 10 mM, disuelto en agua estéril; y Cisplatino (cis-Diamminadicloro-
platino (Il); Sigma-Aldrich) 0.2 puM, disuelto en solucion salina isotonica (SSI). Cada
experimento fue realizado por triplicado.
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5.3 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada por el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Una vez transcurrido el tiempo de exposicion al
tratamiento, el medio fue eliminado totalmente de cada pozo, se afiadieron 10 pL de
solucién stock de MTT (Amresco) 12 mM disueltos en 100 uL de medio libre de suero.
Las placas se incubaron durante 4 horas a 37°C en 5% de CO,. Posteriormente se
eliminé el medio, se agregaron 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSQO) y se incubaron las
placas por 10 minutos. Se determiné la absorbancia (espectrofotdmetro Epoch marca
Biotek) a una longitud de onda de 540 nm.

5.4 Andlisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + error estdndar y se compararon mediante
andlisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Bonferrioni para analizar mas
de dos grupos. La prueba t de student se empled para comparar diferencias entre dos

grupos. Valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

Para evaluar la absorbancia correspondiente a distintas densidades celulares de las
lineas Hela, Calu-1 y Caski, se determind la viabilidad de diferentes cantidades

celulares por pozo, en incubaciones hechas en medio de cultivo a 24 h.

En todas las lineas celulares empleadas se observé un incremento lineal al aumentar la
densidad celular (Fig. 14). Con estos datos se determiné que en estas lineas celulares
10000 células por pozo corresponden a un intervalo de absorbancia de 0.3-0.8, el cual
se encuentra dentro de los limites de la ley de Lambert-Beer (Sierra et al., 2010). En los
experimentos subsecuentes de viabilidad se empled esta cantidad de células por pozo

en todas las lineas celulares.
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Fig. 14. Absorbancia de diferentes densidades celulares de las lineas HelLa, Calu-1y
Caski alas 24 h de siembra. Se sembraron de manera independiente células de tres lineas
diferentes en medio de cultivo con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h. Después de
la incubacion se determind la intensidad de la sefial (Absorbancia), a una longitud de onda
de 540 nm, de las células viables por el método de MTT. Los datos son la media +/- error
estandar (n=6) de tres experimentos independientes.
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6.1 Efecto de la Met y el AO en la viabilidad de células de cancer cérvico-uterino

Se evaluo el efecto del AO y la Met sobre la viabilidad en las lineas celulares de cancer
cérvico-uterino: Caski, C-33A y HelLa. Las células fueron incubadas en medio con AO

10 mM, Met 25 mM, de manera independiente y en combinacion con CDDP 5 uM.

La viabilidad de las células Caski al ser tratadas con AO o Met por 24 h disminuy6 de
manera significativa (p<0.05) a 63% y 68%, respectivamente (Fig. 15). En esta linea
celular, el efecto del AO o la Met no aumentd con el tiempo, ya que se tuvieron 78% vy
66% de viabilidad a las 48 h, respectivamente (Fig. 16). EI mayor efecto sobre la
viabilidad se observé con los tratamientos CDDP-AO-Met y AO-Met. Interesantemente,
los valores de viabilidad con ambos tratamientos fueron muy similares a las 24 h
(CDDP-AO-Met: 36%; AO-Met: 35%) y 48 h (CDDP-AO-Met: 39%; AO-Met: 32%). A las
24 h todos los tratamientos con AO o Met, solos o en combinacion, tuvieron una
reduccion de la viabilidad celular significativamente mayor (p<0.05) a la observada con
el tratamiento con CDDP (86%). El tratamiento AO-CDDP no mostré un efecto mayor
sobre la viabilidad celular que aquel con AO sin combinar a las 24 h. Sin embargo, a las
48 h este tratamiento disminuy0 la viabilidad a 60%, en comparacion con 80% con el

AO sin combinar.
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Fig. 15. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células Caski por 24 h. Se sembraron
células Caski en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 24 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalué la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media
+/- error estdndar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos

distintos son significativamente diferentes (*** p<0.0001 vs Control; #p<0.05 vs CDDP, ## p<0.001

vs CDDP, #### p<0.0001 vs CDDP).

1004
*
80- * kK  —
— T *kk
dede ke 1
§ 1 Kk
- 60_ —r
©
= hiy
0
S 40- T way
204
G L L L) L L) L L) L)
CDDP - + + + + - - -
AO - - + - + + + -
Met - - - + + - + +

Fig. 16. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células Caski por 48 h. Se sembraron
células Caski en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalué la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media
+/- error estandar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos

distintos son significativamente diferentes (*p<0.05 vs Control, *** p<0.0001 vs Control; ###
p<0.0001 vs CDDP).
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La viabilidad de las células C-33A al ser tratadas con AO o Met por 24 h disminuyé
significativamente (p<0.05) a 80% y 63%, respectivamente (Fig. 17). En esta linea
celular, el efecto del AO o la Met aumento con el tiempo, ya que se tuvieron 57% y 28%
de viabilidad a las 48 h, respectivamente (Fig. 18). EI mayor efecto inhibidor se observo
con los tratamientos CDDP-AO-Met y AO-Met. Notablemente, los valores de viabilidad
con ambos tratamientos fueron muy similares a las 24 h (CDDP-AO-Met: 48%; AO-Met:
49%) y 48 h (CDDP-AO-Met: 10%; AO-Met: 13%). A las 24 h la reduccion de la
viabilidad celular fue superior a la observada con el tratamiento con CDDP (73%). El
tratamiento AO-CDDP mostro un efecto mayor sobre la viabilidad celular que aquel con
AO sin combinar a las 24h (AO-CDDP: 66%; AO: 80%) y 48 h (AO-CDDP: 29%; AO:
57%). El tratamiento Met-CDDP no mostré un efecto mayor sobre la viabilidad celular
gue aquel con Met sin combinar a las 24 h'y 48 h.
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Fig. 17. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células C-33A por 24 h. Se sembraron
células C-33A en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24
h. Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 24 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la
media +/- error estandar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con
simbolos distintos son significativamente diferentes (*p<0.05 vs Control, ** p<0.001 vs Control, ***
p<0.0001 vs Control; ## p<0.001 vs CDDP).
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Fig. 18. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células C-33A por 48 h. Se sembraron
células C-33A en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24
h. Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la
media +/- error estadndar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con
simbolos distintos son significativamente diferentes (*** p(J 0.0001 vs Control; #p[1 (05 vs CDDP,
### p) 0.0001 vs CDDP).

La viabilidad de las células HeLa al ser tratadas con AO o Met por 24 h disminuyé
significativamente (p<0.0001) a 52% y 57%, respectivamente (Fig. 19). En esta linea
celular el CDDP, el AO y la Met sin combinar tuvieron efectos similares sobre la
inhibicion de la viabilidad a las 24 h (con 60%, 52% y 57% respectivamente) y 48 h (con
47%, 46% y 45%, respectivamente). El mayor efecto sobre la viabilidad se observé con
los tratamientos CDDP-AO-Met y AO-Met. Los valores de viabilidad con ambos
tratamientos fueron muy similares a las 24 h (CDDP-AO-Met: 27%; AO-Met: 25%) y 48
h (CDDP-AO-Met: 11%; AO-Met: 14%). A las 48 h, los tratamientos AO-CDDP (28%) y
Met-CDDP (14%) mostraron un efecto de disminucion de la viabilidad significativamente
mayor (p<0.0001) que el observado con el tratamiento de CDDP sin combinar (48%)
(Fig. 20).
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Fig. 19. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células HelLa por 24 h. Se sembraron
células HelLa en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 24 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalué la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media
+/- error estandar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos
distintos son significativamente diferentes (*** p(]1 0.0001 vs Control; ### p[] 0.0001 vs CDDP).
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Fig. 20. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células HeLa por 48 h. Se sembraron
células HelLa en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media

+/- error estandar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos
distintos son significativamente diferentes (*** p[] 0.0001 vs Control; #p[10.05 vs CDDP, ###
pl1 0.0001 vs CDDP). 50



6.2 Efecto de la Met y el AO en la viabilidad de células de cancer pulmonar

Se evaluo el efecto del AO y la Met sobre la viabilidad en las lineas celulares de
NSCLC: A549 y Calu-1. Las células fueron incubadas en medio con AO 10 mM, Met 25

mM, de manera independiente y en combinacion con CDDP 5 uM.

La viabilidad de la linea celular A549, procedente de tejido de NSCLC, disminuyé de
manera similar y significativa (p<0.05) soélo con los tratamientos con CDDP-AO-Met y
AO-Met, al 74% (Fig. 21). Sin embargo, a las 48 h todos los tratamientos tuvieron efecto
significativo (p<0.05) sobre la inhibicién de la viabilidad (Fig. 22). En las células tratadas
con AO y la Met sin combinar se observaron efectos similares a las que se incubaron
con CDDP sin combinar, a las 48 h y 72 h. El mayor efecto sobre la inhibicion de la
viabilidad se observo con los tratamientos Met-CDDP (41%), CDDP-AO-Met (38%) y
AO-Met (37%) a las 48 h. Sin embargo, a las 72 h el mayor efecto se observé con las
combinaciones Met-CDDP (17%) y CDDP-Met-AO (11%) (Fig. 23).
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Fig. 21. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células A549 por 24 h. Se sembraron
células A549 en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24
h. Después de la siembra, las células fueron tratadas con &cido oxamico (AO) 10 mM,
metformina (Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 24 h.
Después de la incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los
datos son la media +/- error estandar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos
marcados con simbolos distintos son significativamente diferentes (*p<0.05).
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Fig. 22. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células A549 por 48 h. Se sembraron
células A549 en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media
+/- error estdndar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos

distintos son significativamente diferentes (*p<0.05 vs Control, ** p<0.001 vs Control, *** p<0.0001
vs Control; ### p<0.0001 vs CDDP).
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Fig. 23. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células A549 por 72 h. Se sembraron
células A549 en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina (Met)
25 mM y cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 72 h. Después de la incubacién con
los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media +/- error estandar
(n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos distintos son

significativamente diferentes (*** p<0.0001 vs Control; # p<0.05 vs CDDP, ### p<0.0001 vs CDDP).

52



La viabilidad de las células Calu-1 al ser tratadas con AO o Met, solos y en
combinacion, por 24 h disminuyé de manera significativa (p10.0001) (Fig. 24). La
reduccion de la viabilidad celular fue significativamente superior (p<0.001) a la
observada con el tratamiento con CDDP (97%). En esta linea celular, el mayor efecto
sobre la viabilidad se observo con el tratamiento CDDP-AO-Met a las 48 h (34%) y 72 h
(28%). Los tratamientos AO-CDDP y Met-CDDP no tuvieron un efecto mayor sobre la
viabilidad celular que aquellos con AO o Met sin combinar a las 24 hy 48 h (Fig. 24 y
25). Sin embargo, a las 72 h el tratamiento Met-CDDP disminuy6 la viabilidad a 36%, en
comparacion con 55% con la Met sin combinar (Fig. 26).
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Fig. 24. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células Calu-1 por 24 h. Se sembraron
células Calu-1 en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 24 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media
+/- error estdndar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos
distintos son significativamente diferentes (*** p<0.0001 vs Control; ## p<0.001 vs CDDP, ###
p<0.0001 vs CDDP).
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Fig. 25. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células Calu-1 por 48 h. Se sembraron
células Calu-1 en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evaluo la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media
+/- error estdndar (n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos
distintos son significativamente diferentes (*** p<0.0001 vs Control; ## p<0.001 vs CDDP, ###
p<0.0001 vs CDDP).
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Fig. 26. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de células Calu-1 por 72 h. Se sembraron
células Calu-1 en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina (Met)
25 mM y cisplatino (CDDP) 5 uM en medio de cultivo sin SFB por 72 h. Después de la incubacion con
los farmacos se evalué la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media +/- error estandar
(n=6) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con simbolos distintos son
significativamente diferentes (*** p<0.0001 vs Control; ## p<0.001 vs CDDP, ### p<0.0001 vs CDDP).
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Las lineas celulares procedentes de CaCu (Caski, C-33A y HeLa) mostraron una mayor
sensibilidad al tratamiento con CDDP-AO-Met a la observada en las células A549, a las
24 h. Sin embargo, Caski y HeLa mostraron una inhibicién de su viabilidad con este
tratamiento significativamente mayor (p<0.001) que las células Calu-1. La linea celular
A549, mostré menor sensibilidad al tratamiento con CDDP-AO-Met a las 24 h (Fig. 27).
Adicionalmente, se observé que las lineas celulares C-33A y HelLa tuvieron una mayor
inhibicion de su viabilidad con el tratamiento CDDP-AO-Met que el observado en las
lineas de NSCLC a las 48 h. Sin embargo, Caski, Calu-1 y A549 tuvieron un efecto
sobre su viabilidad de manera similar con este tratamiento (Fig 28).
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Fig. 27. Efecto del CDDP-AO-Met sobre la viabilidad de las lineas celulares Caski, C-33A,
HelLa, Calu-1 y A549 a las 24 h. Los grupos marcados con simbolos distintos son
significativamente diferentes (# p<0.001 vs Caski/ HeLa, & p<0.001 vs Caski/ C33A/ HelLa).
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Fig. 28. Efecto del CDDP-AO-Met sobre la viabilidad de las lineas celulares Caski, C-33A,
HelLa, Calu-1 y Ab549 a las 48 h. Los grupos marcados con simbolos distintos son
significativamente diferentes (* p<0.001 vs Caski; # p<0.01 vs C-33A, & p<0.01 vs HelLa).
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Por totra parte, se obsevd que el tratamiento con CDDP-AO-Met en la linea celular
A549 a las 72 h tuvé un efecto sobre la viabilidad significativamente mayor (p<0.001)

que el observado en las células Calu-1 (Fig. 29).
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Fig. 29. Efecto del CDDP-AO-Met sobre la viabilidad de las lineas celulares Calu-1 y
A549 a las 72 h. El simbolo marcado en cada grupo indica diferencia significativa (* p<0.001
vs Calu-1).

6.3 Efecto de la Met y el AO en la viabilidad de linfocitos

Se evalud el efecto del AO, la Met y la combinacién AO-Met sobre la viabilidad de
linfocitos de donadores clinicamente asintomaticos a las mismas concentraciones
usadas en las lineas celulares. Se observé una disminucion significativa (p<0.05) de la
viabilidad con Met (77%) y AO-Met (71%) a las 24 h (Fig. 30). Sin embargo, el efecto
sobre la inhibicién de la viabilidad de los linfocitos a las 48 h aumenté significativamente
con Met sin combinar (p<0.001), AO sin combinar y con Met-AO (p<0.0001) (Fig. 31).
Se observo una viabilidad del 64% con AO, 61% con Met 'y 48% con AO-Met.
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Fig. 30. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de linfocitos por 24 h. Se sembraron
linfocitos en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM,
metformina (Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 0.2 uM en medio de cultivo sin SFB por 24 h.
Después de la incubacion con los farmacos se evalud la viabilidad por el método de MTT. Los
datos son la media +/- error estandar (n=3) de tres experimentos independientes. El simbolo
marcado en cada grupo indica diferencia significativa (* p<0.05).
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Fig. 31. Efecto del AO y la Met sobre la viabilidad de linfocitos por 48 h. Se sembraron
linfocitos en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos por 24 h.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico (AO) 10 mM, metformina
(Met) 25 mM vy cisplatino (CDDP) 0.2 uM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la
incubacion con los farmacos se evalué la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la
media +/- error estandar (n=3) de tres experimentos independientes. Los grupos marcados con
simbolos distintos son significativamente diferentes (**p<0.001 vs Control, *** p<0.0001 vs
Control; ## p<0.001 vs CDDP).



Por otra parte, se trataron linfocitos con diferentes concentraciones de AO para evaluar
su efecto citotoxico en células normales. El AO a 5 mM, concentracion inferior a la
usada en los ensayos con las lineas celulares tumorales (10 mM), no mostré efecto
sobre la viabilidad de los linfocitos a las 24 h (Fig. 32). Sin embargo, a concentraciones
superiores, el efecto del AO aumenté con el tiempo. Se observé un descenso de la
viabilidad de manera drastica y similar a las 24 h (25 mM: 14%; 50 mM y 100 mM: 13%)
(Fig. 32) y 48 h (25 mM: 19%; 50 mM 18% y 100 mM: 17%) (Fig. 33).

100 4
80 A
60 A

40 -

Viabilidad (%)

20 +

¢+ *

O T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracién de AO (mM)

Fig. 32. Efecto del AO a diferentes concentraciones sobre la viabilidad de linfocitos por 24
h. Se sembraron linfocitos en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96
pozos. Después de la siembra, las células fueron tratadas con &cido oxamico a 5, 10, 25, 50 y 100
mM en medio de cultivo sin SFB por 24 h. Después de la incubacion con los farmacos se evalué la
viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media +/- error estandar (n=3) de tres
experimentos independientes.
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Fig. 33. Efecto del AO a diferentes concentraciones sobre la viabilidad de linfocitos por 48 h.
Se sembraron linfocitos en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de 96 pozos.
Después de la siembra, las células fueron tratadas con acido oxamico a 5, 10, 25, 50 y 100 mM en
medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la incubacién con los farmacos se evalu6 la
viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media +/- error estandar (n=3) de tres
experimentos independientes.

De igual manera, se trataron linfocitos con diferentes concentraciones de Met para
evaluar su citotoxicidad. La Met a concentraciones inferiores a 25 mM mostré un efecto
sobre la viabilidad de los linfocitos inferior al 15% a las 24 h (Fig. 34). Se observé una
viabilidad similar a las concentraciones de 5 mM (86%) y 10 mM (87%). A estas
concentraciones el efecto de la Met no aument6 con el tiempo. Sin embargo, a
concentraciones iguales o superiores a las usadas en las lineas celulares a las 48 h,
tuvieron un mayor efecto de inhibicion de la viabilidad de los linfocitos (25 mM: 57%; 50
mM: 35%; 100 mM: 24% (Fig. 35).
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Fig. 34. Efecto de la Met a diferentes concentraciones sobre la viabilidad de linfocitos
por 24 h. Se sembraron linfocitos en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas
de 96 pozos. Después de la siembra, las células fueron tratadas con metformina a 5, 10, 25, 50
y 100 mM en medio de cultivo sin SFB por 24 h. Después de la incubacién con los farmacos se
evalué la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media +/- error estdndar (n=3) de
tres experimentos independientes.
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Fig. 35. Efecto de la Met a diferentes concentraciones sobre la viabilidad de linfocitos por
48 h. Se sembraron linfocitos en medio de cultivo suplementado con SFB al 10% en placas de
96 pozos. Después de la siembra, las células fueron tratadas con metformina a 5, 10, 25, 50 y
100 mM en medio de cultivo sin SFB por 48 h. Después de la incubacién con los farmacos se
evaluo la viabilidad por el método de MTT. Los datos son la media +/- error estandar (n=3) de
tres experimentos independientes.
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7. DISCUSION

Investigaciones enfocadas en el metabolismo y vias de sefializacion de las células
tumorales han fortalecido una nueva perspectiva para el tratamiento contra el cancer, a
través de la inhibicion del metabolismo energético, en combinacion con el bloqueo de
vias de sefalizacion fundamentales para la viabilidad y proliferacion de la célula
tumoral. Este enfoque tiene dos ventajas relevantes respecto a otras perspectivas
terapéuticas: es mas especifico, ya que las células tumorales tienen mas sensibilidad a
los inhibidores metabdlicos que las células normales (Moreno-Sanchez et al., 2007), y
al ser combinada con otros agentes antitumorales podria aumentar la eficacia del

tratamiento convencional (Kroemer y Pouyssegur, 2008).

En el presente estudio se determiné el efecto del acido oxamico y la metformina sobre
la viabilidad de lineas celulares procedentes de cancer cervical y de NSCLC. La
viabilidad celular fue determinada por el método MTT, el cual es un método
colorimétrico que mide cuantitativamente la actividad metabdlica de la enzima succinato
deshidrogenasa de las células viables. EI MTT, compuesto de color amarillo e
hidrofébico, es reducido en las células viables por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa a su forma insoluble llamada formazén, de color azul oscuro (Slater et
al., 1963; Mosmann, 1983).

Trabajos previos, hechos in vitro e in vivo, han demostrado el efecto inhibidor del AO
sobre la viabilidad de células neoplasicas (Novoa et al., 1959; Papaconstantinou y
Colowick, 1961a; Papaconstantinou y Colowick, 1961b; Thornburg et al., 2008). A este
respecto, se ha descrito que el AO inhibe la glucélisis mediante el bloqueo de la
actividad de la LDH-A (Hakala et al., 1953; Novoa et al., 1959). Esta enzima se
considera como fundamental en la célula tumoral para el mantenimiento del elevado
flujo de la via glucolitica (Warburg et al., 1956; Burgner y Ray, 1984). Lo anterior debido
a que la glucadlisis solo puede ser sostenida con la regeneracion de la coenzima NAD+
(Warburg, 1956). Las células tumorales regeneran NAD+ principalmente mediante la
conversién de piruvato en lactato, aun en condiciones adecuadas de oxigeno (0

normoxia), hecho que es facilitado por la sobre-expresion de la LDH-A (Semenza et al.,
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1996; Bauer et al., 2004; Moreno-Sanchez et al., 2007). De esta manera, se incrementa
la produccion de lactato, el cual es liberado activamente al medio extracelular a través
de los transportadores de monocarboxilatos, especificamente en su isoforma 4 (MCT4),
hecho que contribuye al equilibrio del pH intracelular (Brizel et al., 2001; Feron, 2009).
En consecuencia, la sobre-expresién de esta enzima glucolitica se ha descrito como
causante de la acumulacion de lactato en el medio extracelular, induciendo asi la
acidificacion del microambiente alrededor de la célula cancerosa (Brizel et al., 2001,
Gillies, 2001). Este fendbmeno se ha estudiado en modelos tumorales in vivo, en donde
se ha observado que facilita la invasividad, la metastasis y la angiogénesis, a través de
la destruccion de las poblaciones celulares adyacentes normales, como consecuencia
de la degradacién de su membrana extracelular (Lu et al., 2002; Semenza, 2008). De
esta manera la LDH-A ha sido frecuentemente asociada en la clinica con el crecimiento
tumoral, la invasividad, la metastasis y a un prondstico pobre en diferentes neoplasias
(Gillies, 2001; Fantin et al., 2006; Koukourakis et al., 2009; Zhuang et al., 2010).
Asimismo, existen reportes que han demostrado que la inhibicion de la LDH-A origina
retraso en el crecimiento celular y deterioro de la viabilidad de las células cancerosas
(Rodriguez-Enriquez et al., 2006; Fantin et al., 2006; Xie y et al., 2009). Estos hallazgos
son consistentes con los resultados reportados en este estudio, ya que el &cido
oxamico mostro un efecto inhibidor sobre la viabilidad de las células Caski, C-33A,
HelLa, A549 y Calu-1. De esta manera, la enzima LDH-A es considerada como un
blanco farmacolégico de interés en la terapia antitumoral (Xie et al., 2009; Le et al.,
2010).

Por otra parte, la metformina, hipoglucemiante oral ampliamente usado en el
tratamiento de la diabetes tipo Il, se ha descrito como un farmaco con actividad
antitumoral (Evans et al., 2005; Buzzai et al., 2007; Jiralerspong et al., 2009). Estudios
epidemioldgicos han confirmado que esta biguanida, reduce significativamente la
incidencia del cancer y mejora la supervivencia del paciente diabético (Evans et al.,
2005; Libby et al., 2009; Landman et al., 2010). Actualmente es usada en estudios en
fase clinica para el tratamiento del cancer de mama (Cazzaniga et al., 2009;

Jiralerspong et al., 2009). Su mecanismo de accion contra las células tumorales no ha
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sido esclarecido totalmente. Se ha sugerido que la capacidad de la Met para suprimir el
crecimiento de las células tumorales, in vivo e in vitro, se debe a: 1) la activacion de la
cinasa AMPK (Zhou et al., 2001; Zakikhani et al., 2006), 2) la induccidn del arresto del
ciclo celular (Zhuang y Miskimins, 2008; Alimova et al., 2009), 3) induccion de apoptosis
(Isakovic et al., 2007; Yasmeen et al., 2011), 4) la inhibicién de sintesis de proteinas
(Vazquez-Martin et al.,, 2009a), 5) reduccion de los niveles de insulina circulante
(DeFronzo y Goodman, 1995), y 6) la eliminacién de las células pluripotenciales
tumorales (Hirsch et al., 2009). Sin embargo, estos posibles mecanismos convergen en
un efector comun, la inhibicién de la via mTOR. Esta via de sefalizacién es compleja y
ha sido ampliamente descrita reguladora central de la sintesis de proteinas, la
biogénesis de los ribosomas, la transcripcion de genes, la autofagia, la diferenciacion, la
proliferacion y la supervivencia celular, la motilidad de las células tumorales y
metastasis del cancer (Shaw et al., 2006; Guertin y Sabatini, 2007; Zhou y Huang,
2010; Ji y Zheng, 2010). La cinasa mTOR ha sido descrita como hiperactivada en la
mayoria de los tumores malignos humanos y en las lineas celulares derivadas de ellos,
lo cual les confiere una ventaja proliferativa (Rao et al., 2004). Diversas investigaciones
han demostrado que mTOR es inhibida en respuesta a estrés energético, a través de
mecanismos mediados por AMPK (Inoki et al., 2003; Harris y Lawrence, 2003; Hardie,
2008); por la accion de farmacos inhibidores como la Rapamicina (Dowling et al., 2007;
Sancak et al., 2007; Vander et al., 2007); o por el bloqueo de la actividad del complejo
de Rag-GTPasas (Manning, 2004; Guertin y Sabatini, 2007). De esta manera, dentro de
los posibles mecanismos de accién de la Met en las células cancerosas, el mas
aceptado ha sido el de la activacion de AMPK dependiente de LKB1 (Harris y
Lawrence, 2003; Gwinn et al., 2008). El supresor tumoral LKB1 es activado por esta
biguanida induciendo asi la fosforilacién y activacion de la AMPK (Sanchez-Cespedes,
2007). Esto provoca la estimulacion del complejo TSC1/TSC2, induciendo la union de
GDP-Rheb al complejo mTORC1, la cual bloguea la actividad de subunidad catalitica
mTOR (Inoki et al., 2003; Hardie, 2008). Por otra parte, existe evidencia que sugiere
otro posible mecanismo de la Met independiente de TSC1/TSC2, que consiste en la
fosforilacion directa de Raptor, componente de mMTORC1, mediada por AMPK,

causando la inhibicion del complejo mTORC1 (Gwinn et al.,, 2008). Adicionalmente,
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existen hallazgos que demuestran un mecanismo de accion alternativo de la Met,
independiente de LKB1 y AMPK, el cual consiste en la supresion de la sefalizacion de
MTOR por la inhibicién del complejo de las Rag GTPasas (Kalender et al., 2010). Este
hallazgo es consiste con los resultados reportados en este estudio, ya que en nuestros
ensayos la Met mostré un efecto inhibidor sobre la viabilidad de las células HelLa y
A549, previamente descritas como deficientes del gen LKB1 (Sanchez-Cespedes et al.,
2007; Wingo et al.,, 2009). LKB1 es un supresor tumoral, que actia como regulador
negativo de la via mTOR, ya que activa mediante una fosforilacion a AMPK. En
consecuencia, la pérdida de su funcion favorece la actividad de mTOR (Tiainen et al.,
1999; Neshat et al., 2001).

Se determiné que el acido oxadmico o la metformina, en combinacion con CDDP
incrementan el efecto inhibidor de este agente quimioterapéutico en las lineas celulares
Caski, C-33A, HelLa, A549 y Calu-1, mejorando asi su eficacia. Estos resultados son
consistentes con los reportes que han descrito al AO y la Met, de manera
independiente, como agentes que sensibilizan a las células resistentes a farmacos
guimioterapéuticos (Heo et al., 2008; Hirsch et al., 2009; Zhou et al., 2010).

Adicionalmente, en este trabajo se determiné que las incubaciones realizadas con
CDDP-AO-Met y AO-Met causaron la mayor inhibicién de la viabilidad y que ambos
tratamientos tuvieron valores similares de inhibicién en las lineas celulares de CaCu y
en las lineas celulares de NSCLC. Esto sugiere que, en estas condiciones
experimentales, el CDDP no contribuye en la inhibicion de la viabilidad celular. Este
resultado se debe posiblemente a que el CDDP y la Met comparten el transportador que
los internaliza a la célula, el OCT2, lo cual sugiere que existe una posible competencia
entre ambos farmacos por esté transportador. EI CDDP y la Met tienen elevada afinidad
por el OCT2 (Yonezawa et al, 2005; Ciarimboli, 2011). Sin embargo, la Met también
tiene gran afinidad por el transportador OCT1 (Choi y Song, 2008), mientras que el
CDDP presenta baja afinidad por dicho transportador (Ciarimboli et al., 2005). En este
trabajo la concentracion de Met fue cuatro 6érdenes de magnitud superior a la del CDDP,

lo cual favoreceria la entrada preferencial de la biguanida a la célula, minimizando la
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contribucion del CDDP en la inhibicion de la viabilidad celular. Sin embargo, esto no es
consistente con lo que se observo en las lineas celulares HeLa y A549 tratadas con
Met-CDDP, condiciones que tuvieron un mayor efecto inhibidor que con el tratamiento
Met sin combinar (Fig. 20, Fig. 22, Fig. 23). Por otra parte, el AO se internaliza a la
célula, de manera independiente a estos dos farmacos a través de los transportadores
de monocarboxilatos, con una mayor afinidad por la isoforma 1 (MCT1) (Carpenter y
Halestrap, 1994). Estos transportadores se expresan en la membrana plasméatica y

mitocondrial de las células (Gladden, 2004).

También se determind que las células de cancer cérvico-uterino, Caski, HeLa y C-33A,
ampliamente descritas con fenotipo invasivo (Riou et al., 1990; Higgins et al., 1991;
Lorincz et al.,, 1992), son mas sensibles al acido oxamico y la metformina que las
células de cancer de pulmén A549 y Calu-1. Este hallazgo es consistente con los
reportes que indican que las lineas celulares mas agresivas presentan una correlacion
entre su fenotipo invasivo y su capacidad glucolitica, debido a que las células tumorales
invasivas presentan una mayor demanda de energia metabdlica, y por lo tanto de
glucosa (Winehouse, 1972; Gatenby et al., 2004). De esta manera, es probable que
factores genéticos y epigenéticos que incidan sobre la expresion de génica estén

relacionados a las diferencias en la susceptibilidad entre estas lineas celulares.

Estos resultados sugieren un efecto sinérgico con la combinacién del AO-Met,
posiblemente como resultado de la inhibicibn de la glucdlisis y la via de mTOR,
alterando el metabolismo de las células cancerosas. Por un lado al disminuir el flujo de
energia glucolitica al inhibir LDH-A; y por otra parte al bloquear mTOR, inhibiendo asi el
crecimiento y proliferacion de la célula tumoral (Rao et al. 2004; Dowling et al., 2007;
Memmott et al., 2009; Wingo et al., 2009; Kalender et al., 2010; Le et al., 2010).
Asimismo, numerosas investigaciones han establecido que la elevada actividad y
expresion de enzimas glucoliticas, como LDH-A, y de transportadores de glucosa, como
GLUT1, son inducidas por c-Myc, oncoproteina cuya expresion es dependiente de la via
de mTOR (Barthel et al., 1999; Osthus et al., 2000; Semenza, 2003; Shaw, 2006). Por

lo tanto, es posible que la inhibicion de mTOR también origine una disminuciéon de LDH-
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A, ademas de otras enzimas glucoliticas y de transportadores de glucosa, afectando asi

a la via glucolitica.

Adicionalmente, se determind que el AO y la Met a las concentraciones usadas en las
lineas tumorales, presentan un efecto inhibidor de la viabilidad de linfocitos de
pacientes clinicamente asintométicos. Sin embargo, bajo estas condiciones, dicha
inhibicion de la viabilidad fue menor a la observada en todas las lineas de células
tumorales estudiadas en este trabajo. Este hecho, confirma la hipotesis planteada en
este trabajo: la célula tumoral es mas sensible a los farmacos que inhiben la produccion
de lactato y la sintesis de proteinas que las células no tumorales. Asimismo, cabe
resaltar que la concentracion de metformina (25 mM) que se emple6 en este estudio fue
supraterapéutica y se encuentra tres 6rdenes de magnitud por encima de las
concentraciones plasméaticas registradas a partir de las dosis comunmente usadas en
pacientes diabéticos (10-50 uM) (Bristol-Myers Squibb, 2009; Martin-Castillo et al.,
2010). Por lo tanto, es importante considerar que las células en cultivo in vitro se
desarrollan en condiciones de hiperglucemia, en un ambiente de nutrientes en cantidad
excesiva, ya que los medios de cultivo contienen elevadas cantidades de glucosa,
dando como resultado la estimulacion del crecimiento celular. Por lo tanto, fueron
necesarias concentraciones elevadas de Met y AO para evaluar sus efectos en las
células tumorales. Sin embargo, a concentraciones inferiores a las utilizadas en las
lineas tumorales, se observd baja citotoxicidad de ambos farmacos en los linfocitos.
Este hallazgo es consistente con los reportes que han descrito a las células normales
como menos sensibles a los inhibidores metabdlicos y sugiere que el fenotipo tumoral
puede ser blanco de estrategias terapéuticas dirigidas contra los cambios en el
metabolismo de la célula maligna que no estan presentes en la célula normal (Zu y
Guppy, 2004; Moreno-Sanchez et al., 2007).
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8. CONCLUSIONES

e Los farmacos AO y Met inhiben la viabilidad de lineas celulares de cancer
cérvico-uterino y de cancer de pulmon.

e EI AO y la Met sensibilizan a las lineas celulares Caski, Calu-1 y A549 al efecto
del CDDP.

e EI AO y Met en combinacién presentan un efecto sinérgico, el cual muestra una
mayor inhibicién de la viabilidad que el CDDP solo, en las lineas celulares Caski,
C-33A, Hela, A549 y Calu-1.

e En células derivadas de cancer cérvico-uterino (Caski, C-33A y HelLa) el mayor
efecto sobre la inhibicion de la variabilidad se observé, en magnitud semejante,
con el tratamiento CDDP-AO-Met y con AO-Met.

e En las células derivadas de cancer de pulmén (Calu-1 y A549) el mayor efecto
sobre la inhibicion de la viabilidad se observé con el tratamiento de CDDP-AO-
Met.

e Los tratamientos con AO y Met, solos y en combinacion, aumentan su efecto
inhibidor de la viabilidad al prolongar el tiempo de exposicién.

e El AO y la Met disminuyeron la viabilidad de los linfocitos de donadores
clinicamente asintométicos, debido a las elevadas concentraciones usadas de
ambos farmacos.

e ElI AO y Met causaron una mayor inhibicion de la viabilidad en las lineas de
células tumorales en comparacién con la inhibicion observada en los linfocitos,
células no tumorales, ya que las células tumorales presentan una elevada
dependencia por el metabolismos del lactato y de la sobre-activacion de la via
mTOR.
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9. PERSPECTIVAS

Determinar las vias metabdlicas y de sefalizacién que especificamente son
inhibidas en las células cancerosas por la accion conjunta del AO y la Met.

El AO y la Met son una opcion factible para realizar estudios in vivo, lo cual
podria establecer las bases de protocolos de tratamiento en fase clinica dirigidos
al establecimiento de un nuevo enfoque terapéutico contra el cancer cervical y

pulmonar.
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