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INTRODUCCION
Datos del INEGI reportan que las principales causas de decesos en México son
enfermedades degenerativas como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes

mellitus y los tumores malignos (INEGI, 2009).

A nivel nacional, la diabetes mellitus es la primera causa de muerte en comparacion con
las demas enfermedades cronico-degenerativas; 10.7% de la poblacion padece
diabetes y 7 de cada 10 personas que padecen diabetes muere antes de cumplir la
edad promedio de la poblacion mexicana (INEGI, 2010).

Sumado a lo anterior, es importante recalcar que el costo de atencién para esta
enfermedad no recae exclusivamente en los servicios de salud, se calcula que, si un
nifio de 7 afos desarrolla diabetes, debera afrontar un costo acumulado de 52 mil
dolares a valor presente hasta los 40 afios para manejar y paliar las consecuencias de

esta enfermedad (Secretaria de Salud, 2008).

Por otro lado los tumores malignos en México son la cuarta causa de muerte; en las
mujeres, el cancer de mama y el de cuello uterino son los que mayor decesos
presentan mientras que en los hombres es el cancer de prostata (Secretaria de Salud,
2011).

El cancer de cuello uterino (CaCu) es un problema de salud publica, ya que es el tercer
cancer mas comun diagnosticado y la cuarta causa de muerte por cancer en las
mujeres en el mundo. En México es la segunda causa de muerte con una tasa del

11.5%, lo cual representa una alta tasa de mortalidad (Sanchez, 2012).

Pacientes con cancer y diabetes han sido asociados a un alto riesgo de mortalidad
comparado con pacientes que solo padecen cancer. Por lo que la diabetes ha sido
encontrada como un factor de riesgo para desarrollar cancer, especificamente CaCu
(Martinez Huedo M. A. et. al., 2012). Entre los factores que se asocian con el CaCu

estan las concentraciones alteradas de glucosa en sangre y la obesidad, aunque son




escasos los estudios acerca de esta relacion. Jee y cols., (2005) han reportado un
incremento de la mortalidad por CaCu cuando existen concentraciones altas de glucosa
de un rango entre 126 a 140 mg/dL. Mientras que en México Meza y cols., (2011)
realizaron un estudio donde encontraron que la glucosa se incrementa en pacientes con
lesiones preneoplasicas de CaCu de bajo grado al compararlos con mujeres sin
lesiones en el cuello uterino lo cual podria relacionarse con el riesgo de una lesion mas

severa.




ANTECEDENTES

1. CANCER
El cancer es una enfermedad producida por cambios en la conducta de las células

provocada por modificaciones en la informacion genética de las mismas. Debido a estas
alteraciones, las células cancerosas proliferan sin control formando tumores malignos
que tienden a crecer de manera invasiva, destruyendo tejidos y organos (figura 1)

(Instituto Nacional del cancer de los institutos nacionales de EEUU, 2012).

En tanto el crecimiento del tumor permanezca localizado, la enfermedad se puede tratar
y curar por extirpacion quirtrgica del tumor y el tejido que lo rodea. Sin embargo, una de
las caracteristicas prominentes de los tumores malignos es su tendencia a formar
metastasis, es decir, células que se desprenden de la masa original entran a la
circulacion linfatica o sanguinea y se propagan a sitios distantes del cuerpo (Karp,
1998).

Pérdida del control del crecimiento normal

Division =
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de una cé€lula
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N

Figura 1. Formacion del cancer (Instituto Nacional del cancer de los institutos nacionales de
EEUU, 2012).
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1.1 Céancer cérvico-uterino

El cancer cérvico-uterino, una clase coman de cancer en la mujer, es una enfermedad

en la cual se encuentran células cancerosas (malignas) en los tejidos del cuello uterino.

El cuello uterino es el extremo inferior y estrecho del Utero que conecta la parte
superior del Utero con la vagina (via del parto). El cuello uterino normal tiene 2 zonas
epiteliales: el ectocérvix cubierto por epitelio escamoso y el endocérvix recubierto por
un epitelio glandular simple. Como resultado de una metaplasia escamosa durante la
adolescencia y la edad adulta temprana, el epitelio endocervical es reemplazado por
células escamosas inmaduras las cuales eventualmente van a madurar. Esta area
metaplasica escamosa es llamada zona de transformacion y es el sitio mas comun de

desarrollo de cancer cérvico-uterino (Jenkins, 2007).

La infeccion persistente por virus del papiloma humano (VPH) oncogénico es la causa
principal de este tipo de neoplasia, que es la enfermedad de transmision sexual mas
frecuente en el mundo. Se han reportado mas de cien genotipos de VPH,
especialmente de los tipos 16 y 18, que son los responsables de aproximadamente el
70% de los canceres del cuello uterino; siendo el oncogen E6 del VPH el més
importante ya que codifica para una proteina que se une y degrada el supresor de

tumor p53 inhibiendo de esta manera la apoptosis (Long, et al., 2007).

Ademas de la infeccion cervical por VPH existen otros factores de riesgo asociados
con el CaCu, como el tabaquismo, la mala alimentacion, el estrés y el sedentarismo,
gue se relacionan con el deterioro de la respuesta inmunitaria, la multiparidad y el uso
prolongado de anticonceptivos orales. Otro factor asociado con la aparicion vy
progresion del cancer son las concentraciones alteradas de glucosa en plasma (Meza,
etal., 2011).




1.2 Diagnéstico y tratamiento

El diagndstico de esta neoplasia se realiza con un estudio histopatolégico mediante una
biopsia dirigida, ya sea mediante colposcopia en caso de no observarse una lesion o

mediante toma directa si existe tumor visible.

La estadificacion continda siendo clinica utilizando la Ultima modificacion de la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en el afio 2009 como se

muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Estadios del cancer cérvico-uterino (Montalvo, et al., 2011).

Etapa Descripcion

I Tumor confinado al cuello uterino

IA Tumor con invasion diagnosticado por Patologia con una profundidad

méaxima de 5mm medida desde la capa

A1 Invasion estromal menor o igual a 3mm y extension horizontal menor o
igual a 7mm
A2 Invasién estromal mayor de 3mm pero menor de 5mm y extension

horizontal menor o igual a 7mm.

IB Tumor clinicamente visible confinado al cérvix o etapas preclinicas

mayores al estadio IA.

IB1 Lesion clinicamente visible menor o igual a 4cm en su dimension
mayor.
IB2 Lesién clinicamente visible mayor de 4cm en su dimensién mayor.

I Tumor que se extiende mas alla del cuello uterino sin llegar a la pared

pélvica o el tercio inferior de la vagina.

A Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasién parametrial.
A1 Tumor menor de 4cm.

A2 Tumor mayor de 4cm.

1B Tumor con invasion parametrial, sin llegar a la pared pélvica.




1] El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior de

la vagina y/o causa hidronefrosis, rifién excluido o disfuncion renal.

A El tumor involucra el tercio inferior de la vagina y no se extiende a la

pared pélvica.

1B El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis, rifion

excluido o disfuncion renal.

\Y El tumor se extiende fuera de la pelvis.

IVA El tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende mas

alla de la pelvis verdadera.

VB Metastasis a distancia.

El tratamiento para el cancer cérvico-uterino puede incluir: cirugia (extirpacion del tumor
en una operacion), radiaciéon (uso de rayos de alta energia para eliminar células
cancerosas), quimioterapia (uso de medicamentos para eliminar células cancerosas) o

quimioradiacion dependiendo de la etapa clinica.

En las etapas tempranas (IA1-1B1) el tratamiento ideal es el quirdrgico debido a que el

tumor esta localizado y se puede extirpar facilmente.

El tratamiento establecido para las etapas localmente avanzadas (IB2-11A2-IVA) es la
guimioradioterapia concomitante, siendo el Cis-Platino el agente mas utilizado. El
régimen comin es de Cis-Platino semanal a una dosis de 40 mg/m? en 6 ciclos a lo

largo de la radioterapia.

En enfermedad metastasica (IVB) el tratamiento con quimioterapia es el indicado,
teniendo diferentes esquemas de quimioterapia como: Cis-Platino: 50mg/m?, mas
paclitaxel 170-175mg/m? cada 21 dias por 6 ciclos o Cis-Platino 50mg/m? dia 1 mas
vinorelbine 25mg/m? dias 1, 8 y 15 cada 21 dias por 6 ciclos. (Montalvo, et al., 2011 y
Long, et al., 2007)

El Cis-Platino [Pt(NH3)2Cl,] es un compuesto antitumoral derivado del platino utilizado

en el cancer de ovario, el testicular, el cérvico-uterino y el de pulmén.
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El Cis-Platino entra a la célula principalmente por difusion pasiva. Dentro de la célula
pasa a su estado activado formando hidroxido de cis diamino cloro platino
[Pt(NH3)2CI(OH2)]" vy dihidréxido de cis diamino platino [Pt(NH3z)2(OH,)-]**. Las bajas
concentraciones de iones cloruros dentro de la célula facilitan este proceso. La forma
acuosa es mas reactiva para el blanco celular que es el ADN. El &tomo de platino forma
enlaces covalentes con las bases purinas en la posicion N’ para permitir
entrecruzamientos 1, 2- 6 1, 3-intracatenarios y pocos intercatenarios. (Wang vy

Stephen, 2005). EI mecanismo se observa con mayor detalle en la figura 2.

Cis-Platino

Guanina posicion N7
. = M,
—t 7

Inhibicién de la replicacion

¢ G N-—-H-N G ?"Nx,, Inhibicién de la transcripcion
N, Pl Arresto del ciclo celular
M 0N, Reparacion del ADN
H Muerte celular

Figura 2. Formacion y efectos de los aductos de Cis-Platino. El Cis-Platino es sometido a
acuacion para formar [Pt(NH3)2CI(OH,)]" y [Pt(NH3)2(OH,),]** dentro de la célula. El &tomo de
platino se une covalentemente a la posicion N’ de las purinas para formar entrecruzamientos
1,2- 0 1,3- intracatenarios o entrecruzamientos intercatenarios. Los aductos ADN-Cis-Platino

causan varias respuestas celulares como arresto en la replicacién, inhibicién de la transcripcion,
arresto del ciclo celular, reparacion del ADN y apoptosis (Wang y Stephen, 2005).

2. DIABETES
La diabetes es una enfermedad cronico-degenerativa, de caracter heterogéneo con

grados variables de predisposicion hereditaria y con participacién de diversos factores

7



ambientales, y que se caracteriza por hiperglucemia cronica debido a la deficiencia en
la produccion o accion de la insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los
carbohidratos, proteinas y grasas.

Se considera hiperglucemia en ayuno, a la elevacion de la glucosa por arriba de lo
normal (>100 mg/dL) o hiperglucemia posprandial, a la glucemia > 140 mg/dL, dos
horas después de la comida (NOM-015-SSA2-2010).

En general 2 tipos de diabetes son las mas comunes:

» Diabetes tipo | cuya principal caracteristica es la destruccion de las células beta
pancreaticas. Representa el 10% de los casos y se puede presentar a cualquier
edad aunque es mas comun en nifios y adultos jovenes.

» Diabetes tipo 2 en la cual los tejidos dejan de responder de manera apropiada a
la insulina provocando defectos en la secrecion de esta hormona. Este tipo de
diabetes representa el 90% de los casos, aparece en general en la edad adulta 'y
esta fuertemente asociada con la obesidad y la hipertension arterial (Lira, 2008).

2.1 Tratamiento

El tratamiento de la diabetes esta dirigido a aliviar los sintomas, evitar complicaciones y
el agotamiento de células beta en el pancreas.

La dieta y el ejercicio son utilizados como tratamiento inicial para muchos de los
pacientes con diabetes mellitus de reciente diagnostico, pero si la hiperglucemia
persiste después de 2-4 semanas, debe iniciarse el tratamiento a base de algun
hipoglucemiante oral, y en caso de hiperglucemia severa (glucosa plasmatica de ayuno
250 mg/dL o una glucosa aleatoria mayor a 400 mg/dL), puede requerir insulina al

menos en forma temporal (Chowdury, 2010).

3. DIABETES Y CANCER
La diabetes y el cancer son 2 enfermedades multifactoriales, severas y crénicas que por
su frecuencia tienen un gran impacto en la salud publica. Tanto el cancer como la

diabetes comparten factores de riesgo como son la edad, el tabaco, el alcohol, la




obesidad, etc. Por lo que la diabetes se asocia a un incremento en el riesgo de cancer.
Se ha reportado que pacientes diabéticos tienen un alto riesgo de desarrollar cancer de
pancreas, higado, mama, colorrectal, tracto urinario y érganos reproductivos femeninos
(Vigneri, et al., 2009).

Una de las razones por las que existe esta asociacion es porque en células tumorales el
aumento en los niveles de glucosa propicia un aumento en la captacion y metabolismo
de la misma lo cual promueve una excesiva proliferacion, sefales antiapoptoticas,
progresion del ciclo celular y angiogénesis (Klement y Kammerer, 2011). Esto debido a
que las células cancerigenas para mantener su intensiva e incontrolada proliferacion
requieren una gran cantidad de energia y sustratos como la glucosa. El alto consumo
de glucosa es una caracteristica de las células neoplasicas pero el consumo de glucosa
procede de manera diferente en comparacion con células normales. En células sanas,
la glucosa es convertida a piruvato y después se forma el ATP, lo cual ocurre en
presencia de oxigeno por medio del ciclo de Krebs en la mitocondria. En cambio, las
células cancerigenas convierten el piruvato en acido lactico y usan la glucosa para la
sintesis de ADN, ARN, proteinas y lipidos. Este diferente metabolismo permite un
incremento en la produccion de lactato a pesar de la completa disponibilidad de
oxigeno. Este efecto es conocido como el efecto Warburg (Pia_ tkiewicz y Czech, 2011).

Otra de las caracteristicas que presentan las células tumorales es el aumento en la
densidad de los transportadores de glucosa GLUT, lo cual facilita la captacion de
glucosa. Sobre todo GLUTL, el cual se encuentra sobreexpresado en varios tumores
incluyendo hepéticos, pancreaticos, de mama, esofagicos, cerebrales, renales,
pulmonares, cutaneos, colorectales, endometriales, de ovario y de cuello uterino
(Szablewski, 2012).

Otro mecanismo que puede contribuir al desarrollo de cancer es la presencia del factor

de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) el cual actia en los mismos




receptores de la insulina lo que también puede inhibir la apoptosis y estimular la
proliferacion celular (Kaaks, et al., 2002 y Lukanova y Kaaks, 2005).

Muchas células cancerigenas sobreexpresan IGF-1R, y debido a que la insulina es
similar en estructura a IGF-1 puede interactuar con este receptor, particularmente en
condiciones de hiperinsulinemia (Mannucci, 2012).

La insulina ademas de sus tipicos efectos metabdlicos también puede estimular la
proliferacion celular solo en condiciones de hiperglucemia e hipercolesterolemia a

través de su propio receptor. (Siacca, 2012).

4. GENERALIDADES DE IGF-1, IGF-1R, INSULINA Y RECEPTOR DE INSULINA (IR)
Los factores de crecimiento son polipéptidos que interactian con receptores celulares
especificos lo que provoca distintas respuestas biolégicas incluyendo proliferacion,
diferenciacion, cambios en la motilidad celular y estructura celular. Algunos factores de
crecimiento mejoran las propiedades metastasicas e invasivas de células cancerigenas,
lo que causa un problema para obtener un tratamiento exitoso contra el cancer. Un
ejemplo de ello es el factor de crecimiento epidermal el cual actia mejorando la
proliferacion e invasividad celular en el hepatocarcinoma (Shen, et al, 2006 y Lloyd,
1997).

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo (IGF-1) mejora la proliferacion y
migracion en células de musculo liso pero solo en condiciones hiperglucémicas (25mM)
mientras que la insulina también puede funcionar como factor de crecimiento en

concentraciones suprafisiolégicas y de hiperglucemia (Maile, et al., 2007).

e IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 consiste en una cadena
de 70 aminoacidos y comparte cierta homologia estructural con la insulina (Ciaraldi, et
al., 2011). Este factor esta involucrado en el crecimiento, procesos de diferenciacion,
desarrollo y metabdlicos.

Es producido principalmente en el higado, aunque muchos Organos poseen la

magquinaria biosintética para producir esta hormona a varios niveles. La produccién local
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de IGF-1 estd involucrada principalmente en actividades de tipo autocrina-paracrina,
mientras que el IGF-1 que est4d en la circulacion (producido por el higado) es
responsable de las actividades endocrinas (Werner, 2011). Los principales efectos
bioldgicos de los IGF son la estimulacion de la replicacion celular mediante la via de las

proteinas cinasas activadas por mitogénos (MAPK) (Junco, et al., 2006).

e IGF-1R: esta compuesto por dos cadenas de polipéptidos unidas de forma
covalente, cada una de ellas con una subunidad a extracelular y una subunidad 3
transmembrana, la cual tiene un dominio que posee la actividad tirosina cinasa. Cuando
se une el ligando IGF-I, se induce un cambio de conformacioén en la subunidad B que
activa su autofosforilacion; el receptor activado atrae hacia él, proteinas adaptadoras
que son de la familia de los sustratos del receptor de insulina. Estas proteinas
adaptadoras sirven como sitios de unién para otras moléculas de sefializacién, lo cual
conlleva a la activacion de vias, como lo son las del fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y
las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2) de la via MAPK (Mejia, et
al., 2010).

La via PI3K esta implicada, principalmente, en procesos metabdlicos, de crecimiento
celular y antiapoptosis. Brevemente, el IGF-IR fosforila al sustrato receptor de insulina
correspondiente (IRS1-4), el cual interactta con la subunidad p85 (subunidad
reguladora de la PI-3K de 85 kDa) que, a su vez, activa la subunidad p110 (subunidad
catalitica de la PI-3K de 110 kDa), la cual fosforila el fosfolipido fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) para formar fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) que interactia con
Akt, activandola y modulando la funcion de otras proteinas. La supervivencia celular es
mediada no solamente por PI3K/Akt, sino también por otras vias de sefializacion,
incluyendo la via MAPK. Un gran numero de oncogenes exhiben la activacion de MAPK
como una via comun. La fosforilacion de Shc recluta al complejo GRB2/SOS del
citoplasma a la membrana. Este evento se produce en proximidad a Ras (proteina
oncogénica p21), lo cual cataliza el intercambio de GTP a GDP. La activacion de Raf

mediante Ras activa la via MAPK por fosforilacion de las cinasas serina/treonina MEK1,
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lo que conlleva la sefializacién con algunos sustratos en el citosol y otros en el nucleo.
La activacion de MAPK es importante para regular el ciclo celular, la proliferacion y la
diferenciacion celular, como también procesos metabdlicos (Arcidiacono, et al., 2012).

El mecanismo de la activacion de ambas vias se observa en la figura 3.

|IGF-1 |GF-2 -
|GFBPs \ / '-—" ) | IGFBPs
Insulina 1%
IGF-1R IGF-2R
B [5
. Y P:’I;IF’:, P’P|P?'] SQS odl
~ PTEN . P X P IRS1/ | [ She
i ‘p110a) P8BS IRS2 E (5 GRBZ Lisosomas
T PBK r
@ W
PDK1 — Thr308 B P RAF
AKT )
mTORC2f—* Ser473 B / '
BCL-2 B MEK
Tsc2\ISC1) . l
Apoptosis " ERK
B P -
/\ Metabolismo Proliferacion
de glucosa
P P

sek1 ‘P (4EB-P1 ELK1

Sintesis de proteinas y crecimiento Proliferacion

Figura 3. Mecanismo de las vias PI3K y MAPK. Al unirse IGF-2 a IGF-2R este se internaliza y
se degrada en lisosomas. La unién de IGF-1, insulina u IGF-2 provoca la autofosforilacion del
receptor y la activacion del sustrato receptor de insulina (IRS) el cual activa a PI3K que
convierte PIP2 a PIP3 que induce el reclutamiento de Akt a la membrana plasmatica donde es
activada por PDK1 y mTORC2, su activacion produce la desinhibicion del complejo mTORC1 y
una incrementada sintesis de proteinas y crecimiento celular, incremento de la conversion de
glucosa a glucégeno por la inhibicién de GSK-3f, y un incremento en la proliferacion y
supervivencia mediante la inhibicién de factores proapotéticos como BAD vy factores de
transcripcion de la familia FOXO asi como una incrementada expresion de proteinas
antiapoptoticas como BCL-2. Por otra parte si IGF-1R activa Shc se activa la via MAPK que
induce la proliferacion celular. La resistencia a la insulina bloquea las rutas del metabolismo del
transporte de glucosa pero no se bloquea la ruta MAPK (Zha, 2010).
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Estudios in vitro han demostrado que IGF-1R es necesario para la transformacion
celular por muchos virus y oncogenes y es importante para la expresion de genes que
regulan el ciclo celular, la supervivencia celular, la motilidad, la adhesion y la metastasis
(Gallagher y Le Roith, 2011).

e |Insulina: La insulina es una proteina de 51 aminoacidos compuesta de 2
cadenas, la cadena A de 21 aminoéacidos y la cadena B de 30 aminoacidos (Ciaraldi, et
al., 2011).

La insulina se involucra en la regulacion de las respuestas anabdlicas, como la captura
de glucosa, lipogénesis, transporte de iones y aminoacidos; también estimula la sintesis
del ADN y el crecimiento celular. El exceso de la insulina en sangre favorece el estimulo
de acciones celulares que no se encuentran bloqueadas en la resistencia a la insulina.
La resistencia a la insulina bloquea las rutas del metabolismo del transporte de glucosa
gue conllevan en dltima instancia a la sintesis de glucégeno y de lipidos; pero no se
bloquea la ruta de la MAPK que conlleva a la proliferacién de musculatura vascular y

produccion de moléculas de adhesion celular. (Junco, et al., 2006 y Ranganath, 1997).

¢ IR: El receptor de insulina (IR) es un receptor de superficie celular que contiene 2
subunidades (a y B). La subunidad a compuesta de 731 aminoacidos esta situada en el
dominio extracelular y contiene los sitios de unién a la insulina. La subunidad 8 se
compone de 620 aminoacidos que es el dominio que abarca la membrana y la actividad
intrinseca de tirosina cinasa, que estd involucrada en la sefial de transduccion
intracelular. Este receptor es expresado como 2 isoformas, IR-A que es la forma corta e
IR-B que es la forma larga.

La unién de la insulina con su receptor de membrana activa a una cadena de proteinas:
los sustratos receptores de insulina (IRS), que son fosforilados en sus residuos de
tirosina iniciando un proceso autocatalitico que culmina con la activacion del sistema de
los fosfoinositoles que producen los segundos mensajeros para llevar GLUT4 a la

membrana celular para transportar la glucosa al interior de la célula (Reyes y Plancarte,
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2008). Debido a la homologia estructural entre IGF-1R e IR se sugiere que el IGF-1y la
insulina tienen afinidad por ambos receptores, aunque la afinidad de la insulina por IR
es 100-1000 veces mayor que por IGF-1R y viceversa, por lo que a concentraciones
fisioldégicas ocurre una minima comunicacion cruzada (Ciaraldi, et. al., 2011 y Bradford,
2005).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios la incidencia de la diabetes mellitus ha incrementado en México
siendo en la actualidad la primera causa de muerte. La diabetes es un padecimiento
complejo que lleva implicito una serie de situaciones que comprometen el control en los
pacientes, lo cual favorece al desarrollo de complicaciones, con los consecuentes
trastornos en la calidad de vida.

Algunas de las complicaciones de la diabetes incluyen: enfermedad cardiaca, ceguera
(retinopatia), lesiones nerviosas (neuropatia) y dafio renal (nefropatia).

Estas complicaciones cronicas se desarrollan, en la mayoria de los casos, por un
control deficiente (niveles elevados de glucosa en sangre por tiempo prolongado) y

suelen aparecer varios afios después del diagndstico.

Por otra parte el CaCu es la segunda causa de muerte en mujeres en nuestro pais
comparado con los demas tumores malignos, donde el agente antineoplasico utilizado
como tratamiento es el Cis-Platino, cuyo principal efecto secundario es el deterioro de la

funcién renal debido a que el Cis-Platino es excretado por el rifidn.

Tanto el cancer como la diabetes comparten factores de riesgo como son la edad, el
tabaco, la dieta, el alcohol, la obesidad, etc. Algunos factores que intervienen en esta
asociacién son la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 los cuales
incrementan el crecimiento y proliferacion celular. Este hecho es importante ya que el
tratamiento principal para la diabetes es la insulina, la cual podria estar interfiriendo en

la respuesta al tratamiento con Cis-Platino.

Por ello es importante entender lo que sucede en la diabetes y cancer de cérvix ya que
tanto el tratamiento contra el cancer como la diabetes llevan finalmente a una
nefropatia por lo que es necesario buscar nuevas estrategias de tratamiento ya que las
condiciones de diabetes no solo incrementan la proliferacion celular sino que también
incrementan el riesgo de una nefropatia la cual puede aparecer mas rapido al

administrar Cis-Platino como tratamiento contra el cancer.
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6. HIPOTESIS

En células de cancer de cérvix la hiperglucemia e hiperinsulinemia incrementaran la

proliferacion celular lo que provocara una reduccion en la respuesta terapéutica al Cis-

Platino.

7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto que tienen la hiperglucemia y la hiperinsulinemia sobre el tratamiento

con Cis-Platino en células de cancer de cérvix (HelLa).

8. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de la hiperglucemia sobre la proliferacion en la linea celular de
cancer de ceérvix (HelLa).

Determinar el efecto de la insulina y la hiperglucemia sobre la proliferacién en
una linea celular de cancer de cérvix.

Estudiar el efecto del Cis-Platino en condiciones de hiperglucemia en células de
cancer de cérvix.

Evaluar el efecto de la insulina, Cis-Platino y su combinacion en condiciones

hiperglucémicas en la linea celular de cancer de cérvix (HelLa).

16



9. MATERIALES Y METODOS

e Disefio experimental
Se utilizo la linea celular de cancer cérvico-uterino HelLa obtenida de la American Type
Culture Collection (ATCC). La cual es de tipo adenocarcinoma de VPH 18.

Las células fueron mantenidas de forma rutinaria en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (contiene vitaminas, sales inorganicas, aminoacidos siendo el mas
importante L-glutamina 4mM, glucosa 4.5 g/L, bicarbonato de sodio 1.5¢/L y rojo de
fenol) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5%, a 37°C en una atmésfera de
CO, 5%. Todos los procedimientos se llevaron a cabo en condiciones estériles en una
campana de flujo laminar.

Para los lavados se utiliz6 PBS (NaCl 136.89mM, KCI 2.68mM, Na,HPO, 10.15mM y
KH,PO, 1.76mM) y para despegarlas 2mL de PBS/EDTA (EDTA 1mM) incubandose la
caja durante 5min. a 37°C y CO; al 5%.

Una vez despegadas las células fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min. y
luego el botén obtenido fue resuspendido en medio DMEM para realizar el conteo en un

hemocitémetro.

e Evaluacién de lainhibiciéon del crecimiento celular.

La evaluacion del crecimiento de células de cancer de cérvix fue realizada utilizando los
ensayos de XTT y cristal violeta.

El método cristal violeta se basa en la capacidad que tiene el colorante cristal violeta de
fijarse a los nucleos celulares, de manera que puede establecerse una relacion directa
entre el nUmero de células viables y la cantidad de cristal violeta fijado.

El método cristal violeta consiste en quitar el medio de cada pozo y realizar 2 lavados
con PBS no estéril para luego agregar 500 uL/pozo de formaldehido al 37% y mantener
la placa a 4°C durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo se lavé cada pozo con
PBS no estéril 2 veces y se afiadié 500 pL/pozo de cristal violeta al 1% dejandose

actuar durante 30 min. a temperatura ambiente posteriormente se lavo 2 veces cada
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pozo y se dejaron secar a temperatura ambiente, para posteriormente afiadir 500 uL de
acido acético para leer en el lector de placas (Multiskan) a una A de 570nm.

El método de XTT se basa en la transformacion de las sales de tetrazolio XTT (Roche
Molecular Biochemical) {2,3- bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5- [(fenilamino)carbonil]-
2H- hidroxido de tetrazolio}; de color amarillo, el cual es reducido a formazan de color
naranja por la accion de metabolitos donadores de electrones producidos por la enzima
succinato deshidrogenasa, presente Unicamente en las células metabdlicamente
activas.

Para ello se retir6 el medio y se agregd 250 pL/pozo de la mezcla de 0.2% del reactivo
1 (reactivo acoplador de electrones), 8% del reactivo 2 (reactivo marcador) y 91.8% de
medio DMEM estéril sin rojo de fenol y se dejé incubar durante 2hrs a 37°C en una
atmosfera de CO, al 5% y posteriormente se lee en el lector de placas a una A de 690 y
450 nm.

e Efecto de la hiperglucemia sobre la proliferacion celular.

Los ensayos fueron realizados en cajas de 24 pozos, se utilizd una densidad de
1X10%600uL de medio/24 horas.

Después las células fueron expuestas a medio normoglucémico (5mM) e
hiperglucémico (25mM) durante 7 dias.

Se cuantificé la viabilidad celular por el método XTT y por el método cristal violeta. El
experimento fue realizado por triplicado.

El tiempo de incubacion utilizado en este trabajo fue elegido en base a experimentos
realizados previamente en el laboratorio y reportes en la literatura utilizando otras lineas

celulares de cancer.

e Efecto de la hiperglucemia e insulina sobre la proliferacién celular.
Se utilizé una densidad de 1X10%600uL de medio/7 dias en medio normoglucémico e
hiperglucémico y con diferentes concentraciones de insulina (0, 0.01, 0.1 y 1ug/mL). Se
cuantifico la viabilidad celular por el método XTT vy cristal violeta. El experimento fue

realizado por triplicado.
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Las concentraciones de insulina utilizadas se eligieron porque las concentraciones
suprafisiolégicas estan por arriba de 10 nM y reportes en la literatura indican que los
efectos de proliferacion se han reportado a altas concentraciones (Goulian, 2005 y
Sciacca, et al., 2012). Por lo que en este trabajo se decidié incluir una concentracion de
insulina fisiologica y 2 suprafisiolégicas porque es la primera vez que se reporta en una
linea celular de cancer de cérvix, en especifico HeLa: 0.01 yg/mL = 1.67nM, 0.1 pg/mL
=16.7nM y 1 ug/mL = 167nM.

e CEsode Cis-Platino
Para la realizacion de las curvas dosis-respuesta del Cis-Platino las células fueron
sembradas en una caja de 24 pozos con una densidad de 1X10° células por pozo en
600 uL de medio durante 7 dias; 24 horas antes de la cuantificacién se afiadio el Cis-
Platino utilizando concentraciones de 0, 33, 50, 75, 82, 100, 130, 150y 175 pM.

El experimento fue realizado por cuadruplicado.

e Efecto de la hiperglucemia sobre el tratamiento con Cis-Platino.
Se utilizaron células HelLa a una densidad de 1X10° células por pozo en 600 pL de
medio durante 7 dias en medio normoglucémico e hiperglucémico. 24 horas antes de la
cuantificacion se agregaron distintas concentraciones de Cis-Platino (0, 50, 100 y
150uM). La deteccion de la viabilidad celular se realiz6 por el método XTT y por el

método cristal violeta. El experimento fue realizado por sextuplicado.

e Efecto de la hiperglucemiay lainsulina sobre el tratamiento con Cis-
Platino.
Para evaluar el efecto de insulina, Cis-Platino y su combinacion en condiciones de
normoglucemia e hiperglucemia, se utilizaron las células HelLa a una densidad de 1X10°
células por pozo en 600uL de medio con 1ug/mL de insulina. 24 horas antes de la
cuantificacion se afiadio el Cis-Platino a una concentracion de 0, 50, 100 y 150 uM. El
esquema de tratamientos se muestra en la tabla 2. La deteccion de la viabilidad celular
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se realiz6 por el método XTT y por el método cristal violeta. El experimento fue

realizado por sextuplicado.

Tabla 2. Esquema de tratamiento.
concentracion insulina pg/mL
concentracion glucosa mM

concentracion Cis-Platino uM

5
[ 25 ]\ o | s0 | 100 | 150

e Andélisis estadistico
Los datos son mostrados como la media de los experimentos + error estandar de la
media (SEM). Las comparaciones estadisticas fueron realizadas utilizando un ANOVA
utilizando la prueba de Dunnet para mdultiples comparaciones o la prueba de t de
student, los valores de P<0.05, fueron considerados como diferencia significativa.

Todos los datos fueron analizados utilizando el software Sigma Plot 12.0.
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10. RESULTADOS
e Efecto de la hiperglucemia sobre la proliferacion celular.

La figura 4 muestra los resultados del efecto de la hiperglucemia sobre la proliferacion
celular en células de cancer de cérvix (HeLa). La incubacion con una concentracién de
glucosa 25mM mostré un aumento significativo de la proliferacion celular el cual fue del
12% comparada con la incubacién de glucosa 5mM (normoglucemia).

Esta tendencia se observo tanto con la tincion de XTT como la de cristal violeta.
Ademas se observo que en medio hiperglucémico después de los 7 dias de incubacion
hubo un cambio de coloracion del medio de rojo a naranja, lo cual puede ser debido a
que las células tumorales producen acido lactico después de metabolizar la glucosa
(efecto Warburg), lo cual provoca que el indicador rojo de fenol del medio vire de rojo

(pH neutro) a naranja (pH &cido).
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Figura 4. Concentracion de glucosa (mM) vs % de proliferacion celular. La hiperglucemia
(25mM) aumenté la proliferacion celular. Los resultados estan expresados como la media +
SEM de 3 experimentos independientes, con tincion XTT. *P<0.05 vs glucosa 5mM.
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o Efecto de la hiperglucemia e insulina sobre la proliferacion celular.

Como se observdé en

la figura 4

la hiperglucemia provoca un incremento

estadisticamente significativo de la proliferacién celular, por ello decidimos evaluar el

efecto de la insulina en normoglucemia e hiperglucemia, utilizamos concentraciones

fisiologicas y suprafisiologicas de insulina (0.01, 0.1 y 1 pg/mL). Como podemos ver en

la figura 5 en condiciones normoglucémicas ninguna concentracion de insulina modifico

la proliferacion celular.

En cambio en condiciones de hiperglucemia, solo

concentraciones suprafisiolégicas de insulina (1pug/mL) mostré un aumento de mas del

20% en la proliferacion celular.

También se observé que en medio hiperglucémico y con insulina después de los 7 dias

de incubacion hubo un cambio de coloracién del medio de rojo a naranja, llegando al

color amarillo en la concentracion de 1ug/mL, lo cual puede deberse a la produccién de

acido lactico por parte de las células.
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Figura 5. Efecto de la insulina y la hiperglucemia sobre la proliferacién celular. Concentracion de
insulina (ug/mL) vs % de proliferacion celular. Se muestran los resultados obtenidos con la
tincion de XTT y representados como la media £ SEM de 3 experimentos independientes.

*P<0.05 vs glucosa 5mMy #P<0.05 vs glucosa 25mM.




e Concentracioén efectiva 50 (CEso) de Cis-Platino.
Para evaluar el efecto del Cis-Platino en condiciones de hiperglucemia en cultivo celular
de células de CaCu, primero se realizd una curva dosis-respuesta. Para encontrar las
concentraciones que se van a evaluar.
En la figura 6 se muestra, como ya esta reportado en la literatura que la viabilidad
celular es inversamente proporcional a la concentracion de Cis-Platino en condiciones
normoglucémicas. Tanto con la tincién de cristal violeta y de XTT se observo la misma
tendencia.
Para calcular la concentracion efectiva 50 (CEsp) se realizO una regresion lineal
obteniendo una CEsp de 131.7uM, por ello las concentraciones utilizadas en los

siguientes experimentos fueron 0, 50, 100 y 150uM.

120 -

r=0.9952
X =105.8714 - 0.4236 x

100
80 - CEsp = 131.7uM

60 -

% viabilidad celular

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentracion Cis-Platino (M)

Figura 6. Curva dosis-respuesta de Cis-Platino. Concentracién de Cis-Platino (uM) vs % de
viabilidad celular. Las células se incubaron durante 7 dias y 24 hrs antes de la evaluacion, las
células se expusieron a distintas concentraciones de Cis-Platino (0, 33, 50, 75, 82, 100, 130,
150 y 175uM). Los resultados se expresan como la media =+ SEM de 4 experimentos
independientes. Resultados con tincién XTT.
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e Efecto del Cis-Platino sobre la viabilidad celular en condiciones de
hiperglucemia.
El Cis-Platino disminuye el porcentaje de sobrevida en condiciones de normoglucemia,
en la figura 7 mostramos que también en condiciones de hiperglucemia se observa la
misma tendencia, no obstante la CEso se ve aumentada (182.2uM), esto probablemente

se deba a un aumento en la proliferacion celular originada por la hiperglucemia.
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Figura 7. Efecto de la hiperglucemia y Cis-Platino en el porcentaje de sobrevida celular.
Concentracién de Cis-Platino (uUM) vs % de sobrevida celular. Los resultados fueron obtenidos
con la tincion XTT. Los resultados se muestran como la media + SEM n=3 - 6 experimentos
independientes. *P<0.05 vs la respectiva concentracion en glucosa 5mM.
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e Efecto de la hiperglucemia e insulina sobre el tratamiento con Cis-Platino.
En la figura 8 se muestra como el Cis-Platino disminuye el porcentaje de viabilidad
celular y que este efecto es inversamente proporcional a su concentracién. Sin
embargo, la adicidén de insulina no mostré un cambio en la sobrevida.
En la tabla 3 se presentan todas las condiciones experimentales con su respectiva CEsg
observandose que en medio hiperglucémico este valor aumenta de forma significativa, y
al afadir la insulina, se observé una tendencia de aumento, aunque no fue significativo

estadisticamente.

—o—Glucosa 5mM sin insulina

250 1 Glucosa 5mM con insulina
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Figura 8. Efecto de la hiperglucemia, hiperinsulinemia y Cis-Platino sobre el porcentaje de

viabilidad celular. Concentracion de Cis-Platino (uM) vs % de sobrevida celular. La tincién

utilizada fue XTT. Los resultados se expresan como la media £ SEM, n=3 - 6 experimentos
independientes.

25



Tabla 3. CE5, de Cis-Platino en diferentes condiciones de experimentacion. *P<0.05 vs Glucosa

5mM.
Glucosa 5mM 158.3 £ 3.1 pM
Glucosa 25mM 1822 +15uM*
Glucosa 5mM + insulina 1ug/mL 147.2 £+ 4.8 yM
Glucosa 25mM + insulina 1pg/mL 161.2 + 7.3 uM
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11. DISCUSION

Estudios epidemiolégicos han revelado una correlacion entre las alteraciones
metabdlicas encontradas en personas con diabetes y la progresion del cancer. Estas
alteraciones son mejor conocidas como sindrome metabdlico, caracterizado
principalmente por altos niveles séricos de glucosa, insulina y triglicéridos (Stattin, et.
al., 2007).

Nomelini y cols., (2011) evaluaron los niveles de glucosa en pacientes con cancer de
cérvix encontrando que las pacientes en estadios I-1l y IlI-IV mostraron niveles
plasmaticos de glucosa significativamente mas altos que aquellas pacientes con
neoplasia intraepitelial cervical (CIN) o leiomiomas (tumores benignos). Concluyendo

gue existe una asociacion entre el CaCu y los altos niveles plasmaticos de glucosa.

Por ello en el presente estudio se decidié evaluar si la hiperglucemia, condicion
frecuente en la diabetes, tiene influencia sobre la proliferaciéon en una linea celular de
cancer de cérvix (HelLa). Encontrandose como se observa en la figura 4 que la
hiperglucemia incrementa de manera significativa la proliferacion de las células, lo cual
correlaciona con estudios realizados por Masur y cols., (2011) en otras lineas celulares
establecidas (mama, coldén y vejiga) donde a altas concentraciones de glucosa se
incrementa la proliferacién celular de manera significativa. Esto es porque las células
tumorales requieren un mayor aporte de glucosa para poder subsistir debido a que la
mayor parte de macromoléculas requeridas para la proliferacion se generan a partir de
la glucdlisis. Ejemplo de ello son la glucosa 6-P precursor de la ribosa 5-P metabolito
necesario para la sintesis de acidos nucleicos 6 NADPH, util en la destoxificacién de
radicales libres, sintesis de lipidos y de la desoxirribosa (Bauer, 2005).

Para ello las células de cancer presentan un aumento en los receptores de glucosa
como es el caso de la linea celular HeLa que presenta sobreexpresion de los
transportadores de glucosa GLUTL1 lo que promueve una alta captacion de glucosa.
(Szablewski, 2012).
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En el caso de la insulina cuando los niveles se incrementan (como sucede en sujetos
con insulinoresistencia o después de la administracion de insulina), la insulina se puede
unir y activar al IGF-1R, favoreciendo la progresiéon del cancer y facilitando el
crecimiento de los tumores debido a la activacion de las vias de sefalizacion PI3K y
MAPK. Otro mecanismo para la activaciébn de estas vias es por medio del IR que
muchas células cancerigenas tienen incrementado, sin embargo, la isoforma A es la
que predomina en células malignas y cuya activacion resulta en mas efectos

mitogénicos que metabdlicos (Vigneri, et al., 2009 y Goulian, et al., 2005).

Novosyadlyy y cols., (2010) en un estudio in vivo mostraron una alta fosforilacion de IR
en tejido tumoral mamario extraido de ratas diabéticas, también encontraron un
incremento en la fosforilacion de IGF-1R, sugiriendo que la actividad promotora de
tumor de la hiperinsulinemia también es mediada en parte por IGF-1R, ya que a

concentraciones suprafisioldgicas, la insulina puede activar a este receptor.

Debido a esto, se decidié probar si la insulina tenia un efecto sobre la proliferacion en la
linea celular HeLa donde se obtuvo que en medio normoglucémico no hay ningun
cambio en el porcentaje de proliferaciéon al agregar insulina (figura 5), sin embargo, la
insulina en medio hiperglucémico incrementa la proliferacién de las células de manera
significativa, el incremento fue mayor al 20% el cual es similar al cambio encontrado en
otras lineas celulares ya reportadas (Masur, et al., 2011) donde la insulina induce una
mayor proliferacion de las lineas celulares de mama, colon y vejiga en condiciones de
hiperglucemia. Aunque este incremento relativamente no parece ser muy grande, si es
significativo y es suficiente para que en una paciente con ambas enfermedades se

favorezca el crecimiento del tumor.

Los mecanismos probables por los cuales la insulina puede estar incrementando la
proliferacion celular es: 1) activando al receptor de insulina y/o 2) a través de la

activacion de IGF-1R debido a que las concentraciones de insulina utilizadas en este
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trabajo fueron suprafisioldgicas (1ug/mL) e IGF-1R esta sobreexpresado en células
HelLa (Werner, 2012).

Por lo que en este trabajo comprobamos que en cancer de cérvix no basta con que
haya concentraciones suprafisiolégicas de insulina para promover la proliferacion

celular, sino que también se deben tener condiciones de hiperglucemia.

En pacientes que padecen diabetes y cancer, la tasa de mortalidad es mayor en
comparacion con los que solo padecen una diabetes, lo cual puede deberse a una baja
respuesta al tratamiento (Vigneri, et al. 2009) por lo cual en este trabajo se decidio
cultivar la linea celular de cancer de cérvix (HelLa) exponiéndose con insulina, Cis-
Platino y su combinacién en condiciones hiperglucémicas para analizar su efecto sobre
la proliferacion celular. Donde encontramos que la hiperglucemia induce una menor
respuesta al tratamiento debido la induccion significativa de la proliferacion celular. Al
calcular la CEsp se encontr6 un incremento del 15% de Cis-Platino bajo estas
condiciones. Sin embargo, en medio hiperglucémico con insulina no ocurrié lo mismo
porque aunque se observé un ligero aumento de la CEsg este no fue significativo como
se hubiera esperado debido a los resultados mostrados en la figura 5.

Con lo cual se demuestra que solo en condiciones hiperglucémicas es cuando se
obtiene una mayor proliferacion celular y por tanto solo bajo estas condiciones se
encuentra disminuida la respuesta al Cis-Platino por lo que es probable que las
pacientes diabéticas no respondan de manera adecuada a este tratamiento debido a las

condiciones de hiperglucemia que existen durante la diabetes.
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12. CONCLUSIONES

La hiperglucemia induce mayor proliferacion de células de cancer de cérvix y este
incremento es mayor en presencia de insulina, sin embargo solo la hiperglucemia es la
que puede estar interfiiendo en el tratamiento de quimioterapia con Cis-Platino
provocando un aumento en la CEsg del Cis-Platino. Esta puede ser la probable causa
de la baja respuesta al tratamiento en pacientes diabéticas con cancer de cérvix.
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