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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es la neoplasia ginecoldgica mas prevalente a nivel
mundial, asociada a la infeccion con el virus del papiloma humano de alto riesgo. Los
tratamientos actuales contra CaCu consisten en la quimioterapia con el farmaco
Cisplatino y cirugia; sin embargo, los efectos secundarios y la quimiorresistencia
generada por las células tumorales resaltan la necesidad de nuevas estrategias de
tratamiento. En esta investigacion evaluamos la Metformina y Curcumina, que son
compuestos naturales con potencial antitumoral, debido a que disminuyen la
proliferacion celular e inducen muerte celular actuando por multiples vias de
senalizacion. Evaluamos el efecto citotoxico de la Metformina, Curcumina y su
combinacion en células HelLa (VPH18*) y SiHa (VPH16*) usando el reactivo MTS.
Para identificar vias celulares responsables del efecto citotdxico inducido por estos
compuestos, se evalud la expresion de genes involucrados en diferentes procesos
celulares como proliferacion y supervivencia (NFKB y Ciclina D1), muerte celular por
apoptosis (Bax y Bcl-2) y muerte celular por autofagia (LC3B) mediante RT-gPCR en
tiempo real; asi mismo se evalud la expresion del oncogén viral (E7) involucrado en
carcinogeénesis. Encontramos que la Metformina y la Curcumina provocan un efecto
citotdxico dosis dependiente en ambas lineas celulares a las 48 horas de tratamiento;
sin embargo, las células SiHa fueron mas resistentes a la Metformina, mientras que
con Curcumina ambas lineas celulares fueron igualmente susceptibles. De manera
importante, demostramos que el tratamiento combinado con ambos compuestos
potencia significativamente la citotoxicidad en ambas lineas celulares. Por su parte,
los genes evaluados se expresaron de manera diferencial en ambas lineas celulares
tratadas con Metformina o Curcumina; sin embargo, destacamos la expresion
significativa de NFKB y LC3B con ambos tratamientos; por lo que efecto citotdxico
observado posiblemente se deba a la inhibiciéon del ciclo celular y/o la induccién de
muerte celular por autofagia. La expresion del oncogén E7 unicamente disminuyd con
Curcumina, y la combinacién de esta y Metformina. La investigacion sobre el efecto
antitumoral de la Curcumina y Metformina podria conducirlos a ser futuros candidatos

coadyuvantes para el tratamiento contra CaCu.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Cancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las neoplasias ginecolégicas mas
prevalentes a nivel mundial, el agente causal de esta patologia es el virus del papiloma
humano de alto riesgo (VPH-AR) (Torre et al., 2015; Zur, 2009). A nivel mundial el
CaCu ocupa el cuarto lugar en incidencia y mortalidad en las mujeres, con 604,127
casos, y 341,831 muertes registradas en 2020 (GLOBOCAN, 2020). En México, el
CaCu ocupa el segundo lugar después del cancer de mama con una incidencia de
9,439 casos y 4,335 muertes, ademas de una alta prevalencia con 6,959 casos
registrados en el mismo afo, por lo que este cancer representa un importante

problema en Salud Publica (GLOBOCAN, 2020).

La infeccidon con el VPH-AR es una causa necesaria mas no suficiente para el
desarrollo de CaCu; existen otros factores relacionados como el inicio temprano de
relaciones sexuales, multiples parejas sexuales, uso de anticonceptivos orales por
largos periodos, obesidad, inmunosupresién, microbiota cervical, tabaquismo, y
ademas se asocia a otras co-infecciones como VIH (virus de inmunodeficiencia

humana) o herpes (Cordero-Martinez y Garcia-Pimentel, 2015).

Existen diferentes tratamientos para el CaCu, los cuales varian de acuerdo al estadio
en que se encuentra; en una fase temprana, el método estandar es la intervencion
quirurgica seguida de radioterapia para reducir el tamafo y diseminacion de la masa
tumoral. En estadios avanzados se utiliza la quimioterapia con farmacos

antineoplasicos como el Cisplatino, Carboplatino o Fluorouracilo para causar dafio al



ADN e inducir apoptosis en las células tumorales; sin embargo, estos tratamientos
ocasionan efectos secundarios como inmunosupresion, nauseas, vomitos, diarrea,
estrefimiento, pérdida de cabello, anemia, cansancio crénico, entre otros (Garcia y

Noriega, 2008; Annede et al., 2019).

1.2 Virus del Papiloma Humano (VPH)

Se han identificado aproximadamente 200 genotipos de VPH, los cuales se han
clasificado en VPH de bajo y alto riesgo. Los VPH de bajo riesgo incluyen a los
genotipos 6, 11, 42, 43 y 44, mientras que los de alto riesgo son los genotipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59. Los VPH 16 y 18 estan relacionados con la
mayoria de las neoplasias intraepiteliales cervicales de alto grado (NIC Il y Ill)
representando el 60 y 70% de las mismas, por lo que se han considerado principales
precursores del CaCu debido a su alta capacidad oncogénica (Wuerthner y Avila-

Wallace, 2016).

Los VPH pertenecen a la familia Papovaviridae, son virus pequefios de 55 nm de
diametro y su genoma viral esta constituido por ADN de doble cadena sin envoltura
que contienen cerca de 8,000 pb y codifica para ocho o nueve marcos de lectura
abiertos (ORF) que son transcritos como ARNm policistronicos. Tienen una capside
icosaédrica compuesta por 72 capsomeros que estan formados por dos proteinas L1
y L2, siendo L1 el elemento estructural primario, y L2 como componente menor del
virén ubicada en el centro de los capsdémeros pentavalentes del mismo (Modis et al.,

2002). ElI genoma del VPH se divide en tres regiones; la primera es una region



reguladora no codificante denominada region larga de control (LCR) y esta encargada
de la replicacion del ADN controlando la transcripcidon ORF. La segunda es la region
temprana que codifica proteinas E1, E2, E4, E5, E6 y E7 que participan en la
replicacion viral y la oncogénesis (Figura 1). La tercera es una region tardia que

codifica las proteinas estructurales L1y L2 de la capside viral (Harden y Munger, 2017).

El gen E1 codifica una helicasa de ADN viral dependiente de ATP que se puede unir
al origen de replicaciéon (LCR) rico en AT, mientras que las proteinas E2 funcionan en
la transcripcion viral, la replicacion y la particion del genoma. El producto del gen E4
juega un papel funcional en la maduracion, ensamblaje y liberacién de particulas
virales. La E5 es una proteina de membrana hidrofobica que forma dimeros e
interactua con los receptores de tirosina quinasa, incluyendo los receptores EGF y
PDGF (Dimaio y Petti, 2013; Doorbar, 2013). Los oncogenes E6 y E7 en conjunto se
encargan de la inmortalizacion celular regulandose a nivel transcripcional por E2, para
conducir la entrada al ciclo celular y favorecer la amplificacion del genoma en las capas

medias del epitelio e inhibir la inmunidad innata (Doorbar et al., 2016).
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Figura 1. Estructura del genoma viral del VPH (Harden y Munger, 2017).

1.3 Carcinogénesis

Generalmente el desarrollo de CaCu es muy lento, ya que comienza con una infeccion
pre-cancerosa llamada displasia, posteriormente evoluciona a cancer cuando las
células comienzan a proliferar sin control. Histopatolégicamente el CaCu se clasifica
en carcinomas de tipo epidermoide o de células escamosas que se originan en el
epitelio del ectocérvix o adenocarcinomas originados en el epitelio endocervical. La
unién escamo-columnar o zona de transformacion es un sitio que tiene células
troncales y se considera un blanco para la infeccion por VPH debido a la constante
division celular (Sureda-Peha y Martinez-Cardenas, 2014; Reich et al., 2017). En la
actualidad las lesiones o neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) se han clasificado
en NIC I, NIC Il'y NIC Ill, que van desde una displasia leve a severa, considerandose

la NIC Il y Il de alto grado para el desarrollo del cancer invasivo (Montero et al., 2018).

El tejido cervical se encuentra protegido por varias capas celulares diferenciadas que
no son facilmente accesibles; sin embargo, cuando se presentan micro heridas o
abrasiones leves, la capa mas profunda queda expuesta para permitir la entrada del
virus. La infeccion comienza cuando el VPH se introduce en las células epiteliales de
la membrana basal, estas expresan proteoglicanos heparan sulfato que funcionan
como receptores de union con la proteina L1 del virus para inducir cambios
conformacionales de la capside viral, de tal manera que el extremo amino L2 quede
expuesto para hacerlo susceptible a proteasas como la furina que sera necesaria para

la infeccién (Cruz et al., 2015).



Cuando el virus se incorpora en las células basales mediante un proceso de
endocitosis, inicia la replicacién del ADN viral manteniéndose en forma episomal, es
decir, una replicacion no productiva en donde el virus utiliza la maquinaria de ADN del
huésped para realizar aproximadamente de 50 a 100 copias por célula. Durante la fase
S los genomas virales se replican una vez por ciclo y suelen ser persistentes durante
varios afnos en las células epiteliales. Posteriormente conforme los queratinocitos se
van diferenciando mientras avanzan a la superficie epitelial en las capas suprabasales
del epitelio, el ciclo de replicacion de ADN cambia y se amplifica a un mayor numero
de copias para la sintesis de proteinas de la capside y provocar el ensamblaje viral
(Doorbar et al., 2016). El complejo formado por las proteinas E1 y E2 se unen al origen
de la replicacion, y al no codificar enzimas de replicacion, reclutan ADN polimerasas
del huésped para permitir la replicacién del genoma viral (McBride, 2013). Las capas
basales y parabasales aumentan de tamafo en la zona infectada cuando E6 y E7
potencian la proliferacion celular (Figura 2). Las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto
riesgo son las principales responsables de la carcinogénesis al intervenir activamente
en el ciclo celular, la apoptosis y el mantenimiento de la estabilidad cromosomal al

unirse a proteinas supresoras de tumores p53 y pRB (Klingelhutz y Roman, 2012).

Por su parte, la proteina EG altera el ambiente celular al inactivar al supresor tumoral
p53 mediante la ubiquitina ligasa asociada (E6-AP), y lo dirige a la degradacion
proteosomal. Este proceso bloquea la actividad pro-apoptética, alterando la
transcripcion de genes celulares por la interaccion con p300/CBP, ademas de un
incremento de la vida celular por la regulacion activa de la telomerasa para el

mantenimiento de los telomeros. La proteina E7 tiene mayor capacidad transformante
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al actuar sobre las proteinas pRB, que al unirse liberan al factor de transcripcion E2F
independientemente de la presencia de factores de crecimiento externos, lo que
promueve una sobrexpresion de Ciclina E para el progreso de la replicacion celular en
la fase S. También induce la replicacién anormal al asociarse a otras proteinas, tales
como desacetilasas de histonas, AP1 y los inhibidores de los complejos CDK

(Quinasas dependientes de Ciclina) como p21 y p27 (Ghittoni et al., 2015).
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Figura 2. Infeccion por el VPH-AR en células de cérvix que conlleva al desarrollo de

lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado, o cancer invasivo (Cohen et al., 2019).
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2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
2.1 Efecto de la Metformina en cancer

La Metformina (N, N-dimetilbiguanida) es un compuesto sintético formado
estructuralmente por dos moléculas de guanidina (Figura 3); originalmente es derivada
de la galegina, un producto natural extraido de la planta Galega officinalis muy utilizada
en la herbolaria por sus propiedades antidiabéticas. Este compuesto se ha utilizado
durante muchos aflos como un agente hipoglucemiante y sensibilizador a la insulina
como un tratamiento de primera linea en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, debido
a que disminuye la produccién de glucosa por el higado, mediante la inhibicién de la
gluconeogénesis (Bailey, 2017). Otras de sus propiedades encontradas es la
reduccion de higado graso y reduccidon de complicaciones microvasculares y
macrovasculares asociadas con la diabetes mellitus tipo 2, asi como la restauracion
de la funcion ovarica en el sindrome de ovario poliquistico; ademas, se ha encontrado
que disminuye la incidencia de cancer en pacientes diabéticos (Viollet et al., 2012;

Schulten, 2018).

NH NH
e

Figura 3. Estructura quimica de la Metformina.
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Diversos estudios han demostrado que la Metformina tiene propiedades antitumorales,
ya que inhibe el crecimiento, la supervivencia y la metastasis en células de cancer de
mama, pulmon, esoéfago, pancreas, higado, leucemias, entre otros (Ugwueze et al.,
2020; Mallik y Chowdhury, 2018). La Metformina actua sobre diversos blancos
celulares, tales como la activacion de la via de sefalizacion AMPK (quinasa activada
por monofosfato adenina) mediada por la quinasa hepatica B1 (LKB1), favoreciendo la
regulacion del metabolismo energético, y a su vez, la reduccién de la sefalizacion
mTOR (diana de rapamicina en mamiferos), y la sintesis de proteinas en las células

tumorales (Lei et al., 2017).

En células de cancer de mama (CaMa) se demostré que la Metformina induce la
muerte celular por apoptosis deteniendo a células en la fase G1 del ciclo celular, debido
a la modulacion en la expresion de ciclinas D1, asi como en el aumento de expresion
de proteinas Bax y la reduccion de proteinas Akt, Bcl-2 y Mdm2 (Al-Zaidan et al., 2017).
Ademas, la Metformina también puede inhibir a las células madre mediante la
supresion de la translocacion nuclear de NFKB (Factor Nuclear Kappa B) en lineas
celulares de cancer de CaMa, prostata y melanoma (Hirsch et al., 2013). Por su parte,
en el carcinoma de células escamosas de esofago la Metformina induce la apoptosis
y la autofagia mediante una inactivacion de la via STAT3-Bcl-2 y la supresion de
ciclinas D1, CDK4 y CDKG6 retrasando el crecimiento celular (Kobayashi et al., 2013;

Feng et al., 2014).

2.2 Efecto de la Metformina en la proliferaciéon e induccion de muerte celular en
CaCu

13



La Metformina tiene efecto citotdxico en lineas celulares VPH®, en células Hela
(VPH18") disminuye la viabilidad y migracién celular de manera dosis dependiente a
las 24 h de tratamiento (Hsieh et al., 2018; Kim et al., 2019; Rho et al., 2021; Yudhani
et al., 2021). De manera similar, también provoca un efecto citotoxico en células HelLa

y CaSki (VPH16+) a las 48 h de tratamiento (Chen et al., 2020).

La Metformina potencia la citotoxicidad al combinarse con el inhibidor de la proteasa
del VIH Nelfinavir en células HelLa, SiHa y CaSki, disminuyendo la proliferacion celular
significativamente a las 72 h de tratamiento (Xia et al., 2017). Evidencia reciente
demuestra que la Metformina también puede actuar sinérgicamente con el triéxido de
arsénico para inhibir la proliferacién de células HeLa de una manera dependiente de

la concentracion y del tiempo (Chen et al., 2021).

En cuanto al mecanismo de accion de la Metformina en células VPH?*, diversos
estudios han reportado que este compuesto modula la expresion de genes y proteinas
involucradas en diversos procesos celulares. Por ejemplo, en células HelLa este
compuesto suprime de manera dosis dependiente la expresion de la proteina Ciclina
D1, involucrada en proliferaciéon celular (Hsieh et al., 2018; Yudhani et al., 2021). Asi
mismo, en células CaSki, HeLa o C33A la Metformina modula la expresion de las
proteinas involucradas en la muerte celular por apoptosis, provocando un incremento
en la expresion de Bak y Bax (pro-apoptéticos) y disminucion de Bcl-2 (anti-apoptético)
a 24 o 48 h de tratamiento (Chen et al., 2020; Rho et al., 2021). Del mismo modo, en
células HelLa la Metformina sola o en combinacién con el Triéxido de arsénico indujo

la expresion de la proteina LC3 que participa en la muerte celular por autofagia (Chen

14



et al., 2021). Este incremento en LC3 también se encontré en células HelLa y SiHa

tratadas con Metformina y Nelfinavir (Xia et al., 2019).

En relacion a la infeccion con VPH, se encontré que la Metformina disminuye los
niveles de expresion de los oncogenes virales E6 y E7 a nivel de transcripcion y de
proteina en células HelLa, SiHa y CaSki (Hoppe-Seyler et al., 2021), indicando que
dicha disminucién posiblemente se deba a que la Metformina disminuye la actividad

de la quinasa PI3K.

2.3 Efecto de la Curcumina en cancer

La Curcumina es el principal componente polifendlico biolégicamente activo aislado de
los rizomas de la Curcuma longa, una planta perteneciente a la familia Zingiberaceae
originaria en la India, que es muy utilizada como colorante natural en alimentos,
cosmeéticos y textiles, como repelente de insectos y como agente antimicrobiano
(Kotha y Luthria, 2019). En la actualidad se le han encontrado multiples beneficios
terapéuticos, debido a sus actividades fisioldgicas y farmacéuticas, como antioxidante,
antiinflamatorio, inmunomodulador, antidepresivo, anticancerigeno, entre otros. Sin
embargo, su eficacia y utilidad se limitan por su baja biodisponibilidad atribuida a la
insolubilidad en agua y rapido metabolismo, degradandose facilmente en ambientes

alcalinos (Stohs et al., 2020).

O OH
0 P Ok,

HO OH

15



Figura 4. Estructura quimica de la Curcumina.

Entre los principales mecanismos de accién de la Curcumina en las células esta la
modulacién de multiples vias de sefializacion, incluyendo proteinas involucradas en
proliferacion celular (ciclinas), factores de transcripcion como el NFKB, factores de
crecimiento, proteinas quinasas, proteinas anti-apoptéticas y pro-apoptéticas (Bcl-2,
Survivina, Bax, NOXA, PUMA, etc.), enzimas, citocinas inflamatorias y las especies
reactivas de oxigeno (ROS). Estos mecanismos han demostrado que favorecen la
inhibicion de la proliferacién celular y la induccion de apoptosis en lineas celulares de
cancer mama, gastrico, pancreas, colorrectal, leucemia, entre otros (Liu et al., 2009;
Guo et al., 2013; Pandey et al., 2015; Giordano y Tommonaro, 2019; Termini et al.,

2020; Pricci et al., 2020; Mansouri et al., 2020).

2.4 Efecto de la Curcumina en la proliferacién y muerte celular en CaCu

En células Hela, SiHa y CaSki la Curcumina provoca un efecto citotdéxico a las 24 h
de tratamiento (Patifio-Morales et al., 2019). A su vez, en células HelLa este compuesto
causa citotoxicidad la cual aumenta con la dosis y el tiempo de incubacién desde 24 a

96 h (Pani et al., 2021; Dhanasekaran et al., 2019).

En relacion al mecanismo de accién de la Curcumina en células VPH™, un estudio con
Curcumina y el antioxidante de la fresa (acido elagico) en células HelLa report6 que la
Curcumina sola no provocé cambios significativos en la expresion de la proteina Bax

(pro-apoptético); sin embargo, cuando se combind con el acido elagico aumenté su
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expresion (Kumar et al., 2016). En las lineas celulares HeLa y SiHa tratadas con
Curcumina durante 24 h la expresion de la proteina Ciclina D1 disminuyd (30% y 16%,
respectivamente); por su parte, la expresion de la proteina Bax se incrementd un 65%
y 54% en HelLa y SiHa, respectivamente; mientras que la proteina Bcl-2 (anti-
apoptético) disminuyé de manera similar en ambas lineas celulares (Singh y Singh,
2009). Del mismo modo, la Curcumina disminuyo significativamente la expresion de la
proteina Ciclina D1 en células HelLa y SiHa expuestas a la hormona estradiol (Singh y

Singh, 2011).

Por su parte, en células HelLa, SiHa y CaSki la Curcumina disminuye significativamente
la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 de VPH, tanto a nivel transcripcional

como de proteina, a las 24 y 48 h de tratamiento (Maher et al., 2011).

2.5 Efecto sinérgico de la Metformina y Curcumina en cancer y CaCu

Hasta el momento no existe evidencia cientifica reportada del efecto de la combinacion
de Curcumina + Metformina sobre la citotoxicidad y muerte celular en lineas derivadas

de CaCu.

Este efecto se ha descrito en otros modelos tumorales como cancer gastrico y de
prostata. En lineas celulares de cancer gastrico, la combinacion de Metformina y
Curcumina aumenta significativamente el efecto citotoxico de diversos farmacos
quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento de esta neoplasia, tales como

Cisplatino, Carboplatino, Oxaliplatino, Epirrubicina, Doxorrubicina, Docetaxel,
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Paclitaxel y Metrotexato); ademas de inhibir la migracién celular y la capacidad de

invasion de estas células (Zarei et al., 2021).

Por su parte, en una linea celular de cancer de proéstata la Curcumina disminuy6 la
expresion de los genes Bcl-2 y hTERT, mientras que la Metformina aumento la
expresion de los genes Baxy PUMA, y disminuyo la expresién de Bcl-2, hTERT, mTOR
y p53; por lo que la combinacién de Metformina y Curcumina potencio la citotoxicidad,

la induccidn de apoptosis y la expresion de genes (Eslami et al., 2021).
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3. JUSTIFICACION

El CaCu es un importante problema de salud publica a nivel mundial, debido al
aumento gradual de las tasas de incidencia y mortalidad. Actualmente el tratamiento
contra este cancer consiste en cirugia para eliminar la region del cérvix afectada, y
quimioterapia con farmacos antineoplasicos como el Cisplatino; no obstante, estos
farmacos son altamente toxicos e inespecificos y han generado quimiorresistencia; por
lo que existe la necesidad de encontrar nuevos compuestos que tengan un mayor

efecto a dosis bajas y sean mas especificos contra las células tumorales.

La Metformina y Curcumina son compuestos naturales que han demostrado tener
efectos antitumorales al actuar sobre multiples vias de sefalizacion para inducir
citotoxicidad, reducir la proliferacion celular e inducir la muerte celular, activando o
suprimiendo genes involucrados en estos procesos fisioldgicos en diferentes modelos
tumorales. Evidencia cientifica indica que la combinacién de ambos compuestos
potencia la citotoxicidad y la muerte celular en cancer el de prostata y gastrico; sin
embargo, hasta el momento no se ha demostrado el efecto sinérgico de la Metformina
y Curcumina en lineas celulares derivadas de CaCu; por lo que este estudio pretende
evaluar la citotoxicidad y la expresion de genes involucrados en proliferacion celular,
muerte celular y respuesta inmune inducidos por el tratamiento combinado de ambos
compuestas en las lineas celulares HelLa (VPH18") y SiHa (VHP16™), que representan
dos de los genotipos de VPH de alto riesgo con mayor prevalencia a nivel mundial. La
investigacion generada permitira contemplar en un futuro la posibilidad de emplear

estos compuestos en combinacién con los tratamientos actuales contra CaCu.
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4. HIPOTESIS

En células VPH?* el tratamiento combinado con Metformina y Curcumina potencia el
efecto citotoxico, e induce la expresion de genes involucrados en diferentes procesos

celulares en relacion al tratamiento por separado.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico sinérgico de la Metformina y Curcumina en células VPH",
y determinar si estos compuestos modulan la expresion de genes involucrados en

diferentes procesos celulares.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto citotéxico sinérgico de la Metformina y Curcumina en células
VPH*.

2. Analizar la expresion de genes involucrados en proliferacion celular, muerte
celular y respuesta inmune en células VPH* tratadas con Metformina y
Curcumina.

3. Determinar si la Metformina y Curcumina modulan la expresion del oncogén E7

involucrado en la transformacion celular.

20



6. METODOLOGIA
6.1 Cultivo celular

Se utilizaron dos lineas celulares derivadas de CaCu, HeLa (VPH18%) y SiHa
(VPH16"), las cuales se cultivaron en frascos de 25 cm? con medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 1%
de antibiotico-antimicotico (penicilina, estreptomicina y anfotericina B), y se incubaron

a 37°C con 5% de CO2, cambiando el medio de cultivo cada tercer dia.

6.2 Desprendimiento y conteo celular

Las lineas celulares empleadas tienen como caracteristica adherirse al plastico del
frasco de cultivo, para desprenderlas se utilizé una solucion para desprender células
(Tripsina 0.1%, EDTA tetrasédico 0.025% y glucosa 0.1%). Para el conteo celular se
realizé lo siguiente: se removio el medio de cultivo de los frascos y se lavd con 3 mL
de solucién salina de fosfatos (PBS), se agregd 1 mL de solucion para desprender
células y se incubd de 1 a 2 minutos a 37°C, posteriormente se agregaron 2 mL de
medio DMEM suplementado para inactivar la tripsina; se centrifugd a 2,500 rpm por 5
minutos y se deseché el sobrenadante, para resuspender el precipitado con 1 mL de

medio de cultivo.

Para determinar el numero y viabilidad celular se realiz6 lo siguiente: en un tubo
Eppendorf se colocaron 20 pyL de la suspension celular y 20 yL de colorante azul
tripano para obtener una dilucion 1:2, se tomaron 10 yL de esta suspensién y se

colocaron en la camara de Neubauer contando cuatro cuadrantes en un microscopio

21



invertido, se determiné el numero total de células mediante la siguiente formula, la cual

nos indica el numero de células totales por mL de suspension:

n

Z Numero de células totales
4

x dilucion celular x 10,000 x volumen total de la suspencion celular
i=1

6.3 Ensayo de citotoxicidad

Las células HelLa y SiHa se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de
10,000 células por pozo con 100 pL de medio DMEM suplementado y se mantuvieron
en cultivo durante 24 h. Posterior a la incubacion, las células se trataron bajo el
siguiente esquema: 1) Metformina sola a diferentes concentraciones, 2) Curcumina
sola a diferentes concentraciones, 3) Metformina + Curcumina a diferentes
concentraciones, 4) Control negativo: células sin tratamiento, solo con medio de
cultivo, 5) Control positivo de citotoxicidad: se utilizd el farmaco antineoplasico
Cisplatino, 6) Control de disolvente: se utilizé el Dimetilsulféxido que es el disolvente
de la Curcumina. Una vez administrados los tratamientos las células se mantuvieron
en cultivo durante 48 h a 37°C con 5% de COz. Transcurrida la incubacion se evalu6
la viabilidad celular utilizando el reactivo MTS (CellTiter 96® AQueous MTS reagent
powder, Promega), del cual se anadieron 20 uL por pozo; posteriormente la placa se
incubd durante 1 h a 37°C y la viabilidad se determiné mediante absorbancia a una
densidad optica de 490 nm y 690 nm en un espectrofotdmetro (BioTek Instruments
Inc). Para el analisis de resultados se resté la lectura de fondo dada por el colorante
del medio de cultivo (690 nm), a la del MTS en cada muestra (490 nm), y se normalizd

el valor de las células control no tratadas como el 100% de viabilidad celular para
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ajustar los valores de los diversos tratamientos. Se realizaron tres experimentos
independientes por duplicado para obtener el promedio y desviacion estandar. Para la
Curcumina y Metformina por separado se determind la concentracion letal media o IC
50 (concentracion a la que se obtiene el 50% de muerte celular) de manera
experimental, empleando una serie de concentraciones ascendentes de dichos
compuestos, evaluando el efecto citotdxico con cada una de ellas como se describid
arriba; de manera que la concentracion mas cercana al 50% de viabilidad celular
tomando en cuenta la desviacion estandar se consideré como la IC 50. Ademas, se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI), que es la concentracion mas baja

a la que un compuesto reduce la viabilidad celular.

6.4 Evaluacién de la expresion de genes involucrados en proliferacion celular,

muerte celular y respuesta inmune

Las células HelLa y SiHa se sembraron a una densidad de 800,000 células por pozo
en placas de 6 pozos con 1.5 mL de medio de cultivo DMEM suplementado; al dia
siguiente de la siembra se trataron bajo el siguiente esquema: 1) Metformina sola a la
dosis ICso, 2) Curcumina sola a la dosis ICs0, 3) Metformina + Curcumina ambas a la
dosis I1Cso, 4) Control negativo: células sin tratamiento, y 5) Control positivo: Cisplatino
30 uM; y se mantuvieron en cultivo durante 48 h. Posteriormente se removié el medio
de cultivo de las células, se lavaron con PBS y se desprendieron con 700 uL de

solucion para desprender células, se colectaron por centrifugacion a 2,500 rpm durante
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5 minutos para obtener el precipitado celular que se resuspendié en 100 yL de PBS

para mantenerse a una temperatura de -80°C.

6.4.1 Extraccion de RNA

Se realizd la extraccion de RNA total de las células HelLa y SiHa que se trataron con
Metformina o Curcumina a partir de las células colectadas, como se describié en el

apartado anterior.

Para la extraccion se utilizé un kit de extraccién de RNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen),
siguiendo el protocolo del fabricante, que se describe a continuacion. Para el
aislamiento del RNA se agregd 350 L de buffer de lisis RLT al precipitado, y para un
optimo lisado, la suspension celular se homogenizé entre 5 a 10 veces en una jeringa
estéril con aguja calibre 0.9 mm, posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm por 3
minutos. Se agrego6 350 pL de etanol al 70% al lisado, se mezclé y se transfirieron los
700 pL del homogenizado a la columna All Prep colocada en un tubo Eppendorf de 1.5
ml, y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 segundos; se decanté el fluido y se agrego
700 pL de buffer RW1 para lavar el RNA unido a la membrana, y se centrifugd por 15
segundos a 10,000 rpm. Se elimind el fluido y se agregaron 500 pL de buffer RPE a la
columna para lavar la membrana, y nuevamente se centrifugdé a 10,000 rpm por 15
segundos. Posteriormente se agregaron 500 uL de buffer RPE y se centrifugd durante
2 minutos a 10,000 rpm para secar la membrana de la columna y asegurar la
eliminacion total de etanol. Finalmente se colocé la columna RNeasy en un nuevo tubo

de 1.5 mL y se anadieron 20 pL de agua libre de RNAsas directamente a la membrana
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de la columna, se centrifugd durante 1 minuto a 10,000 rpm para obtener el RNA total.
Para determinar la concentracion de RNA, se cuantificaron las muestras a 260 nm en
un equipo Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop). La pureza de la muestra se obtuvo
con la relacién de absorbancia 260/280 nm, que debe ser de 1.8 a 2.0 para muestras

de Optima calidad.

6.4.2 Sintesis de cDNA mediante RT-PCR

El RNA total aislado de las células se utilizo para sintetizar el cDNA (DNA
complementario), la sintesis se realiz6 a partir de 1 uyg de RNA total, 1 yL de oligo dT
(desoxitimina 0.5 mg/uL), 8 U/uL de inhibidor de RNAsas y agua libre de
DNAsas/RNAsas. Las muestras se incubaron a 65°C por 10 minutos para eliminar las
estructuras secundarias del RNA y asi permitir el alineamiento del oligo dT.
Posteriormente se agregaron 4 pL de buffer 5X, 4 uL de dNTPs (desoxirribonucleétidos
trifosfato 2.5 mM), 2 uL de DTT (ditiotreitol 0.1 mM), 0.2 pL de inhibidor de RNAsas
(40 U/uL) y 0.5 pL de transcriptasa reversa (100 U/uL). La mezcla de reaccion se
incub6 a 37°C durante 1 h, seguida de una incubacién de 10 minutos a 70°C para

inactivar a la enzima transcriptasa reversa.

6.4.3 Analisis de expresion de genes por qPCR

Mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) se midié la expresién de genes
involucrados en proliferacion y supervivencia celular (Ciclina D1 y NFKB), apoptosis
(Bcl-2 y Bax), autofagia (LC3B), el oncogen viral E7 y el gen constitutivo de expresion
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(HPRT1, Tabla 1). La reaccion se realiz6 utilizando 1 pL de la dilucién de cDNA (200
ng/uL), 1 L de los oligonucledtidos respectivos para cada gen (0.5 ng/uL), 5 pL de
SYBER Green (1X) y 3 uL de agua grado biologia molecular. Previamente se montaron

las condiciones de amplificacién para cada uno de los genes evaluados.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la reaccién por gPCR.

Genes Oligonucleétidos Producto
pares bases (pb)

Forward: 5-GTGGTGCCTCACTGCTAACT-3'

NFKB1 Reverse: 5'-GGATGCACTTCAGCTTCTGT-3' 160
Forward: 5° TCTCCAAAATGCCAGAGGCG 3’
Ciclina D1 Reverse: 5° AGGAAGTTGTTGGGGCTCCT 3° 136

Forward: 5" ATCGCCCTGTGGATGACTGAG 3’
Bcl-2 Reverse: 5 CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG 3’ 115

Forward: 5" GGACGAACTGGACAGTAACATGG 3’
Bax Reverse: 5’GCAAAGTAGAAAAGGGCGACAAC 3’ 149

Forward: 5" AAGCAGCTTCCTGTTCTGGAT 3’

LC3B Reverse: 5" GATTGGTGTGGAGACGCTGA 3’ 158
Forward: 5 GGGGAATTCTTACTGCTGGGATGCACACCA 3’
E7 Reverse: 5 GGGGGATCCATGCATGGACCTAAGGCAACA 3’ 84

Se realizé un ensayo de disociacién o curva melt para determinar la especificidad de
los productos de amplificacion. La eficiencia de amplificacién por PCR de cada gen se
calculé mediante el método de curva estandar E=10(-"/s'°;¢)-1. El nivel de expresion de
RNAm para los genes evaluados se calculé mediante cuantificacion relativa con el
método comparativo Ct (2-ACt), representdndose como unidades relativas de
expresion de cada gen en relacion al gen endégeno HPRT y grupo de comparacion.

La reaccién de gqPCR se realizd en el equipo de PCR-Tiempo Real ViiA7 (Applied
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Biosystems). Se realizaron dos experimentos independientes con cada una de las

lineas celulares.

6.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron utilizando la prueba no paramétrica U-Mann-
Whitney en el programa estadistico MInitab Statiscal Software. Las diferencias entre
el control y los tratamientos con una P<0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto citotoxico de la Metformina y Curcumina en lineas celulares derivadas
de CaCu

Se probaron diferentes concentraciones de Metformina (20 a 100 mM) y Curcumina
(50 a 300 pM) para evaluar la actividad citotoxica de ambos compuestos. Las células
HelLa (VPH18") y SiHa (VPH16") se incubaron durante 24 y 48 h con Metformina y
Curcumina; sin embargo, a las 24 h no se observd un efecto significativo sobre la
viabilidad en las células tratadas con Metformina (datos no mostrados); mientras que
a las 48 h si se observd un efecto citotoxico con ambos compuestos, por lo que los

siguientes ensayos se realizaron a las 48 h.

Encontramos que la Metformina induce un efecto citotéxico dosis dependiente en
ambas lineas celulares; sin embargo, las células SiHa fueron mas resistentes al
tratamiento con Metformina (Figura 5). La dosis ICso en las células SiHa fue de 80 mM
mientras que en las HelLa fue de 50 mM; dado que ambas lineas celulares provienen
del cérvix, la diferencia de dicho efecto por parte de la Metformina podria deberse al

genotipo de VPH (16 y 18, respectivamente) y a la carga viral.

Por su parte, el farmaco antineoplasico Cisplatino se utilizé como control positivo de
induccidn de citotoxicidad, este se usa como primera linea de tratamiento contra el
CaCu; y se encontr6 que las células HelLa son ligeramente mas resistentes al

Cisplatino que las células SiHa a la misma concentracién (30 uM, Figura 5).
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Figura 5. Efecto citotoxico de la Metformina en lineas celulares derivadas de
CaCu. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de Metformina por
48 h. Se utilizaron células sin tratamiento como control y células tratadas con
Cisplatino como control positivo de citotoxicidad. Se midi6 la viabilidad celular
utilizando el reactivo MTS. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes

por duplicado + DE. El asterisco indica la significancia estadistica con un valor p<0.05.

Por su parte, en los ensayos con Curcumina debido a que esta es insoluble en agua,
se diluyé en Dimetilsulféxido (DMSO), y se encontré que éste compuesto por si solo
no indujo citotoxicidad; mientras que la Curcumina provoco un efecto citotdxico dosis
dependiente en las células HelLa y SiHa, con un valor ICso de 150 uM en ambas lineas

celulares (Figura 6).
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Figura 6. Efecto citotéxico de la Curcumina en lineas celulares derivadas de
CaCu. Las células se trataron con diferentes concentraciones de Curcumina por 48 h.
Los controles fueron: células sin tratamiento (control); Cisplatino como inductor de
citotoxicidad y el DMSO (Dimetilsulféxido) como disolvente de la Curcumina. Se midio
la viabilidad celular utilizando el reactivo MTS. Se muestra el promedio de 3
experimentos independientes por duplicado + DE. El asterisco indica la significancia

estadistica con un valor p<0.05.

7.2 Efecto citotoxico sinérgico de la Metformina y Curcumina en lineas celulares
derivadas de CaCu

Con base en los resultados obtenidos con las dosis individuales, se seleccionaron
diferentes concentraciones de Metformina y Curcumina para evaluar el efecto en

combinacioén. En las células Hela, las dosis de Metformina seleccionadas fueron 40,
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50, 60 y 80 mM, y en las células SiHa 40, 60 y 80 mM; mientras que la Curcumina se

evaluo a 50, 75y 150 uM en ambas lineas celulares.

En las células HelLa la combinacion de Metformina + Curcumina tuvo un efecto
citotdoxico mayor en comparacion al tratamiento por separado, observandose un efecto
sinérgico en todas las concentraciones evaluadas (p<0.05, Figura 7). Con la dosis mas
baja de Curcumina (50 uM) se observo que el efecto citotdxico sinérgico aumenta a
medida que incrementa la concentracion de Metformina de 40 a 80 mM; por ejemplo,
la combinacion Curcumina 50 yM + Metformina 40 mM, tuvo un efecto citotdxico de
57%, mientras que la Curcumina sola a esta concentracién indujo un 10% de
citotoxicidad y la Metformina sola un 34% (Figura 7). Un efecto similar se observé con
la dosis intermedia de Curcumina (75 uM), la citotoxicidad aumenté a medida que
aumenta la concentracion de Metformina; por ejemplo, con la combinacion Curcumina
75 M + Metformina 50 mM (que corresponde a su ICso) la citotoxicidad fue de 52%;
mientras que la dosis individual de Curcumina y Metformina fue de 32% y 51%,
respectivamente. Finalmente, a la dosis mas alta de Curcumina (150 uM, que
corresponde a su ICso) la citotoxicidad no se potenci6 al incrementar las dosis de
Metformina; es decir, con la combinacion Curcumina 150 uM + Metformina 50 mM la

citotoxicidad fue del 82%, similar a las otras dosis de Metformina (Figura 7).
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Figura 7. Efecto citotoxico sinérgico de la Metformina y Curcumina en células HelLa
VPH18"*. Las células se trataron con diferentes concentraciones de Curcumina (Cur) y
Metformina (Met) en combinacion durante 48 h. La viabilidad celular se midié con el
reactivo MTS. Con fines de comparacion se muestra el efecto citotoxico inducido por
estos compuestos de manera individual obtenido de los experimentos previos. La grafica
indica el promedio de 3 experimentos independientes por duplicado + DE. Se tomd un
valor p<0.05 como estadisticamente significativo indicado con * para Cur y # para Met,

en comparacion con las dosis individuales respectivas.

Por su parte en células SiHa, al igual que en Hela, el efecto citotoxico se potencia
significativamente cuando se combina la Metformina y Curcumina para todas las
concentraciones evaluadas (p<0.05; Figura 8). Sin embargo, el efecto citotéxico de la
Curcumina a dosis baja, media y alta, pareceria no aumentar significativamente a

medida que aumenta la concentracion de Metformina. De este modo, con la dosis baja
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de Curcumina 50 uM + Metformina 40 mM, la citotoxicidad fue de 53%, mientras que
con el tratamiento individual de Curcumina o Metformina fue de 17% y 12%,
respectivamente (Figura 8). Con la dosis intermedia de Curcumina 75 pM en
combinacién con Metformina 60 mM, la citotoxicidad fue de 62%, siendo de 21% y 32%
para el tratamiento por separado con Curcumina o Metformina, respectivamente. Por
su parte, a la dosis alta de Curcumina 150 uM (que corresponde a su ICso) se obtuvo

el mismo efecto citotdxico del 78%, independientemente de la dosis de Metformina.

100

Viabilidad celular (%)

Control
Cur 50 uM —
Met 40 mM
Cur 50 uM + Met 40 mM }—~ I+ ¥
Cur 50 uM —
Met 60 mM
Cur 50 uM + Met 60 mM }—- *+ ¥
Cur 50 umM —
Met 80 mM
Cur 50 uM + Met 80 mM }—'3: *
Cur 75 uM —
Met 40 mM
Cur 75 uM + Met 40 mM l—cn *
Cur 75 um —
Met 60 mM
Cur 75 uM + Met 60 mM }—-:e *
Cur 75 uM —
Met 80 mM
Cur 75 uM + Met 80 mM }—-& *
et 40 mm |
Fese »
Cur 150 uM }—-
Met 60 mM
fese
Cur 150 um |—~
#* %

Cur 150 uM + Met 60 mM
Met 80 mM

Cur 150 um
Cur 150 uM + Met 80 mM

Cur 150 uM + Met 40 mM

Figura 8. Efecto citotoxico sinérgico de la Metformina y Curcumina en células
SiHa VPH16*. Las células se trataron con diferentes concentraciones de Curcumina
(Cur) y Metformina (Met) en combinacion durante 48 h. La viabilidad celular se midié
con el reactivo MTS. Con fines de comparacion se muestra el efecto citotdxico inducido
por estos compuestos de manera individual obtenido de los experimentos previos. La
grafica indica el promedio de 3 experimentos independientes por duplicado + DE. Se
tomd un valor p<0.05 como estadisticamente significativo indicado con * para Cur y #

para Met, en comparaciéon con las dosis individuales respectivas.
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7.3 Efecto de la Metformina y Curcumina en la expresion de genes involucrados

en diversos procesos celulares

7.3.1 Proliferacion y supervivencia celular

Las células Hela y SiHa se trataron con Metformina, Curcumina y la combinacién de
ambas, y se encontré una expresion diferencial de los genes Ciclina D1y NFKB1 que
participan en ciclo celular y supervivencia, respectivamente. Ciclina D1 aumenté casi
al doble con el tratamiento combinado en Hela; y en SiHa la Curcumina redujo
significativamente su expresion, mientras que con Metformina aument6 al doble
(Figura 9, Tabla 2), esto posiblemente indicaria que la Curcumina podria estar
interrumpiendo puntos de control en el ciclo celular para inhibir la proliferacién celular
en células SiHa, en comparacion con las HelLa en donde la Ciclina D1 aumenta su
expresion debido a la alta capacidad proliferativa de las células. Por su parte, en HelLa
el NFKB se sobre expreso de manera significativa con los tres tratamientos, siendo la
Metformina el mayor inductor (9 veces, Tabla 2); en SiHa solamente la Metformina
provocd la sobre expresion de este gen al doble, pero no fue estadisticamente
significativo (Figura 9, Tabla 2). Debido a que la Curcumina y Metformina producen
especies reactivas de oxigeno en la célula como parte de su mecanismo de accion,

este mecanismo podria ser el responsable de la sobreexpresion de NFKBIT.

Tabla 2. Resumen de la expresion relativa de genes involucrados en diversos

procesos celulares en células VPH* tratadas con Metformina y Curcumina.
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Tratamiento

Curcumina 150 yM | Metformina 50 mM | Cur 75 yM + Met 40 mM

Linea celular HelLa SiHa HeLa SiHa HelLa SiHa
Ciclina D1 0.32 -0.84 * 0.1 1.1~ 0.94* -0.22
proliferacion

NFKB1 1.7* -0.27 9.0* 1.0 74* 0.32
supervivencia
Bcl-2 -0.1 1.54 1.63 0.55 -0.59* -0.67 *
pro-apoptético
Bax -0.24 -0.66 0.59 0.91 0.29 -0.06
anti-apoptético
LC3B 8.8* 1.0 244 6.7 * 434 * 0.89
autofagia
E7 -0.15 -09* 1.7~ 0.72 -0.05 -0.82 *

oncogén del VPH

Nota: Se indica el cambio en la expresion de los genes evaluados en relacion al control
sin tratamiento. En negritas se indica el valor de la sobre expresion; el simbolo negativo
indica la inhibicion en la expresion del gen. Las diferencias estadisticamente

significativas con una p< 0.05 se indican con un asterisco.

Ciclina D1 (Proliferacion celular) NFKB1 (Supervivencia)
121 mHeLaoSiHa

w

*
*

EHela BSiHa *
| m m A i B

*
* %
i—i *
0 CONTROL CISPLATINO CUR150uM METSOmM CUR 75 uM +

CONTROL  CISPLATINO  CUR150pyM  METS50mM  CUR75uM+ MET 40 mM
MET 40 mM

~

Expresién (URE)

Unidades Relativas de
Expresion (URE)
Unidades Relativas de
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Figura 9. Expresion de Ciclina D1y NFKB1 en células VPH*. Las células HeLa y
SiHa se incubaron con Metformina (MET), Curcumina (CUR) y la combinacion
Metformina + Curcumina (MET+CUR) a las dosis indicadas durante 48 h. Se incluyé
el Cisplatino como control positivo. Se indica la expresion de los genes Ciclina D1y
NFKB1 involucrados en proliferacion y supervivencia celular, respectivamente. La
expresion génica se normalizé con el gen constitutivo HPRT1. Se muestra el promedio
de 2 experimentos independientes + Desviacion estandar. El asterisco indica la

significancia estadistica con un valor de p<0.05.

7.3.2 Muerte celular

Para determinar si el efecto citotoxico de Metformina y Curcumina se debia a la
induccion de algun tipo de muerte celular, se evalué la expresion de genes
involucrados en apoptosis Bcl-2 anti-apoptoético y Bax pro-apoptotico, asi como la

expresion de LC3B involucrado en autofagia.

En ambas lineas celulares el tratamiento combinado disminuyé de manera significativa
la expresion de Bcl-2; la Metformina indujo su sobre expresion sobre todo en Hela, y
la Curcumina también provocé su aumento en SiHa. Por su parte, la Curcumina inhibio
la expresion de Bax en ambas lineas celulares, y de manera opuesta, la Metformina

provocé su aumento (Figura 10, Tabla 2).

En las células HeLa el gen LC3B involucrado en autofagia, se sobre expreso
significativamente con los tres tratamientos, sobre todo con Curcumina (9 veces), y de
manera notable con la combinacion de ambos (hasta 43 veces, Tabla 2, Figura 10).
De manera opuesta, en SiHa, solamente la Metformina provocé un incremento en la

expresion de este gen (7 veces). Estos resultados podrian indicar que el principal
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mecanismo de accidén de estos compuestos es la induccién de autofagia, ya que

inhiben principalmente la via mTOR y la sintesis de proteinas, desencadenando este

tipo de muerte.
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Figura 10. Expresion de Bcl-2, Bax y LC3B en células VPH*. Las células HeLa y

SiHa se trataron con Metformina (MET), Curcumina (CUR) y la combinacion

Metformina + Curcumina (MET+CUR) a las dosis indicadas durante 48 h. Se incluyé

el Cisplatino como control positivo. Se indica la expresion de los genes Bcl-2 y Bax

involucrados en apoptosis, y LC3B involucrado en autofagia. La expresién génica se

normalizd con el gen constitutivo HPRT1. Se muestra el promedio de 2 experimentos

independientes + Desviacion estandar. El asterisco indica la significancia estadistica

con un valor de p<0.05.
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7.3.3 Transformacién celular por VPH

La expresion del oncogén E7 del VPH es importante para la induccién y el
mantenimiento de la transformacion maligna en las células de cérvix infectadas, lo que
conlleva al desarrollo de CaCu; por tanto, se analizaron los niveles de expresion de E7

en las células tratadas con Curcumina, Metformina y la combinacion de ambas.

La Metformina provoco la sobre expresion del oncogén E7 en ambas lineas celulares;
sin embargo, solo fue significativa en HelLa. Por su parte, la Curcumina sola y en
combinacion inhibié su expresion significativamente solo en las células SiHa (Figura
11, Tabla 2). Estos resultados sugieren que la Curcumina podria interferir con el

proceso de carcinogénesis.
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Figura 11. Expresiéon del oncogén E7 de VPH de alto riesgo. Las células HelLa
(VPH18") y SiHa (VPH16%) se incubaron durante 48 h con Metformina (MET),
Curcumina (CUR) y la combinacion Metformina + Curcumina (MET+CUR) a las dosis
indicadas. Se incluyd el Cisplatino como control positivo. La expresion génica se
normalizd con el gen constitutivo HPRT1. Se muestra el promedio de 2 experimentos
independientes + Desviacion estandar. El asterisco indica la significancia estadistica

con un valor de p<0.05.
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8. DISCUSION

El cancer cervicouterino es un importante problema de salud publica a nivel mundial,
representando la cuarta causa de muerte en las mujeres, y también repercute en la
poblacion femenina en México. Los altos indices de mortalidad se deben a la deteccidn
tardia de esta neoplasia, a la falta de acceso a la cirugia, a la inespecificidad de la
quimioterapia, aunado a la quimiorresistencia generada en las células tumorales a los
farmacos antineoplasicos. Es por ello que se buscan nuevas alternativas de

tratamiento, incluyendo la busqueda de nuevos compuestos con potencial antitumoral.

Para este estudio, se utilizaron los compuestos naturales Metformina y Curcumina, la
Metformina es un farmaco utilizado para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, y
la Curcumina es el componente activo de la Curcuma que, de acuerdo a la evidencia
cientifica, activan genes, factores de transcripcién y vias de sefalizacion que provocan
citotoxicidad en diferentes modelos tumorales. Evaluamos la citotoxicidad inducida por
ambos compuestos en dos lineas celulares derivadas de CaCu, HeLa VHP18* y SiHa
VPH16", ambas son células de cérvix transformadas por el virus VPH, y representan
los dos principales genotipos virales responsables del 80% de las neoplasias

cervicales en el mundo (Wuerthner y Avila-Wallace, 2016).

Nuestros resultados indican que la Metformina y la Curcumina provocan un efecto
citotéxico dosis dependiente de manera individual y sinérgica en ambas lineas
celulares. En cuanto a Metformina, la dosis ICso en células HelLa fue de 50 mM a 48
horas de tratamiento, que es una dosis mayor a la reportada por otros autores como
Rho et al (2021) con 20 mM a 24 horas; mientras que Chen et al (2020) a esta misma

concentracion obtuvieron hasta un 85% de citotoxicidad a las 48 horas, un porcentaje
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mayor al que encontramos a ese mismo periodo de incubacion. Sin embargo; otros
autores reportan una dosis similar a la que nosotros encontramos, pero a 24 horas de

tratamiento (40 y 60 mM, Kim et al., 2019; Yudhani et al., 2019).

Existen pocos estudios sobre la citotoxicidad de la Metformina en células SiHa.
Nuestros resultados indican que estas células son mas resistentes que las Hela, ya
que se requirié una mayor dosis de este compuesto para alcanzar la ICso, siendo de
80 mM a las 48 horas; comparativamente, se ha reportado una ICso menor (68.4 mM)

pero a 72 horas de incubacion (Xia et al., 2017).

En lo que respecta a la Curcumina, encontramos que también induce un efecto
citotdxico dosis dependiente, con una dosis ICso de 150 uM a 48 horas de tratamiento
en ambas lineas celulares. En comparacion con otros estudios en células HelLa a 24
horas de seguimiento, la dosis que encontramos es diez veces mayor a la reportada
por Kumar et al (2016), que observaron un 60% de citotoxicidad con 16.52 pM;
mientras que Patifo-Morales et al (2020) con 20 uM obtuvieron el mismo efecto
citotoxico en células HelLa, SiHa y CaSki. A su vez, la Curcumina (23.86 uM) disminuy
la viabilidad celular un 60% a las 96 horas (Pani et al., 2021). De manera similar a las
condiciones experimentales empleadas en nuestro estudio, se reporté una ICsode 100
MM, con 47% de citotoxicidad a las 24 horas, aumentando a 65% a las 48 horas de

tratamiento (Dhanasekaran et al., 2019).

Derivado de lo anterior, concluimos que las diferencias entre las dosis ICso de
Metformina y Curcumina encontradas en nuestro trabajo y los otros autores podrian

deberse a la formulacion de los compuestos, a las concentraciones utilizadas, tiempos
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de incubacién, solubilidad de la Curcumina, y a las estrategias metodoldgicas

empleadas para medir la viabilidad celular.

En el presente estudio demostramos que la combinacion de Metformina y Curcumina
tiene un importante efecto sinérgico en ambas lineas celulares, debido a que aumenta
la citotoxicidad celular en comparacién con los tratamientos por separado; la dosis en
donde obtuvimos mayor efecto citotdéxico fue con Curcumina 75 pM + Metformina 40

mM, con un aumento entre 2 y 5 veces en la citotoxicidad en células HelLa y SiHa.

Hasta el momento no existe evidencia cientifica reportada del efecto sinérgico de la
Metformina y Curcumina en lineas celulares derivadas de CaCu; este efecto se ha
descrito solamente en células de cancer gastrico y de prostata; donde utilizaron la
Metformina + Curcumina a una dosis de 2.93 mM + 4.7 uM, respectivamente, a 48
horas de tratamiento, obteniendo un porcentaje de citotoxicidad del 60% en cancer
gastrico (Zarei et al., 2021). De igual modo 6 mM de Metformina + 15 uM de
Curcumina, provocd un 70% de citotoxicidad a las 48 horas en un modelo de cancer
de proéstata (Eslami et al., 2021). Estas dosis son menores en comparacion a las que
nosotros empleamos (Metformina 40 mM + Curcumina 75 uM); estas diferencias
podrian deberse al tipo de linea celular, o bien a que las células derivadas de CaCu
son mas resistentes a estos compuestos en relaciéon a los otros dos modelos
mencionados. La informacion generada con este estudio es relevante, ya que la
combinacion de Metformina y Curcumina como coadyuvantes a los farmacos
antineoplasicos convencionales, podria aumentar la citotoxicidad de las células
tumorales, o bien contribuir a disminuir la resistencia a quimioterapéuticos, y sobre

todo, disminuir los efectos adversos en células normales.
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Una vez demostrado el efecto citotoxico y sinérgico de la Metformina y Curcumina en
las células VPH*, se procedid a identificar posibles blancos celulares y vias de
sefalizacion activadas por ambos compuestos, para lo cual se evaluaron genes
involucrados en diversos procesos fisioldgicos como proliferacién, supervivencia
celular y muerte celular por apoptosis y autofagia, encontrandose una expresion
diferencial de estos genes. Comparando la expresién por tratamiento, el NFKB y el
L C3B aumentaron significativamente con Curcumina, Metformina y con la combinacion
de ambos; Ciclina D1 aumenté solamente con la combinacion de los dos compuestos;
por su parte, Bcl-2 aumentd con los tratamientos por separado, y de manera opuesta,

la combinacién lo inhibe; mientras que Bax no tuvo cambios importantes.

Por su parte, comparando la expresion de genes por linea celular, se encontré que
Ciclina D1, NFKB y LC3B se expresaron de manera diferencial entre HelLa y SiHa,
mientras que en una linea disminuyen en la otra aumentan; estas diferencias podrian
deberse al genotipo viral, y/o a que ambas lineas derivan de diferentes tejidos como el
endocérvix (HelLa) y ectocérvix (SiHa), por lo que originan tumores diferentes,
Adenocarcinomas y Carcinomas de células escamosas, respectivamente (Vandermark

et al., 2012).

Tomando en consideracion los resultados de citotoxicidad y expresion de genes, la
citotoxicidad inducida por la Curcumina y Metformina podria estar asociada a la
inhibicion del ciclo celular y/o a la induccion de muerte celular por autofagia
principalmente. La expresién significativa de LC3B podria indicarnos su posible
reclutamiento para la formacion de autofagosomas durante la autofagia (Lv y Guo,

2020). Por su parte, el NFKB ademas de estar involucrado en la supervivencia celular,
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también participa en la activacion de la respuesta inmune, y su expresioén significativa
podria indicar su participacion como supresor tumoral y/o activador de vias de
reconocimiento y eliminacién del virus (Vandermark et al., 2012). Por otro lado, aunque
no hubo cambios significativos en la expresiéon de los genes Bcl-2 y Bax involucrados
en apoptosis, no se descarta que pudieran estar involucrados otros genes como Noxa,

Puma, Bcl-xL, entre otros, que no fueron considerados para este estudio.

Hasta donde sabemos, en lineas celulares VPH* no hay evidencia reportada en la
literatura del analisis de expresion de los genes considerados en este trabajo.
Solamente se ha evaluado la expresion de las proteinas Ciclina D1, Bcl-2, Baxy LC3B
mediante Western Blot en células HelLa, SiHa y CaSki, encontrando que la Metformina
y Curcumina podrian modular la proliferacion y muerte celular al aumentar o disminuir
a las proteinas mencionadas (Kumar et al., 2016; Xia et al., 2019; Chen et al., 2020;

Rho et al., 2021; Chen et al., 2021).

En el presente estudio también se evalu6 el papel de la Curcumina y Metformina en la
modulacién del oncogén E7, que junto con EB6, y las proteinas codificadas por estos,
son responsables de la transformacion celular y desarrollo de la neoplasia en el cérvix.
Nosotros encontramos que la Curcumina sola y en combinacion con Metformina inhibe
significativamente la expresion de E7 solamente en células SiHa; de manera opuesta
la Metformina incrementa su expresion en Hel a; esta diferencia posiblemente se deba
al genotipo viral (VPH16" o VPH18*, respectivamente), o bien que la Curcumina esta
inhibiendo a AP-1 (Proteina activadora 1) para impedir su union al LCR (Region Larga
de Control) evitando la transcripcién de E7. De manera similar y contraria a nuestros

resultados, se ha reportado que la Metformina y Curcumina de manera individual
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inhiben la expresién del oncogén E7 en ambas lineas celulares, bajo las condiciones
de hipoxia celular se podrian inhibir vias de interaccion con E7 como el AKT, la via

PI3K o mTOR (Maher et al., 2011; Dang et al., 2015; Hoppe-Seyler et al., 2021).

En la Figura 12 se indican los principales mecanismos de accion descritos para la
Metformina y Curcumina, los cuales inhiben o activan multiples vias de sefalizacion
como el AMPK, ROS, AKT y PI3K, incluyendo factores de transcripcién como el NFKB,
mTOR, p53 y AP-1 que se encargan de controlar varias funciones celulares como la
proliferacion, supervivencia y respuesta inmune. Ademas, estos compuestos
disminuyen la produccién de ATP e inhiben complejos mitocondriales y factores de
crecimiento desencadenando la muerte celular por apoptosis y autofagia; por lo que
estas vias podrian ser las responsables del efecto citotdxico encontrado en las células
HelLa y SiHa. Aunado a esto, la Curcumina también podria inhibir el proceso de
transformacion celular actuando sobre los oncogenes virales E6 y E7 a través del

factor de transcripcion AP-1.
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Figura 12. Posibles vias implicadas en el efecto citotéxico sinérgico de la
Metformina y Curcumina en lineas celulares derivadas de CaCu. Se muestran los
posibles mecanismos y vias de sefalizacion que comparten ambos compuestos para
actuar sinérgicamente en células VPH™ inhibiendo la proliferacion celular y activando

la muerte celular (véase texto para detalles). El simbolo —> indica via de activacion,

y el simbolo _Lindica via de inhibicién.

Los resultados del presente estudio demuestran que la combinacion de Metformina y
Curcumina podria ser coadyuvante en el tratamiento actual contra el CaCu. Aunque
nuestros resultados fueron significativos, falta identificar los mecanismos puntuales por
los que estos compuestos actuan en las células VPH*. Ademas, es relevante
determinar si la sinergia de ambos compuestos podria disminuir la toxicidad de
farmacos antineoplasicos actuales sobre las células no tumorales, y/o reducir los
problemas de quimiorresistencia a los anti-neoplasicos, todo esto enfocado en mejorar

la calidad de vida de los pacientes con cancer.
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9. CONCLUSIONES

e La Metformina y Curcumina provocan un efecto citotoxico dosis dependiente en
las células HeLa (VPH18") y SiHa (VPH16").

e El tratamiento combinado con Metformina y Curcumina potencia la citotoxicidad
entre 2 y 5 veces en ambas lineas celulares.

e Las células HeLa son mas sensibles a la Metformina, y ambas lineas fueron
igualmente susceptibles a la Curcumina.

e La Metformina y Curcumina modulan de manera diferencial la expresion de
genes dependiendo de la linea celular; el efecto citotdoxico encontrado podria
asociarse con los genes NFKB y LC3B involucrados en la regulacién del ciclo
celular y la muerte celular por autofagia.

e La Curcumina inhibe la expresion del oncogén E7 de VPH, sugiriendo que

podria estar involucrada en la inhibicion de la transformacion celular.
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10. PERSPECTIVAS

Derivado de los resultados encontrados en el presente estudio, se plantean las

siguientes perspectivas:

e Evaluar el efecto citotdéxico de la Metformina y Curcumina en células no
tumorales (HaCaT) para determinar su especificidad en células tumorales.

¢ |dentificar la induccion de muerte celular por apoptosis y/o autofagia mediante
diversas técnicas (caspasas 3/7, citometria de flujo, fragmentacién de DNA,
entre otras).

¢ De los genes diferencialmente expresados con la Metformina y Curcumina seria
conveniente evaluar su expresion a nivel de proteina mediante Western blot,
para identificar sus vias potenciales de accion.

o Evaluar la expresion del oncogén E6 para determinar si es modulado por la
Metformina o Curcumina.

e Analizar la expresion de la proteina p53, para identificar si la transcripcion de
los genes evaluados dependen de este factor de transcripcion, involucrado en

multiples procesos celulares.
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