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RESUMEN

En los uUltimos afos se ha demostrado que existe una relacién entre las IRS-1y 2 y
diversos tipos de cancer, tales como mama, pulmén, prostata, liposarcomas,
miosarcomas y neuroblastoma. Se ha observado que tanto la expresién como la
funcién de las IRS pueden variar en los diversos tipos de cancer. Asi mismo, IRS-1 se ha
relacionado con proliferacidn, crecimiento y anti apoptosis; mientras que IRS-2 se ha
vinculado con metastasis, motilidad e invasion. Sin embargo, este tipo de estudios no
se han hecho para cancer cervicouterino (CaCu), el cual presenta una alta incidencia y
mortalidad tanto a nivel mundial como en México. Se ha demostrado que la insulina en
células SiHa (VPH16+) puede activar a Akt y ERK1/2, moléculas que participan en las
vias PI3K y MAPK, asociadas con proliferaciéon y apoptosis. Pero no se conoce si este
efecto se lleva a cabo a través de la activacion de las IRS’s. Objetivo: Investigar la
participacién de IRS-1 e IRS-2 en la via de sefializacidon del receptor de insulina y su
participacién en proliferacién en células HelLa. Metodologia: Se trata de un estudio in
vitro en la linea celular HeLa (VPH18+), y como controles, las lineas celulares C33a
(VPH-) y MCF7 (cadncer de mama). La expresion basal de los genes IR, IRS-1 e IRS-2 se
observd con la técnica de RT-PCR. Los cambios en la proliferacidn en las diferentes
lineas celulares tratadas con insulina se llevd a cabo mediante ensayos con MTT y
conteo en camaras de Neubauer. Los cambios en la a expresion y fosforilacion de las
proteinas IR, IRS-1, IRS-2, PI3K, Akt, ERK1/2 en respuesta a insulina se hizo mediante
Western Blot, usando anticuerpos especificos para cada proteina. Resultados: las dos
isoformas del IR se expresan en Hela, mientras que en C33a solo se expresa la
isoforma A. El gene IRS-1 se expresa en las lineas celulares HelLa y C33a en condiciones
basales. En el caso del gene IRS-2, se obtuvo un producto de PCR mas pequefio que el
esperado en ambas lineas celulares, por lo cual se sintetizaran nuevos oligos. La curva
de crecimiento demostrd que tanto Hela y C33a proliferan en condiciones minimas de
SFB (0.2%) o sin suero, hasta las 72 horas, lo cual se observé con MTT y con azul de
tripano. La respuesta en proliferacion medida con MTT en ambas lineas después del
estimulo con insulina muestra que no hay ninguna diferencia estadisticamente
significativa con ninguna de las dosis utilizadas. Mediante conteo con azul de tripano

se observo que en células C33a no hay ninguna diferencia significativa, sin embargo, en



Hela hay un incremento significativo con respecto al control con la dosis de 100 nM de
insulina. Las proteinas IR, IRS1, p-IRS1, IRS2, ERK1/2, p-ERK1/2, Aktl y p-Aktl se estan
expresando a los 15 y 30 minutos después del estimulo con insulina 50nM. Analisis
estadistico: Promedio + DS. ANOVA y para hacer una comparacion entre grupos, se

utilizé la prueba post-hoc Tukey HSD.
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1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia de cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es el tercer tipo de cancer mas comun y la cuarta causa
de muerte por neoplasias en las mujeres a nivel mundial, lo que representa el 9% (529
800) del total de nuevos casos de cancery el 8% (275 100) de las muertes totales por
esta enfermedad *. En América Latina y el Caribe, la incidencia y la mortalidad
causadas por el CaCu son muy altas, y ocupan el segundo lugar dentro de los tipos de
canceres mas comunes °.

En México, en el afio 2008, se reportaron 10,186 (15.5%) casos con diagndstico
reciente de CaCu, colocando a este padecimiento en el segundo lugar de los canceres
mas frecuentes. De estos casos, 5,061 (12.8%) fueron decesos, posicionando al CaCu
como la segunda causa de muerte por neoplasia en la poblacién femenina mexicana 2.
El CaCu es una enfermedad caracterizada por el crecimiento anormal y diseminado de
células del cuello uterino, que al desarrollarse de forma incontrolada, avanzan entre el
tejido normal y lo destruye, alterandose asi el funcionamiento del organismo °>.

Histoldgicamente, el tipo mas frecuente es el carcinoma de células escamosas, seguido

por el adenocarcinoma .

1.2. Factores de riesgo para cancer cervicouterino

El CaCu es de origen multifactorial y la infeccién por el virus del papiloma humano
(VPH) es un factor necesario, pero no suficiente para el desarrollo de esta patologia.
Diversos estudios reportan otros factores de riesgo que junto con el VPH, modulan la
transicion entre la infeccion y el desarrollo de cancer *. Entre ellos, se encuentran el
consumo de anticonceptivos orales durante un periodo de tiempo prolongado >, la
paridad, el efecto mutagénico de las sustancias carcinogénicas del tabaco °, la
conducta sexual del individuo (incluyendo la edad de la primera relacién sexual, el
numero de parejas y la mala higiene), el estado inmunoldgico, el cual se puede ver

afectado por la edad, infeccién con VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) o por

trasplante de drganos, la susceptibilidad genética y la co-infeccidn con otros



patdgenos, entre ellos, Chlamydia trachomatis, que ocasiona inflamacidn croénica y

mutaciones ’.

1.3. Biologia Molecular del VPH

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, son particulas pequenas que miden de
45-55 nm de diametro aproximadamente. Su genoma es acido desoxirribonucleico
(ADN) de doble cadena circular de aproximadamente 8,000 pares de bases (pb),
compactado y encapsulado en viriones icosaédricos de 72 capsémeros 8 Este genoma
se divide en tres regiones: 1) regidn larga de control (del inglés LCR), 2) region de
expresion temprana (E, Early) y 3) regién tardia (L, Late). La LCR regula la replicacién y
la transcripcion viral. La region E codifica proteinas de expresion temprana
involucradas en replicacién (E1), transcripcion (E2) y transformacion celular (E5, E6 y
E7). La region tardia codifica proteinas estructurales del virus (L1 y L2) que forman la

capside viral (Fig. 1) **°.

E2 TATA P97
ﬂ‘i

Figura 1. Genoma del Virus del Papiloma Humano genotipo 16. Se representan las diferentes
regiones que regulan la replicacién del virus. La region larga de control (LCR), la regién de
expresion temprana (E, Early) y la regidn tardia (L, Late) *°.



1.4. Genotipos del VPH

Los virus del papiloma humano causan una gran variedad de lesiones proliferativas en
piel, mucosa cervical, oral, laringe y regién ano genital, con un rango de severidad
desde verrugas benignas hasta cancer invasivo. Segun su tropismo en el epitelio, estos
virus se pueden clasificar en mucosos y cutdneos. Los VPH’s que tienen tropismo por
las mucosas se clasifican como de alto riesgo (oncogénicos) y de bajo riesgo (no
oncogénicos) dependiendo de sus caracteristicas de transformacién celular. Los
genotipos mas frecuentes de VPH son 16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 y 68
considerados de alto riesgo y se encuentran en lesiones intraepiteliales de alto grado e
invasoras, tanto en el epitelio escamoso como en el glandular. A su vez, los virus de
bajo riesgo mas comunes son los genotipos 6, 11, 13, 42, 43 y 44, los cuales se asocian
con condilomas y lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) y raras veces

con lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) y cancer .

1.5. Clasificacion de las lesiones

Existen tres sistemas o clasificaciones para evaluar las anormalidades del epitelio
cervical: la elaborada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la clasificacidn de
Richard (1973) y el Sistema Bethesda. Asi, tenemos que las lesiones precursoras se

pueden clasificar de la siguiente manera:

a) Neoplasia Intracelular grado 1 (NICl) o displasia leve (LSIL, por sus siglas en
ingles). En esta etapa los cambios estructurales de las células se encuentran
confinados a un tercio bajo del epitelio.

b) Neoplasia Intracelular grado 2 (NICIl) o displasia moderada en la cual, los
cambios estructurales de las células sobrepasan la mitad del epitelio.

c) Neoplasia intracelular grado 3 (NICIIl) o displasia severa y carcinoma in situ,
cuyos cambios estructurales de las células se extiende hasta la superficie

epitelial.



d) ASCUS (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance) hace referencia
a los cambios atipicos que se presentan en las células escamosas del cuello

uterino que no pueden ser especificamente clasificados.

De acuerdo a la clasificacion de Bethesda, las lesiones se clasifican como de bajo (LSIL)
0 alto grado (HSIL) y ASCUS. Los estadios NICII y NICIlI se integran dentro del grupo

de lesiones de alto grado 6 HSIL *2.

1.6. Historia natural del VPH

El VPH infecta las capas basales del epitelio cervical, por lo tanto, se requiere de micro
lesiones que le permitan al virus llegar al fondo del epitelio donde se encuentran estas

células e infectarlas >

. La infecciodn transitoria con el VPH no genera anormalidades
microscopicas en el epitelio y el 80% de las mujeres eliminan la infeccion en un periodo
de 8 a 12 meses **. El 20% de mujeres restantes infectadas con VPH de alto riesgo
establecen una infeccién persistente, que puede llevar a la formacion de lesiones NIC1,
NIC2 y NIC3 hasta CaCu .

La infeccion persistente puede ser: latente o productiva. En la infeccion latente el DNA
viral permanece en el nucleo de la célula de forma episomal y no hay replicacién viral
ni cambios observables, sin embargo, la presencia de otros factores de riesgo,
permiten que el virus puede replicarse. En la infeccion productiva algunas células son
capaces de replicar el genoma viral en forma episomal, sintetizar proteinas virales y
formar viriones. En la infeccidn productiva del VPH las proteinas E6 y E7 se expresan en
las capas basales del epitelio cervical, no estd bien determinado si estas proteinas
también se expresan en las capas para-basales e intermedias. Las proteinas E1, E2 y E4
se expresan en las células de la capa intermedia y superficial del epitelio, y la expresion
de la proteina mayor de la capside L1 se lleva a cabo en la capa superficial del epitelio

sin importar el genotipo de VPH (Figura 2) > **.
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Figura 2. Infeccidn productiva del VPH. Las proteinas E6 y E7 se expresan en las capas
basales del epitelio; las proteinas E1, E2, E4 y E5 se expresan en las capas intermedia y
superior del epitelio, mientras que las proteinas estructurales L1 y L2 se expresan en la
superficie.

En estadios de NIC1 y NIC2, el genoma de los VPH 16 y 18 se encuentra en forma
episomal; sin embargo, en lesiones NIC3 y CaCu se encuentra integrado en el genoma
del hospedero ' porlo tanto, la transformacion celular deriva de una infeccion viral
productiva, seguida de la integracién del DNA viral en el genoma celular del hospedero
7. La integracion del genoma viral a la célula hospedera da como resultado la ruptura
del marco abierto de lectura de los genes E1 y E2, cabe mencionar que E2 actlia como
un regulador de la transcripcidn viral de los genes E6 y E7. De esta manera, la proteina
E2 deja de expresarse favoreciendo el incremento de expresién de E6 y E7 de los
genotipos oncogénicos, las cuales descontrolan el ciclo celular interactuando con
varias proteinas; por ejemplo p53 y pRb induciendo el crecimiento, la transformacion e

inmortalizacidn de las células infectadas con VPH & 12,

2. ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, las oncoproteinas E6 y E7 del virus ayudan a la
transformacién oncogénica de la célula hospedera mediante la alteracién del ciclo
celular. Sin embargo, existen muchos otros procesos celulares que estan siendo
desregulados para que se lleve a cabo la progresién a cdncer. Estos mecanismos
complejos incluyen sefializacién proliferativa sustancial, evasiéon de sefiales anti-

crecimiento, resistencia a muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de



angiogénesis, invasion activa y metastasis, reprogramacion del metabolismo

energético y evasién de la destruccion por parte del sistema inmune %°.

Todos estos procesos, se encuentran regulados por la activacion o inhibicion de
diversas vias de sefalizacion, las cuales convergen en cambios en la expresion génica 'y

se ven reflejados en la proliferacién o muerte celular.

La activacion de las cascadas de sefializaciéon de la cinasa activada por mitogéno
(MAPK) y la cinasa fosfatidilinositol-3-OH (PI3K), son eventos cruciales durante la
activacion celular y proliferacion. Se conoce que genes que participan en estas vias

sufren alteraciones y se vuelven oncogénicos .

En diferentes tipos de cancer se ha demostrado que la activacién del receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina (IGFR) o del receptor de insulina (IR) %,
activa las vias de sefializacién MAPK y PI3K, en ambos casos es necesaria la activacién
de una familia de proteinas citoplasmaticas conocidos como sustrato del receptor de

insulina (IRS) 2.
2.1.  IRS-1e IRS-2

Los sustratos IRS son proteinas adaptadoras entre receptores de superficie celular y
distintas moléculas que participan en varios procesos celulares, tales como,
metabolismo, motilidad, sobrevivencia, proliferacion y metdstasis. La familia de IRS
esta conformada por 5 proteinas, dos que se expresan en humanos y por ende las mas
estudiadas conocidas como IRS-1 e IRS-2. El resto han sido menos estudiadas ya que
se encuentran en roedores o son muy diferentes al resto de la familia 2. Las IRS
fueron inicialmente identificadas como proteinas fosforiladas en residuos de tirosina
en células tratadas con insulina. La fosforilacién de los residuos de tirosina ocurre en
motivos Y-X-X-M (donde X es cualquier aminoacido y M es metionina). Las tirosinas
fosforiladas se convierten en sitios de unién para SH2 (motivos con homologia a src 2).
De esta manera, las IRS funcionan como moléculas de acoplamiento para mediar la

interaccion indirecta entre el receptor de insulina y su sefializacion hacia el nucleo 3,



Las IRS’s estan involucradas en diversas cascadas de sefalizacion intracelular,
principalmente en la via de la insulina y el IGF (factor de crecimiento similar a la
insulina), a la cual se le denomina via candnica (Fig. 3) 22 Ademds de participar en esta
via, también pueden participar en la via no candnica (Fig. 3), en donde la fosforilacion
de las IRS puede ser estimulada por algunas interleucinas y también por receptores de

hormonas esteroides, como el receptor de estrégenos.
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Figura 3. Via candnica y no canodnica de seiializacidn de las IRS. Los sustratos del receptor de
insulina pueden ser activados por los receptores fosforilados de IGF o insulina, al activarse las
IRS se pueden desencadenar las cascadas de sefializacion Grb2/ERK1/2 o PI3K/Akt (Via

candnica). O bien, las IRS pueden unirse a receptores de interleucinas u hormonas esteroides
22

Un complejo de sefializacién clave en la accidén de la insulina se forma entre IR, las IRS y
la subunidad regulatoria (p85) de la enzima PI3-K. La asociacidon entre IR y las IRS
ocurre principalmente en el dominio de unién a fosfotirosina de IRS y la regién
yuxtamembranal de IR. Para ello, se requiere la fosforilacién de la tirosina 972 en el
dominio yuxtamembranal del receptor. El dominio de homologia a pleckstrina (PH)

estabiliza esta conformacién, ademas de la union de la membrana celular.



Subsecuentemente, las IRS pueden activar la cascada de sefializacion PI3K, a través de
los dominios SH2 en la estructura de p85 de la enzima. La unién de las IRS a los dos
dominios SH2 conlleva a la activacién de la subunidad catalitica p110 de PI3-K. La
actividad catalitica de p110 estimula la fosforilacion del fosfatidilinositol en la posicidn
D3 del anillo de inositol, generando PI3- fosfato. Hay evidencia de que esta via de
senalizacion impacta en procesos tales como metabolismo, motilidad, crecimiento y
proliferaciéon celular 2. Otra de las vias de sefializacién regulada por las IRS, es la via
MAPK, la cual estd asociada a procesos de crecimiento celular y diferenciacion.
Mutaciones de moléculas relacionadas con esta ultima via se han visto estrechamente

asociadas a cancer 22.

Actualmente se sabe que IRS-1 y 2 se expresan en diferentes tejidos tales como
cerebro, musculo, corazén, tejido adiposo, células renales, ovario, glandula mamaria
24 asi como en células Hela y Hela 3b2. En células Hela se ha demostrado que la
expresion de los IRS’s es regulada de manera diferencial por hormonas esteroides. Tal
es el caso de la progesterona, la cual incrementa la expresion de IRS-2, tanto a nivel de
mensajero como de proteina sin que se modifique los niveles de IRS-1, sugiriendo que
la relacion de la expresion IRS-1/IRS-2 en este tipo célular puede constituir un
mecanismo de modulacién de los efectos de insulina, IGF y citocinas sobre la
proliferacion y diferenciacion celular %. Estudios realizados en la gldndula mamaria del
ratén y en células de cdncer de mama MCF-7, han demostrado que la transcripcion del
gen de IRS-1 se incrementa tanto por estrégenos, como por progesterona,
encontrando que la expresién dependiente de estrégenos esta en relacion directa al

incremento en la proliferacién celular. %.

2.2. IRSycéancer

La mayoria de los estudios relacionados con IRS se han centrado en su efecto sobre el
metabolismo; sin embargo en los Ultimos afos empezaron a aparecer reportes

relacionados con su probable participacion en diversos tipos de cancer.

Se ha demostrado que la sobreexpresiéon de las proteinas IRS en fibroblastos de

embriones de raton, asi como en los fibroblastos NIH3T3 induce transformacion de las
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células normales a malignas capaces de formar tumores en ratones desnudos, por
hiperactivacion de la via MAPK vy la activacion del IGFR, en tanto que los fibroblastos
IGFR”" son resistentes a dicha transformacion, sugiriendo que los IRS pueden funcionar
como moléculas oncogénicas transformantes. Esta actividad ha sido poco estudiada
en diferentes tejidos, excepto mama y pulmén en donde se ha avanzado mads en el
conocimiento. El mecanismo a través del cual las IRS ejercen su accidn transformante
ha sido poco estudiado y no es claro a la fecha cuales son las sefiales que activan las
IRS o cuales son los factores involucrados en la sefializacidon hacia la transformacion
celular. Si bien las IRS pueden funcionar como oncogenes, éstas también requieren de
otras proteinas oncogénicas para ejercer su accion. Se ha visto que las IRS pueden
unirse a otras proteinas (antigeno JCV T, antigeno SV40T, oncoproteina RET, ETV6-
NTRK3), las cuales no solo se unen sino también dependen de la fosforilacién en
tirosina de las IRS para ejercer su accién mitogénica y transformante *2. Ademas, en el
caso del cancer de mama, se ha demostrado que las IRS pueden unirse a otras
proteinas tales como el receptor de estrogenos (ERa), B-catenina, FAK y Bcl2, las cuales

son proteinas que se han asociado en forma importante con este tipo de cancer 7,

Los estudios relacionados con la participacion de las IRS en el cancer se han ido
extendiendo en los ultimos afios hacia el cdncer de higado, pancreas, y pulmén
encontrandose que en los dos primeros casos hay una sobreexpresion de estas
proteinas oncogénicas y una hiperactivacién de las vias de sefializacién de IGF e
insulina, observandose ademas que la sobreexpresién de IRS-1 previene la apoptosis
%8 En el caso del cancer de células escamosas en pulmén la expresidon de este sustrato
se encuentra disminuida, sugiriendo que la capacidad transformante de las IRS

depende del tejido *°.

Por otro lado, algunos grupos enfocados en el estudio de la actividad de las IRS han
encontrado que éstas se encuentran constitutivamente fosforiladas (activas) en una
amplia variedad de tumores, pero con un efecto diferente dependiendo el tipo de

tumor.

Por ejemplo; se ha demostrado que en tumores como liposarcomas, miosarcomas y

leiomiosarcomas IRS-1 promueve la proliferaciony transformacién celular *°; en tanto
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gue en otros como el neuroblastoma y el cdncer de mama la sobre expresion de IRS-2
promueve la motilidad celular, la invasién y metastasis.>' . Por otro lado, en cancer de
prostata, IRS-1 disminuye la motilidad de las células ?’, en tanto que en mama est3
altamente relacionado con la progresién del cancer. A la fecha hay poca informacién
asociada al cancer cervicouterino; sin embargo en un estudio realizado por Xuan Luo et
al., en 2012 *?, en el que utilizaron células derivadas de un tumor primario de lengua y
garganta cuyas caracteristicas eran con poca capacidad metastasica o altamente
metastasica, asi como muestras de tejido de cancer de cuello y cabeza (asociado a la
infeccion con el VPH) se demostré mediante PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) en tiempo real, que la disminucion en la expresion de IRS-1 promueve
metastasis, lo cual sugiere que esta proteina podria estar funcionando como un factor

protector de la expansidn de este tipo de cancer a otros tejidos.

Todos estos resultados, que se resumen en la tabla 1, nos muestran que la expresién
de IRS-1 e IRS-2 depende del tipo celular presente en los tumores y que su efecto
sobre las diferentes funciones celulares difiere. Mientras que IRS-1 se asocia
principalmente con proliferacion, crecimiento y anti-apoptosis, IRS-2 se relaciona

generalmente con procesos como metastasis, motilidad e invasién celular.
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Tipo de cancer Expresion Referencia

Liposarcomas, miosarcomas, Se encusntran constitutivamente Qing Chang =t al., 2002
|eiomiosarcomas fosforiladas (activas), y posiblemente, |RS-1
participe en la praliferacion celular del
tumor v la transformacion

Céncer de células escamosas La expresion se encuentra disminuida Ha1 CH, et cl., 2006
de pulman
Neuroblastoma IRS-2 se encuentra sobreexpresada y Shannon et al., 2007

promueve la motilidad celular y la invasién

Células de cancer de prostata Expresion de IRS-1 disminuye la motil'dad Shannon et al.,, 2007
celular
Céncer de mama La sobreexpresion de IRS-1 promueve |a Bonitaet al, 2008

proliferacion y el crecimiento celular. La
sobreexpresion de IRS-2 promueve lg

metastasis
Celulas de hepalocarcinora Soureexpresion y una h'peraclivacion de las Healher E. Mele y A.
vias de sefializacion de IGF e insul'na. La McGarry Houghton,
schreexpresicn de IRS-1 previene la 2011
apoptosis
Cancer de cuello y cabeza La disminucion en la expresi¢n de IRS-1 Xuan Luo et al., 2012

promueve metdstasis

Tabla 1. Resumen de la expresion de IRS-1 e IRS-2 en diferentes tejidos.

2.3. Insulinay cancer

La insulina es una hormona compuesta de dos cadenas de polipéptidos unidos por dos
puentes disulfuro. En el humano, la cadena A consta de 21 aminoacidos y la cadena B
de 30 aminodcidos. Su mecanismo de accidn inicia cuando esta hormona se une a su
receptor (IR) localizado en la membrana celular, a partir del cual puede activar una de
dos cascadas de sefializacion, ya sea la via PI3K que activa a su vez la proteina cinasa B
(Akt), o bien, la via de las MAPK (mitogen-activate protein cinase). Esta ultima se
activa a través de la formacidon de complejos entre el factor intercambiador SOS y la
proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (GRB-2), a su vez, GRB-2 puede
ser activada por IRS-1/2 o por la proteina adaptadora shc (SHC). En algunos tejidos,
estas dos cascadas de sefializacion presentan como intermediario a las IRS’s y estan

involucradas en procesos cancerosos 3,

Algunos de los estudios iniciales sobre el papel de la insulina como factor de

crecimiento celular, se realizaron en cultivos de la linea celular de mama MCF-7. En
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dichos estudios se demostrd claramente que la insulina incrementa la sintesis de DNA
y el crecimiento celular *3; en tanto que Frasca y colaboradores, 2008 **, usando un
modelo animal, han sugerido que la insulina puede tener un papel directo en la
progresion a cancer. Este grupo observd que las células MCF-7 no tenian la capacidad
de formar tumores en ratones diabéticos sin ningun tratamiento, mientras que en los
ratones diabéticos tratados con insulina éstas mismas células formaban tumores en un
100%, sugiriendo que la insulina es un factor importante para el desarrollo de
tumores. Este tipo de resultados han sido reportados por otros investigadores que
han demostrado que la administracién de insulina a ratas con carcinoma mamario
incrementa de forma significativa el tamano de los tumores y que la deficiencia de esta

hormona ejerce efectos opuestos *.

Por otro lado, en varios estudios se han reportado niveles del receptor de insulina
significativamente altos en biopsias de tejido de mujeres con cancer de mama,
comparados con los niveles encontrados en otros tejidos normales, incluidos el higado

36

y mama, los cuales mantuvieron su capacidad de uniéon a su ligando Esta

sobreexpresion del receptor se ha asociado con la transformacion de una célula
normal hacia un fenotipo maligno en células NIH3T3 y en células normales ¥,
sugiriendo que la sobreexpresion del receptor de insulina esta asociada con la

transformacion celular del epitelio de mama.

La sobreexpresion del receptor de insulina parece ser un fendmeno comun en varios
tipos de cancer ya que la concentracion alta de dicho receptor se ha encontrado en
diferentes carcinomas, tales como carcinomas de colon, estébmago, ovario, tiroides y
linfomas de células T 3*. En este dltimo se encontrd gue también el IGF-1R se

encuentra incrementado 38.

Debido a las implicaciones que tiene la insulina, el IR y las IRS sobre la proliferacion
celular y progresion a cancer, la via de sefializacion de la insulina se ha vuelto blanco
de muchas investigaciones a nivel molecular para poder establecer claramente la
cascada intracelular que se activa en esta patologia. A pesar de que esta via ha sido
muy estudiada en cancer de mama y en otros tipos de cdncer, hay muy escasa

informacién documentada del posible papel de IRS-1y 2 en la génesis y desarrollo de
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CaCu. Uno de los estudios realizado por Serrano y colaboradores en el afio 2008 *,
demostrd que las células SiHa (linea celular inmortalizada de un cancer cervicouterino
y positivo para VPH) expresan un nivel mds alto de los receptores de IGF e insulina,
comparado con la expresion de ambos receptores en células C33a (VPH-); ademas de
una sobreexpresion de Akt y ERK (cinasa regulada por sefiales extracelulares),
moléculas clave en las vias de sefializacion PI3K y MAPK, respectivamente. Sin
embrago, la participacion de IRS-1 e IRS-2 dentro de esta via de sefalizacidon no fue
estudiada, ni tampoco se describe si la expresiéon de ambas formas (IRS1-, IRS-2) se

expresan de la misma manera en ambas lineas celulares.
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3. JUSTIFICACION

Los IRS son sustratos que tienen un papel importante en algunas vias de sefalizacién
de diversos tipos de cancer y que estan relacionadas con procesos de muerte celular,
proliferacidon, invasidon y metastasis ayudando a la progresién de la enfermedad. En
cancer cervicouterino no existen estudios relacionados con la participacion de estas
moléculas y sus posibles vias de sefalizacién. Dada la alta prevalencia de cdncer
cervicouterino en México como a nivel mundial, resulta importante identificar el papel
de estas moléculas adaptadoras en este tipo de padecimiento, lo cual nos permitira
conocer nuevos blancos moleculares que puedan ser utilizados en un futuro como

terapia bioldgica.
4. HIPOTESIS

Los sustratos IRS-1 y 2 participan en la regulacidn de la proliferacion celular a través de

la via candnica de sefializacién del receptor de insulina en células Hela.

5. _OBIJETIVO GENERAL

Investigar la participacion de IRS-1 e IRS-2 en la via de sefializacion del receptor de

insulina y su participacién en la proliferacidn en células Hela.

5.1. Objetivos especificos

1. Observar la expresiéon basal del RNAm de IRS-1 e IRS-2 y del receptor de insulina (IR)

en las lineas celulares Hela y controles.

2. Investigar la fosforilacion de las proteinas IR, IRS1/2, PI3K, Akt y ERK1/2 en Hela y
controles, en presencia de insulina.
3. Investigar los cambios en la proliferacion en ambas lineas celulares en respuesta a

insulina.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.  Cultivo celular

Para este proyecto se utilizaron tres lineas celulares derivadas de carcinomas de cérvix,
Hela (VPH18+) y como control negativo C33a (VPH-); ademas, como control positivo
para IRS-1 e IRS-2 se utilizaron dos lineas celulares de cancer de mama MCF7 y MDA-
MB-231. Estas lineas celulares fueron compradas a la compafiia ATCC (American Type
Culture Collection) para asegurar la calidad de las mismas. Las células fueron
mantenidas para su crecimiento en medio de cultivo EMEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SBF), 500 pg/ml
ampicilina-estreptomicina y 250 pug/ml de fungizona en una incubadora a 37 °C, con

95% de humedad y 5% de CO,.

La dosis y el tiempo éptimo de incubacion con el estimulo de insulina (Insulina
recombinante humana, de SIGMA) se obtuvo mediante curvas dosis-respuesta y
temporales de crecimiento de las células, tanto en presencia, como en ausencia de la

hormona.

7.2 Medicién de la proliferacion celular

Los cambios en la proliferacidén celular se evaluaron mediante la técnica de MTT vy
conteo del nimero de células en cdmaras de Neubauer como se describe a

continuacion:

7.2.1 Técnica de MTT

Esta técnica nos permitio medir la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa
mitocondrial para reducir el MTT [(3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5) difenil tetrazolio] a
formazan insoluble, dando una coloracion purpura, que fué medida en forma
cuantitativa en un espectrofotémetro. Se sembraron 5,000 células HelLa y 10,000

células C33a en placas de 96 pozos, se dejaron incubar durante 24 h a 37°C y 5% de
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CO, en presencia de medio de cultivo EMEM suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB). Transcurrido este tiempo, se lavd una vez con Solucién Salina de
Fosfatos (por sus siglas en inglés, PBS [137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCIl, 10 mM de
NaHPO, 2 mM de KHHPO), se adiciond medio EMEM fresco sin SFB y se incubaron por
2 horas. Posteriormente se elimind este medio y se adicioné medio fresco (EMEM sin
SFB + diferentes concentraciones de Insulina) y se incubd a diferentes tiempos. Cuatro
horas antes de que se cumpliera cada uno de los diferentes tiempos de estimulo con
insulina, se agregaron 10 pl de MTT a cada uno de los pozos de las placas de cultivo y
se continud con la incubacion a 37° C. Transcurridas las 4 horas, se agregaron 100 pl de
una solucion 0.04 M de 4cido clorhidrico (HCI) en isopropanol, para detener la reaccién
con el MTT. El cambio en la absorbancia en cada uno de los pozos fué medido en un

espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

7.2.2 Conteo en camaras de Neubauer

Esta es una forma visual para el conteo celular. Se sembraron 5,000 células Hela y
10,000 células C33a en placas de 96 pozos, se dejaron incubar durante 24 h a 37°Cy
5% de CO, en presencia de medio de cultivo EMEM suplementado con 10% de SFB.
Transcurrido este tiempo, se lavd una vez con PBS, se adiciond medio EMEM fresco sin
SFB y se incubaron por 2 horas. Posteriormente se eliminé este medio y se adiciond
medio fresco (EMEM sin SFB + diferentes concentraciones de Insulina) y se incubd a
diferentes tiempos. Posteriormente las células de cada pozo se pasaron a un tubo
Eppendorf de 0.5 ml. Se tomaron 50 pl de la suspension celular y se agregd 50 ul de
azul de tripano dejando reposar 1 minuto. Por ultimo, 10 pl de la suspensidn celular se
colocaron en la cdmara de Neubauer. Las células vivas (sin tefiir) y las muertas (tefiidas
de azul) se contaron en el microscopio de luz (objetivo 10X). El nimero de células vivas

por mililitro se determind con la siguiente formula:

Células/ml= sumatoria de células + 4 cuadrantes x factor de dilucién x factor de

correccion de la cémara (10°)
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7.3 Medicion de la expresion de RNAm de IR, IRS-1 e IRS-2

La expresidn de los genes del receptor de insulina y de las IRS’s se hizo mediante la

técnica de RT-PCR.

7.3.1 Extraccion de RNA total

Se sembraron 1,000,000 de células en frascos de cultivo de 25 cm?. La monocapa de
células se lavé dos veces con PBS, posteriormente se adicionaron 5 ml de PBS y las
células se desprendieron de la superficie utilizando un gendarme. Posteriormente se
paso la suspension celular a tubos Falcon y se centrifugd a 1000 rpm durante 10 min.
La pastilla celular se re suspendié en 1 ml de Trizol y se pasaron a tubos Eppendorf y se
colocaron en hielo por cinco minutos. La extraccién de RNA total se hizo de acuerdo
al método de Chomczynski y Sacci “°. Brevemente, se agregd a cada tubo 200 pl de
cloroformo/ml de Trizol, se homogenizé 20 s en virtex y se colocaron 3 min en hielo
y se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. La fase acuosa incolora (RNA) se
transfirié a otro tubo Eppendorf y se agregaron 500 pul de isopropanol, se homogenizé
en vortex 15 s y se mantuvieron a -20°C por 10 min. Posteriormente se centrifugd y la
pastilla se resuspendidé con 75% etanol/H,0-DEPC (Dietil Pirocarbonato) para inhibir las
RNasas. Se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm por 5 min, se dejo secar la pastilla se
resuspendid en 15 pl de H,O-DEPC y los tubos se colocaron en bafio maria a 56°C/10
min. La cantidad de RNA total se cuantificé en un espectrofotdmetro a una longitud de

onda de 260 nm.

7.3.2 Transcripcion reversa (RT)

Antes de la RT, se hizo un tratamiento previo con DNAsa. 1.5 pug de RNA total se
mezclaron con 1 ul de buffer DNAsa 10X; mas 1 pl de DNAsa, llevando a un volumen de
10 pl con H,O con DEPC. Esta mezcla se incubd por 15 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la reaccién se pard agregando 1 ul de EDTA (25

mM) vy los tubos se colocaron en bafio maria a 65°C durante 10 min.
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Después de este tiempo, para llevar a cabo la RT, a cada muestra se le adiciond 1 ul de
oligo DT (0.5 pg/ul), se incubaron a 70°C/10 min y se colocaron en hielo. Para la
reaccion de transcripcidn reversa se uso una mezcla constituida por: 0.5 pl de RNAsin
(40 U/ul), 4.0 pl de amortiguador de reaccion RT (5X), 2.0 pl de DTT (0.1 M), 1.0 ul de
dNTP’s (10 mM), y 0.5 pl de transcriptasa reversa (200 U/pul); todo en un volumen final
de 20 pl. La reaccién se llevo a cabo a 37°C durante 1 hora y a 70°C por 15 min.

Finalmente se colocaron en hielo o se almacenaron a -20°C hasta su uso.

7.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacidn de las cadenas de cDNA para los genes del receptor

de insulina, IRS-1 e IRS-2, se utilizaron los oligonucledtidos especificos para cada uno

de ellos y se muestran en la Tabla 2.

Gen Oligonucleétido

IR Sentido: 5'- AAC CAG AGT GAG TAT GAG GAT-3’
Anti-sentido: 5'-CCG TTC CAG AGC GAA GTG CTT-3’
IRS-1 Sentido: 5-TCCACTGTGACACCAGAATAAT-3’
Anti sentido: 5'-CGCCAACATTGTTCATTCCAA-3’
IRS-2 Sentido: 5'- GCTGCTGCTACAGCTCCT-3’
Anti-sentido: 5'-GGCTCGCCAAAGTCGATGT-3’
B-actina Sentido: 5-GACAGGATGCAGAAGGAGATCACT-3’

Anti-sentido: 5"-TGATCCACATCTGCTGGAACCT-3’

Tabla 2. Oligonucleétidos que fueron utilizados para la amplificacion de los fragmentos de
los genes IR **, IRS-1 %%, IRS-2 ** y B-actina *como control interno.

Dos microlitros de cDNA de cada muestra obtenido mediante RT, fueron adicionados a
la mezcla de reaccion de PCR, la cual contenia: 2.5 pl de amortiguadorTag DNA
polimerasa 10X, 0.5 pl de dNTPs 10 mM, 1.0 ul de cloruro de magnesio 50 mM, 30
pmol de cada uno de los oligonucledtidos sentido y anti sentido especifico para cada

gen y agua bidestilada estéril, para ajustar a un volumen final de 25 pl. Las muestras
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se agitaron suavemente en vortexy se agregd 0.1 pl de la enzima Tag DNA polimerasa
(5U/pl). La amplificacidn se realizé en un termociclador (Bio-Rad), utilizando diferentes
condiciones para cada uno de los genes de interés (Tabla 3). Todas las reacciones

tuvieron un ciclo inicial de desnaturalizacién a 95°C por 5 min.

Gen Condiciones de amplificacion Ciclos Producto esperado
IR 95°C por 1 min (desnaturalizacién) 30 Isoforma A: 600 pb
58°C por 1 min (alineamiento) Isoforma B: 636 pb

72°C por 1.5 min (sintesis)

IRS-1 95°C por 1 min (desnaturalizaciéon) 30 763 pb
55°C por 1 min (alineamiento)
72°C por 2 min (sintesis)

IRS-2 95°C por 1 min (desnaturalizaciéon) 30 384 pb
54°C por 1 min (alineamiento)
72°C por 1 min (sintesis)

B-actina 94°C por 1 min (desnaturalizacion) 25 540 pb
58°C por 1 min (alineamiento)

72°C por 1 min (sintesis)

Tabla 3. Condiciones de amplificacidn para cada uno de los genes de interés.

7.3.4 Separacion de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR de cada uno de los genes fueron separados en geles de agarosa
al 1.2%. Para cada uno de los genes se tomaron 10 pl de cada reaccién de PCR. A
cada uno de los tubos se les agregd 2 ul de buffer de carga [0.25% de Azul de
Bromofenol, 0.25% de Xyleno Cyanol, 30% de glicerol en agua]. La electroforesis se
llevé a cabo a 100 V durante 1 h, 25 minutos aproximadamente y los geles se tifieron
con bromuro de etidio. Para determinar el tamafo de los fragmentos amplificados se
usaron dos marcadores; 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen) y 50 pb DNA ladder

(Invitrogen).
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74 Evaluacion de las modificaciones en la expresion y fosforilacion de IR, IRS-1,

IRS-2, PI3K, Akt y ERK1/2 por Western Blot.

7.4.1 Estimulacion de los cultivos celulares con Insulina.

Se sembraron células Hela en placas de 6 pozos con medio EMEM suplementado con
10% de SFB. La densidad celular utilizada fue de 400,000 células por pozo. Las células
se dejaron incubar durante 48 horas para la formacion de la monocapa, transcurrido
este tiempo, se cambid el medio suplementado por medio sin SFB y se dejaron incubar
24 horas mas. Posteriormente, se estimuld con insulina 50 nM durante 5, 15, 30, y 60
minutos; y durante 6 horas. Se tomaron como control, células del mismo experimento

sin la estimulacidn con la insulina.

7.4.2 Extraccion de proteinas totales

Terminado el tiempo de estimulacion con la insulina, la monocapa de células se lavd
con PBS frio y se agregd buffer de lisis (RIPA, ver anexo 1), 100 ul por pozo.
Posteriormente, las células se colectaron con un scraper y se transfirieron a un tubo de
centrifuga Eppendorf de 1.5 ml. Los tubos se mantuvieron en agitacién constante 30
min a 4°C, se centrifugaron a 12, 000 rpm durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante

se transfirio a otro tubo limpio para la cuantificacion de las proteinas.

7.4.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion se llevd a cabo utilizando el kit comercial 2D Quant (Amersham
Biosciences). Antes de realizar el ensayo, se preparé un volumen apropiado del
reactivo de trabajo de color (“working color”) mediante la mezcla de 100 partes de
reactivo de color A con 1 parte de reactivo B. Cada ensayo individual requirio de la
preparacion de 500 ul. Posteriormente, se prepard la curva estandar de acuerdo a la

Tabla 4, utilizando la solucién de albimina sérica bovina (BSA) estandar proporcionada
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en el kit (2 mg/ml). El tubo 1 se considerd el blanco del ensayo, que no contenia

proteina. La curva estandar se hizo por duplicado.

Numero de tubo 1 2 3 4 5 6
Volumen BSA (2mg/ml) Opl 25w Sul 75w 10u 12.5ul

Concentracion de proteina (BSA) Opug 5ug 10upug 15pug 20pg  25pug

Tabla 4. Preparacion de la curva estandar.

Posteriormente se prepararon los tubos que contenian 5 pl de cada muestra problema
por duplicado. Se adicionaron 250 ul del precipitante a cada tubo (incluyendo los tubos
de la curva estandar). Se agitd brevemente y se incubd 2-3 min a temperatura
ambiente. Se agregaron 250 pl del co-precipitante a cada tubo y se mezclé brevemente
por agitacidn con voértex o inversion. Los tubos se centrifugaron a 10 000 x g durante 5
min. Se decantaron los sobrenadantes, sin tocar la pastilla y se continué rapidamente
al siguiente paso para evitar la re suspension o dispersion de la pastilla. Los tubos se
centrifugaron nuevamente para llevar todo el liquido restante a la parte inferior del
tubo. Un breve pulso fue suficiente. Se utilizd una micro pipeta para eliminar el
sobrenadante restante hasta que no quedara liquido visible en los tubos. Se
adicionaron 50 pl de solucién de cobre y 200 ul de agua destilada o desionizada a cada
tubo. Se agité en vortex brevemente para disolver la proteina precipitada. Se
agregaron 500 pul de reactivo “working color” a cada tubo, asegurandose de mezclar
por inversion lo mas rapidamente posible. Se dejé incubar a temperatura ambiente
durante 15-20 min. La absorbancia de cada una de las muestras se hizo en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 480 nm. La concentracion final de
proteina en cada muestra se obtuvo extrapolando los valores de absorbancia de las

muestras problema en la curva estandar (Figura 4).
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Figura 4. Ejemplo de una curva estandar.

7.4.4 Separacion de proteinas en SDS-PAGE

La separacion de proteinas se hizo en geles acrilamida-bisacrilamida-SDS al 7.5%. Se
preparé la mezcla del gel de separaciéon al 7.5% para dos mini geles (6.6 ml de
Acrilamida/Bis-acrilamida 30%:0.8%; 5 ml de Tris 1.5 M pH 8,8; 200 pl de SDS 10%; 8
ml de agua destilada; 140 pl de persulfato de amonio 100 mg/ 1 ml; y 14 ul de TEMED).
Se prepard la mezcla del gel concentrador al 4% para 2 mini geles [1.3 ml de
acrilamida/bis-acrilamida 30%:0.8%; 2.5 ml de tris 0,5 M pH 6,8; 100 ul de SDS 10%;
120 ul de per sulfato de amonio 100 mg/ 1 ml; y 14 ul de TEMED)]. Un total de 40 pg
de proteina se mezcld en una dilucidn 1:1 con el Buffer de carga 2X (ver anexo 2 y la
mezcla se hirvié 5 minutos a 95-100°C e inmediatamente se colocd en hielo. La corrida

se realizd a 80 Volts durante 2 h, usando un buffer de corrida (ver anexo 3).

7.4.5 Western Blot

Las proteinas separadas previamente en el gel SDS-PAGE se transfirieron a membranas

de PVDF (Thermo Scientific), previamente sumergidas en metanol por 30 segundos. Se
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uso una camara de transferencia para minigeles (Bio Rad) llena del buffer de

transferencia (ver anexo 4). La transferencia se hizo a 40 V por 90 min.

Terminado el tiempo de la transferencia, la membrana se lavd durante 10 min en un
recipiente pequefio con TBS (ver anexo 5) se colocé la membrana en una solucidn de
blogueo (BLOTTO, ver anexo 6) y en agitacion suave por una hora a temperatura
ambiente (TA). Transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados de 5 minutos c/u con
TBS-T (ver anexo 7) durante 5 min y con agitacion suave a TA. Posteriormente, se
agrego el anticuerpo primario (Se utilizé una dilucién 1:500 para todos los anticuerpos
primarios utilizados. Esta dilucidon se realizé en solucion 2.5% BSA/TBS-T y se incubd
toda la noche con agitacion suave a 4°C. Al dia siguiente, se lavd 3 veces con TBS-T por
5 min en agitacion suave a TA. Después de los lavados se adiciond el anticuerpo
secundario (utilizando una dilucién 1:2500 para todos los anticuerpos secundarios
ocupados en este trabajo), el cual se diluyé en solucion BLOTTO (la cual se prepard
justo antes de utilizarla). Se incubd durante 2 horas en agitacion suave a TA.
Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces por 5 min con TBS-T en agitacidn suave y
a TA. Por ultimo, las membranas se revelaron mediante quimioluminiscencia utilizando
un kit comercial (Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, de Thermo
Scientific). Se utilizdé un equipo para detectar quimioluminiscencia (Chemi DocX RS, de
Bio-Rad). Brevemente, a las membranas se les afiadieron 200 pl del sustrato (dilucidn
1:1) e inmediatamente se colocaron en una plancha dentro del equipo para
posteriormente tomar varias fotografias cada 2 segundos.

La a-actina fue utilizada como control para normalizar los valores de las proteinas de

interés obtenidos mediante densitometria.

7.5 Analisis estadistico

Se realizd analisis de varianza (ANOVA). Cuando dicho andlisis presento una p<0.05, las

diferencias entre los grupos, se calculd utilizando la prueba de comparacion multiple

Tukey HSD. Para este analisis estadistico, se utilizdé un software especifico (SPSS).
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7.6 Estrategia experimental
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8  ASPECTOS ETICOS

Este trabajo se trata de un estudio sin riesgo, ya que se utilizaron lineas celulares
humanas derivadas de CaCu (Hela, y C33A) y de cancer de mama (MCF7), las cuales
fueron adquiridas de la empresa American Type Culture Collection (ATCC), compaiiia
que cuenta con normas éticas para la obtencidon de materiales humanos asi como las

autorizaciones correspondientes para la venta de estas lineas celulares.

9 MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Para el desecho de residuos peligrosos generados en el laboratorio durante el
desarrollo de este trabajo que presenten algunas de las caracteristicas: corrosivo,
reactivo, explosivo, toxico, inflamable y bioldgico infeccioso (CRETIB), se envasaron en
recipientes especiales de acuerdo a su contenido, fueron debidamente clasificados e
identificados por medio de un sello adhesivo o etiqueta de identificacion. Estos
recipientes se llenaron hasta el 80% de su capacidad aproximadamente, ademas las
sustancias que se colocaron dentro de ellos fueron compatibles entre si, por ejemplo,
no se mezclaron acidos y bases, ya que puede provocar reacciones violentas o generar
gases toxicos que causan serios problemas. Posteriormente, los recipientes asegurados
fueron transportados al sitio de almacenamiento temporal ubicado en un area
especifica dentro del edificio del CISElI hasta que se entregaron a una empresa
especializada en el manejo y tratamiento de residuos. Todos los CRETIB fueron

manipulados dentro de campanas de extraccién y/o flujo laminar.

Todo el material bioldgico utilizado para el desarrollo de este proyecto, por ejemplo
células o material que haya estado en contacto con éstas se considerd como Residuos
Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI), los cuales se eliminaron en bolsas de
polietileno de color rojo traslicido y marcadas con la leyenda Residuos Peligrosos
Bioldgico-Infecciosos y debidamente etiquetados. Y fueron transportados al sitio de

almacenamiento temporal.
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Para el desecho de los residuos peligrosos punzocortantes, estos se colocaron en
recipientes rigidos, de polipropileno color rojo, resistentes a fracturas y pérdidas de
contenido al caerse, destructibles por métodos fisicos, y debidamente etiquetados con

la leyenda: "RESIDUOS PELIGROSOS PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-INFECCIOSOS".
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10 RESULTADOS

10.1 Expresion del RNAm del receptor de insulina (IR) en las lineas celulares HeLa y
C33-A en condiciones de crecimiento basal.

Las células Hela (7x10°) y C33-A (1x10°) se sembraron en medio EMEM suplementado
con 10% de SFB se dejaron incubar durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, las
células se cosecharon y se hizo extraccion de RNA y el RT-PCR. En la figura 5A se puede
observar la amplificacion de los fragmentos correspondientes a las isoformas A
(600bp) y B (636 bp) del receptor de insulina en las células Hela y MCF-7; en tanto que
en las células C33-A solo se amplificé una banda correspondiente a la isoforma A. Asi
mismo se puede observar que en el caso de las células Hela, la banda predominante es

la correspondiente a la isoforma A.

A B

Receptor de insulina B-actina

o 2652

636
650 600 650
540

500 500

400 400

300 300

Hela C33-A MCF7 Hela C33-AMCF7

Figura 5. Expresion de IR en las lineas celulares Hela, C33a y MCF7.En (A) se muestran los
fragmentos de 600 y 636 pb correspondientes a las isoformas A y B del receptor de insulina en
las diferentes lineas celulares. En (B) se muestra el fragmento de 540 pares de bases del
control de B-actina. MCF7 se us6 como control positivo.
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10.2 Expresion del RNAm de IRS-1 y de la proteina IRS-2 en condiciones basales de
crecimiento.

Las células Hela (7 x 10°) y C33-A (1 x 10° se sembraron en medio EMEM
suplementado con 0.2 % 6 10% de SFB, y se dejaron incubar durante 24 y 48 horas.
Transcurridos estos tiempos, las células se cosecharon y se hizo extraccién de RNA y
RT-PCR. Como se puede observar el la figura 6, la expresion del mensajero para este
gen se incrementa ligeramente por las diferentes concentraciones de suero bovino
fetal adicionado al medio de cultivo; siendo mayor a una concentracion de suero del
10%; sin embargo no depende del tiempo de cultivo. Asi mismo se observé que la
expresion del mensajero fue menor en la linea celular C33-A, comparado con las
células Hela, aunque esto debe de tomarse con precaucién, ya que no tenemos el

control del gene constitutivo.
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Figura 6. Expresion de IRS-1 en las lineas celulares C33a y Hela. Las bandas corresponden al
fragmento amplificado de 763 pb correspondiente a IRS-1. A) C33 y B) Hela.

En el caso del RNAm de IRS-2 solo obtuvimos un fragmento de 342 pb tanto en C33a,
como en Hela, el cual no corresponde al producto esperado para IRS-2 de 729 bp,
publicado por Boissan M., et al. en lineas celulares humanas de hepatocarcinoma por
lo que se estan disefiando nuevos oligonucledtidos. Sin embargo, en los ensayos de
Western Blot, la proteina de IRS-2 si se expresa en células Hela, aun en ausencia de

suero bovino fetal (Figura 13).
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10.3 Crecimiento celular en diferentes condiciones de cultivo en presencia y ausencia

de 0.2% y 10 % SBF.

Se sembraron 10,000 (C33-A) y 5,000 (Hela) células por pozo en placas de 96. Se
sembraron con medio EMEM suplementado con 10% SFB y se dejaron incubar 24
horas para la formacién de la monocapa. Transcurridas las 24 horas, se retiré el medio,
se hizo un lavado con PBS y se les adiciond medio nuevo suplementado con diferentes
concentraciones de SFB (0, 0.2%, 10%) y se incubaron 24, 48 y 72 horas. En la figura 7
se muestran los resultados de la evaluacion indirecta de la proliferacion celular por el
método de MTT. En la figura 7A se muestra la cinética de proliferacion de C33a, en
donde se puede observar que las células incubadas con las tres concentraciones de SBF
mantienen un crecimiento similar hasta las 48 hrs, sin embargo, a las 72 hrs de
incubacién, hay una diferencia significativa entre las células crecidas en EMEM con
0.2% de SFB y EMEM sin suero con respecto a las células incubadas con 10% de SFB,
estas Ultimas presentan una proliferacion mayor. En la figura 7B se muestran los
resultados de células Hela, en la cual se observa un patrén de proliferacion celular
similar con las diferentes concentraciones de SFB hasta las 24 hrs. A las 48 y 72 hrs, no
se observan diferencias entre el grupo sin suero y el grupo al 0.2% de SFB. Cuando
estos dos grupos son comparados contra el grupo al 10% de SFB, hay una disminucion

estadisticamente significativa tanto a las 48 como a las 72 hrs.
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Figura 7. Cinética de proliferacion de C33a y Hela en respuesta a diferentes concentraciones
de SFB utilizando MTT. A) C33a y B) Hela. Los datos son el resultado de dos experimentos
(n=12) y estan expresados como el promedio + DE. Significancia estadistica: * p<0.05 con
respecto al grupo de 10% SFB.

La figura 8 muestra los resultados obtenidos por conteo celular en cdmara de
Neubauer de ambas lineas celulares correspondientes al mismo experimento descrito
antes. En C33a se puede ver claramente una disminucion estadisticamente significativa
en el grupo de células cultivadas sin suero y con 0.2% de SFB con respecto a las células
con 10% de SFB a las 48 y 72 hrs (Fig. 8A). En Hela, se observa que el nimero de
células aumenta conforme al tiempo en los tres grupos, sin embargo, solo el grupo que
se mantuvo en ausencia de suero presentan una disminucion estadisticamente
significativa con respecto al grupo cultivado en condiciones normales (suero al 10%)

(Fig. 8B).
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Figura 8. Cinética de proliferacion de C33a y Hela en respuesta a diferentes concentraciones
de SFB mediante conteo en cdmara de Neubauer. A) C33a y B) Hela. Los datos son el
resultado de dos experimento con una n=6 y estdn expresados como el promedio + DE.
Significancia estadistica: * p<0.05 con respecto al grupo de 10% SFB.

10.4 Crecimiento celular en presencia y ausencia de Insulina recombinante humana.

10.4.1 Curva dosis-respuesta

Para estos experimentos se usé un tiempo de incubacion de 48 hrs definido a partir de
los datos de la curva temporal previamente descritos. La estimulacion con las
diferentes dosis de insulina (10, 50 y 100 nM) se hizo en medio EMEM sin SFB. La
proliferacion fue medida con el método de MTT y por conteo celular en cdmaras de

Neubauer. Los resultados se muestran en las figuras 9 y 10, respectivamente. El
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histograma muestra que la proliferacion celular tanto de C33a como de Hela presenta

una tendencia a disminuir con respecto al control, siendo mas evidente a la dosis de 50

y 100 nM, sin embargo, estos resultados en ambas lineas celulares no son

estadisticamente significativos, no obstante, cuando se hace una comparacién entre

grupos, se obtiene que las dosis de 50 y 100 nM son significativamente mas bajas con

respecto a la dosis de 10 nM. Este patrén no se ve reflejado en los resultados

obtenidos con el conteo de las células con azul de tripano, sin embargo, en las células

Hela, se observa un incremento estadisticamente significativo entre los valores

encontrados con la dosis de 100nM comparado contra el grupo control no estimulado

(p<=0.05) (Fig. 10B).
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Figura 9. Efecto dosis-respuesta de insulina sobre la proliferacion de C33a y HeLa medida con
la técnica de MTT. A) C33a y B) Hela. El histograma representa el resultado de tres
experimentos (n=6). Los datos estan expresados como el promedio + DS.
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Figura 10. Efecto dosis-respuesta de insulina sobre la proliferaciéon de C33a y Hela realizando

conteo celular en camaras de Neubauer. A) C33a y B) Hela. El histograma representa el

resultado de tres experimentos (n=6). Los datos estan expresados como el promedio + DS.
Significancia estadistica: * p<0.05 con respecto al control.

10.5 Analisis de la via de seiializacion de IRS en respuesta al estimulo con insulina.

Las diferencias en la expresidon de las proteinas IR, IRS-1, pIRS-1, IRS-2, ERK1/2,
pERK1/2, Aktl y pAktl se midieron mediante la técnica de Western Blot, usando
anticuerpos especificos para cada uno de ellos. Para ello, se sembraron 600,000 células
Hela por pozo en placas de 6 pozos. Se dejaron 48 horas en medio EMEM
suplementado con SFB 10% para la formacién de la monocapa. Transcurrido este
tiempo, el medio se reemplazé por medio nuevo sin SFB y las células se incubaron por
24 horas mas. Posteriormente, las células se estimularon durante 5, 15, 30, 60 minutos
y 6 horas con insulina 50 nM, ya que se necesitan tiempos cortos para observar la

fosforilacion de proteinas.
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10.5.1 Modificaciones en la expresion de la subunidad 8 del receptor de insulina (IRB)

En la figura 11 se observa que la expresion de la subunidad B del receptor de insulina
se incrementa en presencia de 50 nM de insulina y que este incremento depende
ademas del tiempo de permanencia de la hormona en el medio de cultivo. Como se
puede ver en la grafica que contiene los datos normalizados contra la proteina
constitutiva (a-actina), la mayor expresion se alcanza a los 30 minutos y decae hasta
las 6 hrs. El anticuerpo utilizado en este experimento no discrimina entre las dos

isoformas del receptor.
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Figura 11. Expresion del receptor B de Insulina medido por Western Blot. Las células fueron
estimuladas con insulina (50nM) e incubadas a diferentes tiempos. Los datos fueron
normalizados con los valores de a-actina. Resultado de un experimento.

10.5.2 Modificaciones en la expresion de IRS-1 y pIRS-1.

La siguiente proteina a analizar después del receptor de insulina fue la IRS-1. Células
Hela se estimularon con insulina 50 nM a diferentes tiempos, para posteriormente
medir la expresiéon de IRS-1 tanto en su forma no fosforilada, como en su forma
fosforilada. Se utilizaron como controles positivos las lineas celulares derivadas de
cancer de mama MCF7 y MDA-MB-321. Se observd que la expresidon de IRS-1 en su
forma no fosforilada incrementa a lo largo del tiempo, alcanzando su expresién mayor
a los 30 minutos después del estimulo con insulina comparado con el control. En el

caso de la forma fosforilada se observa que un incremento a partir de los 15 minutos y
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alcanza un pico a los 30 minutos, para posteriormente reducirse a niveles basales.
También se hizo la normalizacion de los valores de p-IRS-1 contra los valores
correspondientes de IRS-1 total y se observd que se mantiene la misma tendencia con

respecto a la normalizacién con actina (figural2).
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Figura 12. Expresion de IRS-1 y p-IRS-1 por Western Blot. Las células fueron estimuladas con
insulina (50nM) e incubadas a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con los
valores de a-actina y con los valores de IRS-1 total correspondiente a cada experimento.
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10.5.3 Modificaciones en la expresion de IRS-2

Otra proteina a analizar en la cascada de sefializacion de interés es IRS-2. Para ello, se
estimularon células Hela con insulina 50 nM a distintos tiempos, para posteriormente
observar los cambios en la expresion de IRS-2 mediante Western Blot. El control
positivo utilizado para esta proteina fue la linea celular de cancer de mama MDA-MB-
321. En la figura 13 se observa un incremento en la expresion de IRS-2 a partir de los 5
min con respecto al control, alcanzando un pico los 30 min, para posteriormente

disminuir sin alcanzar los niveles basales.
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Figura 13. Expresion de IRS-2 por Western Blot. Las células fueron estimuladas con insulina
(50nM) e incubadas a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con los valores de a-
actina. Resultado de un experimento.

10.5.4 Modificaciones en la expresion de ERK1/2 y p-ERK1/2

Las IRS pueden activar dos vias de sefializacion; una de estas vias es la de las MAPK,
donde las ultimas proteinas en activarse en esta cascada son ERK1/2, por ello, se

analizé la expresidon de estas proteinas en su formas no fosforilada y fosforilada en
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células Hela estimuladas con insulina 50 nM a diferentes tiempos. ERK1/2 total
incrementa su expresion a los 15 min, manteniendo este aumento hasta los 30 min
comparado con el control. Una hora después del estimulo, la expresion de ERK1/2
regresa a los niveles basales, mientas que 6 horas después de haber estimulado a las
células se observa que los niveles de ERK1/2 disminuyen cuando se compara con el
control. Cuando la proteina fosforilada es normalizada contra la proteina total, hay una
disminucion en la expresion de p-ERK1/2 en todos los tiempos de estimulo comparado

con el control (Fig. 14).
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Figura 14. Expresion de ERK1/2 y p-ERK1/2 por Western Blot. Las células fueron estimuladas
con insulina (50nM) e incubadas a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con los
valores de a-actina, y con los valores de ERK % total. Resultado de un experimento.
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10.5.5 Modificaciones en la expresion de Akt1 y p-Akt1

Otra de las vias de sefializacion de las IRS es la cascada PI3K, esta cascada tiene como
producto final en su activacidn a la proteina Akt. Se analizdé la expresion de dicha
proteina, en sus formas fosforilada y no fosforilada utilizando células Hela estimuladas
con insulina 50 nM. La figura 15 muestra las bandas correspondientes a los pesos
moleculares tanto de Aktl como de p-Aktl. La forma no fosforilada de la proteina
incrementa con el tiempo, viéndose una mayor activacién a los 30 min con respecto al
control. Sin embargo, p-Aktl presenta una mayor expresién a los 15 min, para
posteriormente disminuir hasta llegar a las 6 horas después de la estimulacién con
insulina. Cuando Aktl en su forma fosforilada, se normalizé contra los valores de Aktl

total, se observa el mismo efecto que se obtuvo normalizando contra la actina.
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Figura 15. Expresion deAktl y p-Aktl por Western Blot. Las células fueron estimuladas con
insulina (50nM) e incubadas a diferentes tiempos. Los datos fueron normalizados con los
valores de a-actina y con los valores de Akt1 total. Resultado de un experimento.
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11. DISCUSION

Recientemente se ha sugerido que la insulina juega un papel importante en el
desarrollo de cdncer y su progresion, ya que se le ha involucrado en procesos de
crecimiento y proliferacién celular debido a que estimula la sintesis de DNA en
diversos tejidos. La unién de la insulina a su receptor activa la actividad cinasa del IR
para su autofosforilacion y para la fosforilacién de otros sustratos enddégenos. Las
cascadas de fosforilacion constituyen el mecanismo basico de la accidn de la insulina
en las células. La sefializacién de la insulina estd determinada por varios mecanismos
gue incluyen endocitosis de la insulina mediada por receptor seguido de degradacion;
activacion de fosfatasas de tirosina o cinasas de serina/ treonina; internalizacién del
receptor de la membrana plasmatica y reduccion del nimero de receptores en
respuesta a altas concentraciones de insulina. Alguna falla en uno de estos
mecanismos, lleva a un estado metabodlico degenerado conocido como diabetes

mellitus 3.

Recientemente ha habido un considerable incremento a nivel mundial en la incidencia
de diabetes mellitus, asi como en el uso generalizado de analogos de insulina,
metformina y otros agentes antidiabéticos. Esto ha venido generando informacion que
ha permitido el surgimiento de nuevas hipodtesis sobre el riesgo de cancer en la
poblacidén diabética. De esta manera se sabe ahora que la Diabetes tipo 2 se asocia
con un mayor riesgo de cancer de mama, de colon, de pancreas y de otros tipos de
cancer, mientras que la Diabetes tipo 1 se asocia con el riesgo de desarrollar cancer de

estdmago, pancreas, endometrio y cuello uterino.

A este respecto, diversos estudios epidemioldgicos y algunos modelos experimentales
para el estudio de la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia han demostrado que
existe una correlacion entre los niveles de insulina y el desarrollo de cancer. En
pacientes con cancer afectados por resistencia a la insulina, el aumento de los niveles
circulantes de la insulina se combina con la frecuente sobreexpresion del receptor de
insulina en células cancerosas, lo que resulta en la estimulacion anormal de efectos no

metabdlicos de IR, tales como la supervivencia celular, la proliferacion y la migracion.
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Desde un punto de vista molecular se sabe que una vez que la insulina interacciona
con su receptor y éste se activa, se inicia el encendido de cascadas de sefializacion que
dependen de un orquestado niumero de interacciones de diferentes proteinas. Existen
dos vias principales de transduccion de senales activadas por la insulina: la via de la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP
cinasas). Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la
regulacion del metabolismo energético, de la expresion genética y de efectos

mitogénicos 2.

En células tumorales, la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia compensatoria
estan asociados con un desajuste de la red de sefializacion de la insulina. En estudios
realizados en ratas obesas Zucker (fa/fa), asi como en pacientes que presentan
resistencia a la insulina se ha puesto de manifiesto que la via PI3K se entorpece 6
atenla selectivamente en comparacion con la via MAPK cuya actividad se ve

aumentada.

En diversos tipos de cancer se ha demostrado que la accion de la insulina en las células
del tumor esta mediado por dos proteinas adaptadoras conocidas como sustratos del
receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2), las cuales se expresan de manera diferente en los
diferentes tipos de cancer. En la mayoria de los canceres estas proteinas se encuentran
sobre-expresadas y estan asociadas con diferentes procesos celulares. Mientras que
IRS-1 se asocia principalmente con proliferacion, crecimiento y anti apoptosis, IRS-2 se

relaciona generalmente con procesos como metastasis, motilidad e invasién celular.

A la fecha existe muy escasa informacion en la literatura relacionada con el papel que
tienen estos substratos en la carcinogénesis de cancer cervicouterino. Se sabe que las
células Hela expresan IRS-1 e IRS-2 y que éstas pueden ser reguladas por el estradiol y
la progesterona en forma diferencial 2, pero no se sabe cudl es el papel de estas sobre

proliferacién celular y la via de senalizacion asociada a la activacién por insulina.

Por ello, inicialmente hicimos una caracterizacion de la linea celular Hela en funcién de
la expresion del receptor de insulina y los dos sustratos, IRS-I e IRS-2. Esto debido a
gue para este proyecto usamos una linea nueva que se comprd directamente a la

compafiia ATTC. Como se muestra en las figuras 1y 8, las células Hela expresan tanto
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la isoforma A (600 pb) como la isoforma B (630 pb) del receptor de insulina en
condiciones basales de cultivo, en tanto que las C33-A no expresa la isoforma B. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Serrano, (2008) quien demuestra que
las células C33-A solo expresan la forma A del IR, en tanto que SiHa expresa ambas
isoformas. En esta parte, es importante mencionar que el IR es un tetrdmero que
presenta dos isoformas generadas por splicing alternativo, la isoforma A (IR-A) y la
isoforma B (IR-B). La IR-A no presenta el exén 11, el cual codifica un péptido de 12
aminodcidos, mientras que la IR-B si presenta este exdn. La isoforma que carece del
exon 11 estd regulada durante el desarrollo, y se expresa predominantemente en
tejidos fetales; esta isoforma se expresa menos en tejidos diferenciados de adultos,
como son el higado, musculo y tejido adiposo, blancos clasicos de los efectos
metabdlicos de la insulina donde predomina la IR-B. Sin embargo, la IR-A se sigue
expresando en tejidos adultos, que no son los blancos tipicos de la insulina. Asi
mismo, la IR-A ha sido estrechamente relacionada con el desarrollo de cancer de

mama, cancer de tiroides y leimiosarcoma *.

Ademas de observar el IR a nivel de mensajero, en este estudio también se evalud la
expresion de dicho receptor en su forma no fosforilada, observandose que hay un
ligero incremento desde los 15 min hasta una hora después del estimulo con insulina
50nM; sin embargo, no se pudo observar la expresion del IR fosforilado, pero ya se ha
reportado previamente que la estimulacién con 50 nM de insulina induce la

autofosforilacién del receptor, tanto en células SiHa como en C33 *°.

Las siguientes moléculas en fosforilarse en la cascada de sefializacién del receptor de
insulina son IRS-1 e IRS-2. Las IRS no poseen actividad cinasa, sin embargo, cuando
estas moléculas se unen a receptores activados, se fosforilan mediante sus dominios
PTB. IRS-1 e IRS-2 son forforilados en multiples residuos de tirosina, los cuales sirven
de sitios de unidn para varias moléculas de sefializacién, incluidas la subunidad
catalitica de PI3K, p85; Grb2; y SH-PTP2, para asi, iniciar las distintas vias de

sefalizacidn que contribuyen a los efectos biolégicos de las IRS .

En este contexto, en el presente trabajo demostramos que las células HelLa expresan

tanto la proteina IRS-1, como IRS-2. IRS-1 se pudo identificar tanto por su RNAm (Fig
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6), como por Western Blot (fig 12); sin embargo, IRS-2 solo se detectd su expresidn por
Western Blot (fig 13), ya que los oligonucleétidos reportados por Boissan et al., 2005 *2
no amplificaron la banda correspondiente y se procedid a disefiar otros

oligonucledtidos.

Por otro lado y dado que se ha demostrado que la expresidon tanto de IRS-1 como de
IRS-2 puede ser regulada por algunas hormonas esteroides, como el estradiol y la
progesterona 24, por lo que fue necesario conocer si una baja concentracion de SFB
podria estar alterando la expresidn de estos substratos. Esto se investigd solo para IRS-
1, ya que no contamos con los oligos adecuados para amplificar IRS-2. Nuestros
resultados demuestran que la expresion del mensajero para IRS-1 se modifica
ligeramente por la presencia de diferentes concentraciones de SFB (0.2% y 10%), pero

no hay cambios respecto al tiempo.

Debido a que observamos que la expresion de IRS-1 es modificada por la
concentracion de SFB en el medio de cultivo, procedimos a investigar si era posible
eliminar el suero sin que se alterara su crecimiento. En la figura 7 y 8 podemos
observar que las células Hela cultivadas en ausencia de suero incrementan su
crecimiento de una manera lineal hasta las 72 hrs de cultivo cuando se compara con el
tiempo cero. Este mismo patrén se observo tanto en el ensayo de proliferacion con el
método de MTT, como con el conteo del niumero de células con la tincién con azul de

tripano. Este mismo patrdn fue observado para las células C33a.

Una vez caracterizada la linea, procedimos a investigar el efecto de la adicidon de
diferentes concentraciones de insulina recombinante humana (10, 50 y 100nM) sobre
la proliferacién celular en un tiempo fijo de 48 hrs de cultivo. Los resultados
obtenidos por la técnica de MTT nos indican que la insulina ejerce un efecto deletéreo
sobre la viabilidad de las células HeLa y C33a cuando se utilizan las dosis de 50 y
100nM, sin embargo, el andlisis estadistico de los datos mostré que no existe una
diferencia significativa con respecto al control, pero si hay una diferencia significativa
entre la dosis mayor (100 nM) y la dosis menor (10 nM); ademas, no se observd un
efecto importante sobre la proliferacion celular evaluado por el conteo del nimero de

células vivas por tincién con azul de tripano, en donde a pesar de que se observa un
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ligero incremento en el nimero de células a las mismas dosis; no se observd una
diferencia significativa. Se sabe que las sales de tetrazolio (MTT) son especialmente
utiles para ensayos de cuantificacion de células viables porque la conversion de las
sales de tetrazolio (amarillo y soluble) a cristales de formazan (purpura e insoluble)
solo se puede producir por la actuacion de las deshidrogenasas mitocondriales de las

células vivas; las mitocondrias de las células muertas no respiran.

Por ultimo y con el fin de identificar las vias de sefializacion activadas por la adicion de
insulina al medio de cultivo, se analizaron los efectos sobre la expresién de IRS-1 e IRS-
2 total y la cascada de sefializacion de PI3K [IR/IRS-1/ Akt1] vy la via de las MAP cinasas
[IR/IRS-1/Erk %]. Los resultados muestran que la insulina incrementa mayormente la
expresion de IRS-2 (=400% sobre el control sin estimulo) (Figura 13), en tanto que IRS-1
se incrementa en un =100%. En ambos casos el incremento se observé desde los 5
minutos, alcanzando un pico maximo a los 30 minutos de incubacion con la hormona
(Figura 12). Estos hallazgos sugieren que es posible que en esta linea celular la
actividad predominante sea la de IRS2, la cual esta relaciona generalmente con
procesos como metastasis, motilidad e invasién celular en diferentes tipos de cancer;

sin embargo esto debe de ser demostrado analizando la fosforilacidn de la proteina.

Ya que el sustrato IRS-1 se ha asociado en diferentes tipos de cancer con los procesos
de proliferacidn, crecimiento y anti apoptosis; se analizé la via de PI3K [IR/IRS1/ Akt %]
y MAP cinasas [IR/IRS1/Erk %]. Como se puede observar en la figura 12, 14 y 15, la
insulina a una dosis de 50mM incrementa la concentracién de las proteinas
fosforiladas p-IRS1, p-Aktl y p-Erk 1 y 2 a partir de los 15 minutos post tratamiento
sugiriendo con esto que esta hormona es capaz de activar uno de los sustratos del
receptor de insulina, a partir del cual se activan las vias PI3K y MAP cinasas. Estos
resultados correlacionan con los obtenidos en células SiHa por Serrano vy
colaboradores en 2008 39, donde observa que se activan ambas vias de sefializacién
cuando las células se tratan con insulina. Sin embargo, sera necesario analizar a futuro

cual de de los dos sustratos tiene mayor peso para esta activacion.

La carcinogénesis es un proceso complejo. Las células normales tienen que someterse

a multiples "golpes" genéticos antes de que el fenotipo neopldsico completo de
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crecimiento, invasion y metdastasis ocurra. Este proceso de transformacién maligna
puede ser dividida en multiples etapas: iniciacidon (irreversible primer paso hacia el
cancer), de promocién (estimulacién del crecimiento de las células iniciadas), y de
progresion (desarrollo de un fenotipo mas agresivo de las células promovidas). La
diabetes puede influir en el proceso neopldsico por varios mecanismos, incluyendo la
hiperinsulinemia (ya sea endégena debido a la resistencia a la insulina o exdgena
debido a la insulina administrada o secretagogos de insulina), la hiperglucemia, o la

inflamacion croénica.

En México y en diferentes partes del mundo la obesidad y la diabetes se han venido
incrementando de manera importante. Las mujeres con cancer cervicouterino no
estdn exentas de presentar al mismo tiempo estas dos patologias, por lo que
consideramos que en este grupo de mujeres la hiperinsulinemia podria ser un factor
de riesgo para la promocidn y progresidon de éste tipo de cdncer; sin embargo esto no
se ha estudiado. Por lo anterior pensamos que es necesario profundizar en este
campo y que los resultados obtenidos en este trabajo de tesis servirdn de base para

futuros estudios.
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12 CONCLUSION

Todos los resultados en conjunto sugieren que las células Hela presentan la maquinaria
necesaria para la activacion de las dos vias principales de sefializacion por la insulina. Si
bien no estudiamos la activacién de la cascada completa, los resultados muestran que
al menos uno de los sustratos del receptor de insulina esta activa (IRS1) y que dos de
las proteinas finales de la cascada de sefializacion de las via PI3K y de las MAPK (p-Akt1
y - Erk 7%, respectivamente) se activan en un tiempo corto a la dosis de insulina
utilizada. Consideramos que esta es una aproximaciéon para continuar con el estudio
del papel de estos sustratos en la progresion del cancer cervicouterino, ya que es
necesario conocer cual de los dos sustratos es predominante sobre la activacion de las
dos diferentes vias de sefializacién asociadas con proliferacion celular 6 metdstasis e

invasion.
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13. PERSPECTIVAS

Queda por definir la presencia del mensajero de IRS-2 en células Hela y C33a,
para ello es necesario sintetizar nuevos oligonucleétidos ya que los que se
utilizaron en este trabajo no amplificaron el fragmento del tamafio esperado.
También resulta importante observar las diferencias en la fosforilacién de IRS-2
por el estimulo con insulina, ya que en este trabajo se obtuvo que la proteina
total incrementa con el estimulo de insulina 50nM en tiempos cortos.

Otro punto a revisar es la activacién de PI3K tanto en sus formas no fosforilada
como fosforilada, utilizando nuevos anticuerpos debido a que los anticuerpos
con los que se contaba para estas proteinas no funcionaron.

Por otro lado, dado que el efecto estimulatorio de la insulina sobre la activaciéon
de las proteinas podria estar dado tanto por IRS1 y/o IRS2, se deben realizar
otros experimentos en los cuales se haga el bloqueo de estos sustratos con el
fin de analizar su efecto sobre las cascadas de sefalizacién en forma
independiente.

Finalmente, en cuanto a los procesos celulares que estan activando las IRS, se
encuentra la invasidon y motilidad celular, procesos relacionados principalmente
con IRS-2, por ello encontramos importante investigar los cambios en la
invasion y motilidad en células Hela y C33a en respuesta al estimulo de

insulina, esto se hara utilizando camaras de Boyden.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

ANEXO 1

Buffer de Lisis (RIPA) [Radio Immuno Precipatition Assay Buffer].

Stock Concentracidn final o de | Para 100 ml
uso

500 mM Cloruro de sodio | 150 mM Cloruro de Sodio | 30.3 ml

(Preparar 100 ml)

100% NP-40 ¢ Triton X-100 1.0% NP-40 o Triton X- | 1gramo
100

10% Deoxicolato de Sodio (5g | 0.5%  Deoxicolato de | 5 ml

en 50 ml) Sodio

Proteger de la luz

10% SDS (10g en 100ml) 0.1% SDS (sodium dodecyl | 1 ml
sulphate

H,0 bidestilada - 63.7 ml
Volumen Final 100 mi

Se hicieron alicuotas en tubos de 15 ml y se almacenaron a - 20°C.

ANEXO 2

Preparacion del Buffer de carga (Laemmil 2X buffer).

Stock Concentracion final Para 10 ml
10% (10g en 100ml) 4% SDS 4 ml

100% liquido 10% 2-mercaptoetanol Iml

100% liquido 20% glicerol 2ml

Polvo 0.004 % azul de | 0.4 mg

bromofenol
0.5M Tris-HCL, pH 6.8 0.125 M Tris-HCL, pH 6.8 2.5ml
H,0 bidestilada - 0.1 ml
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ANEXO 3

Buffer de corrida (Tris-Glicina 5X)

Stock (5x) Para 1L (5X) Concentracion final
(1X). Diluir 5 veces

Tris-base (FW | 15.4 gramos 25 mM

121.1)

Glicina (FW 75.07) | 71.3 gramos 190mM

SDS 5 gramos 0.1%

Agua bi-destilada 1L

Ajustar pH a 8.3 con HCI

ANEXO 4

Buffer de transferencia (Tris-Glicina 5X)

Stock (5x) Para2l Concentracion final (1X).
Diluir 5 veces

Tris-base (FW 121.1) 30 gramos 25 mM
Glicina (FW 75.07) 142 gramos 190mM
Metanol 200 ml 20%
Agua bi-destilada 1L

Ajustar pH a 8.3 con HCI

ANEXO 5

TBS

Reactivo 10X

Tris-Base (0.5 M) 60 g

NaCl (9%) N0¢g

Agua miliQ 1L

AjustarpHa 7.4
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ANEXO 6

Bloking Buffer (BLOTTO)

Reactivo 5%
Leche semidescremada 05¢g
TBS-T 10 ml
ANEXO 7

TBS-Tween

Reactivo Volumen
TBS 10 X 100ml
Agua Mili Q 900ml
Tween 20 1ml
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