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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino (CaCu) representa el 9.8% de todos los canceres a nivel
mundial (Parkin et al., 1999; Alonso et al., 2005). Es el segundo cancer mas
comun entre las mujeres de los paises en vias de desarrollo como México y es la
segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial (Alonso et al ., 2005).

El cancer cervicouterino se desarrolla a través de distintas etapas: La primera
etapa es la infeccion por el virus del papiloma y el epitelio puede permanecer en
ese estado para luego, en algunos casos, pasar a lo que se conoce como
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), que se considera una lesion premaligna en
la que existe un crecimiento de células anormales en el tejido cervical. Las
neoplasias intraepiteliales cervicales se clasifican en I, 1l y Il segun la etapa de
invasion. Estas lesiones pueden a su vez desarrollarse hasta un cancer in situ, es
decir, aquel que aun esta delimitado. Luego de esta etapa, se puede producir un
cancer invasor, que es aquel que ha roto la membrana basal del tejido donde se
origind y que tiene el potencial para migrar a otros tejidos convirtiéndose en
metastasis (Torroella et al., 1998).

Los virus del papiloma humano (VPH) genitales de alto riesgo son los agentes de
mayor riesgo para la carcinogénesis cervical. De hecho, estos virus se han
encontrado asociados con el 99.7% de casos de cancer cervicouterino a nivel
mundial (Bosch et al., 2002; Mufioz et al., 2003). Los VPH de alto riesgo son
aguellos que se asocian con las NIC II-ll, el carcinoma in situ (CIS) y el CaCu. Los

VPH de alto riesgo mas comunes son los tipos 16 y 18. Se considera a estos tipos



de virus como “de alto riesgo” o VPH oncogénicos pues es poco probable que
estas lesiones tengan una regresion espontanea a un epitelio sano.

En su comienzo, el cancer cervicouterino produce pocos sintomas. A medida que
la neoplasia progresa, los sintomas clinicos son diversos, pero el mas comun es la
hemorragia.

Las lesiones precursoras del carcinoma cervical se detectan mediante el
Papanicolau (Pap) (Papanicolau et al., 1941) y pueden ser tratadas mediante
crioterapia, escision, cauterizacion o laser para evitar su progresion, mientras que
para el cancer ceérvicouterino los tratamientos mas comunes son la intervencion
quirargica, la radioterapia y la quimioterapia. Estos tratamientos pueden
combinarse (Torroella et al., 1998). Los diferentes tratamientos inducen distintos

tipos de muerte celular que se mencionan mas adelante.

1.2 MUERTE CELULAR

Se han reconocido y descrito cuatro actividades celulares que inducen muerte
celular: necrosis, apoptosis, catastrofe mitética y autofagia. La interrupciéon
permanente del ciclo celular, conocida como senescencia, se considera un tipo de
muerte celular en el contexto del estudio del céancer. Estos cinco procesos
celulares se basan en distintas caracteristicas bioquimicas y morfolégicas que se
presentan en la célula que estd muriendo. La apoptosis y la autofagia se
consideran “muerte celular programada”, lo que se refiere a que tienen un control
genetico, mientras que la necrosis y la catastrofe mitética se consideran

respuestas pasivas a dafos celulares. La desregulacién de las vias que controlan
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cada uno de éstos tipos de muerte celular se asocia con eventos de tumorigénesis

(Ricci et al., 2006).

1.2.1 Necrosis

Es un proceso de destruccion celular desordenado que se da luego de un trauma,
un proceso de inflamacion, infeccion o isquemia y concluye con la liberacion de los
componentes celulares. Se produce por la inhibicion de la produccion de la
energia celular, la pérdida del balance del flujo de calcio intracelular, la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la activacion de ciertas proteasas que
también pueden inducir apoptosis (descrita a continuacién) como las catepsinas
(Broker et al., 2005), y las calpainas (Spencer et al., 1995). La energia celular se
termina, lo que provoca que las bombas y canales pierdan sus funciones. La
membrana celular se distorsiona, los organelos se degradan y se hinchan al igual
que la célula. Las vias de sefalizacién de este proceso siguen siendo un misterio

(Okada et al., 2004).

1.2.2 Apoptosis

Es la forma mejor conocida de muerte celular. Es esencial en el desarrollo
embrionario, en las funciones del sistema inmune y en mantener la homeostasis
de los tejidos (Prindull, 1995). La desregulacion de este tipo de muerte celular esta
asociada con enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes o cancer. Los
cambios morfoldégicos propios de la apoptosis son la condensacion de la
cromatina, la fragmentacion nuclear y el corte del ADN en un cierto escalamiento

con cortes ordenados cada 180 pares de bases (en inglés se le llama DNA
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laddering). La célula se encoge y el citoplasma se fragmenta formandose cuerpos
apoptoticos. Estos cuerpos apoptoéticos son reconocidos por macrofagos que se
encargan de eliminarlos.

La forma mas estudiada de la apoptosis es la mediada por proteasas que
contienen una cisteina en su sitio activo y que escinden proteinas en residuos
especificos de acido aspartico conocidas como caspasas (Thornberry et al., 1998).
Las caspasas se expresan inicialmente como zimogenos, llamados pro-caspasas,
que son las precursoras de las caspasas activadas.

Las caspasas se clasifican en iniciadoras y efectoras. Las primeras forman
agregados y el hecho de que estén en estrecho contacto, les permite activarse,
presentando un cambio conformacional debido a que una escinde a otra. Las
principales caspasas iniciadoras son la 2, 8, 9 y 10. Las caspasas efectoras
necesitan ser activadas por alguna caspasa iniciadora igualmente mediante
escisibn de su pro-caspasa. Una vez activadas, éstas caspasas escinden
proteinas clave para la célula, como las laminas nucleares, lo que resulta en todos
los cambios bioquimicos y morfolégicos propios de este tipo de muerte que se
mencionan mas adelante. Las caspasas efectoras mas importantes sonla 3,6y 7.
Se conocen dos vias por las que esta cadena de caspasas se activa: la via
extrinseca y la via intrinseca (Danial et al., 2004; Nagata 1997; Cory et al., 2002).
La via extrinseca (Figura 1) se da cuando se activan los receptores de muerte
presentes en la superficie celular por unidon de sus ligandos extracelulares. Estos
ligandos son Fas-L que se une a su receptor Fas y el ligando factor de necrosis
tumoral (TNF del ingles tumor necrosis factor) que se une a su receptor TNFR (del

ingles tumor necrosis factor receptor) (Locksley et al., 2001). La activacion de
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estos receptores hace que se forme el complejo inducido por sefiales de muerte
(DISC, por death-induced signalling complex) que recluta a la caspasa 8 quien
activa a la caspasa 3 (Nicholson et al., 2003) y a la 7 (Cohen 1997).

La via intrinseca (Figura 1) se desencadena por diversos estimulos intracelulares
como la falta de nutrientes, una infeccién viral, niveles altos de ERO, la hipoxia, el
dafio al ADN y la activacion de oncogenes. La respuesta a estos estimulos se da
en la mitocondria, cuya membrana externa pierde el control de su
permeabilizacion permitiendo la salida de citocromo ¢ y de otras moléculas pro-
apoptoticas. La salida del citocromo ¢ permite la formacioén del apoptosoma, un
complejo protéico que contiene citocromo c, factor activador de proteasas
apoptoéticas (APAF1 por apoptotic protease activating factor 1), pro-caspasa 9 y
dATP (Deoxiadenosin-trifosfato) (Liu et al., 1996). Esto activa a la caspasa 9 que
se encarga de activar a las caspasas efectoras 3 y 7. La caspasa 3 a su vez,
activa a la caspasa 6 (Nicholson et al., 2003).

La salida de las proteinas apoptéticas de la mitocondria esta regulada en algunas
ocasiones por los miembros de la familia de proteinas Bcl-2. Las proteinas Bcl-2
contienen de uno a cuatro dominios homdlogos a Bcl-2 (BH). El nimero y la
combinacion de estos dominios determinan si la proteina es pro- o anti-
apoptética. Las proteinas anti-apoptéticas contienen cuatro dominios BH. Algunas
de estas proteinas son: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w y Bfl-1/Al. Las proteinas pro-
apoptéticas carecen del cuarto dominio BH y se dividen en dos grupos: los
miembros que solo tienen el dominio BH3, como Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa, Bmf
entre muchas otras, y los miembros multidominio BH1-3 como Bax y Bak. Bax se

encuentra en el citosol y también unida débilmente a la membrana plasmatica
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(Suzuki et al., 2000) y Bak en la membrana externa de la mitocondria junto con
Mcl-1 o Bcl-xL. (Scorrano et al., 2003, Willis et al., 2005). Cuando Bax y/o Bak se
oligomerizan, se fijan a la membrana externa mitocondrial y forman poros, lo que
permite que se dé la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial. Las
proteinas Bid y Bim activan directamente los monomeros de Bax y Bak para que
puedan formar los oligdmeros, mientras que proteinas como Bad, Noxa y Puma,
facilitan esta oligomerizacion bloqueando a proteinas como Bcl-2 y Bcl-xL, quienes
son inhibidoras de la activacién de Bax y Bak (Chipuk et al., 2006).

Adicionalmente existen las llamadas proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs
por inhibitor of apoptosis proteins). Estas proteinas pueden unirse e inhibir el sitio
activo de las caspasas 3, 7 y 9 (LaCasse et al., 1998). Para evitar que esto
suceda, cuando se desencadenan los procesos mencionados anteriormente, son
bloqueadas por otros complejos como DIABLO/SMAC u OMI/HTRA2 (Du et al.,
2000; Suzuki et al., 2001; Verhagen et al., 2000), que también son liberados de la
mitocondria luego de la permeabilizacion de la membrana externa.

La proteina Bid conecta la via extrinseca con la mitocondrial o intrinseca. La
caspasa 8 corta a Bid permitiendo que quede expuesto un residuo de glicina
formando tBid. tBid viaja a la membrana mitocondrial donde promueve la
oligomerizacion de Bax y Bak (Li et al., 1998, Luo et al., 1998).

Algunas condiciones de estrés como la radiacién ionizante o algunas formas de
qguimioterapia, activan las respuestas al dafio del ADN que incluyen la
estabilizacion de p53 (proteina supresora de tumores), quien induce que el ciclo
celular se detenga activando la transcripcion de p2l. Esto permite que la célula

tenga tiempo de reparar el dafio. Si esto no ocurre, la célula inicia un proceso de
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apoptosis. p53 activa la transcripcion de genes pro-apoptéticos como los que
codifican para Bax, Bid, Noxa y Puma (El-Deiry 2003) y también se sabe que p53
puede inducir la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial al unirse a
miembros de la familia Bcl-2 y facilitar la oligomerizacion de Bax y Bak (Leu et al.,
2004; Mihara et al., 2003). Asi mismo, p53 puede inducir la activacion de la via
extrinseca de la apoptosis induciendo la expresion del receptor Fas (Haupt et al.,
2003). Pero p53 no solo es capaz de activar las vias intrinseca y extrinseca de la
apoptosis, si no que también puede activar directamente a las caspasas 6
(MacLachlan et al., 2002) y 8 (Ding et al., 1998). El mecanismo por el cual p53
activa a la caspasa 6 involucra, la union de p53 al tercer intrébn del gen de la
caspasa 6 y su transactivacion. Esto incrementa el nivel de pro-caspasa 6 y por lo
tanto, de caspasa 6 activa. En cuanto a la caspasa 8, se ha encontrado que p53
se une a su promotor (Liedtke et al., 2003).

Existen otras moléculas capaces de provocar muerte apoptética pero sin activar
caspasas. Este tipo de muerte celular es conocida como apoptosis independiente
de caspasas. Algunas de estas moléculas son: la Endonucleasa G, una ADNasa
mitocondrial que se libera luego de algun estimulo apoptético y que es
responsable de la condensacion de la cromatina asi como de la fragmentacion del
ADN (Van Loo et al., 2002); el factor inductor de apoptosis (AIF por apoptosis
inducing factor), liberado también de la mitocondria, que se transloca al nucleo e
induce, mediante un mecanismo aun no definido, que la cromatina se condense
(Daugas et al., 2000); las catepsinas (siendo la B y la D las mas estudiadas) que
una vez que son liberadas de los lisosomas pueden inducir apoptosis

independiente de caspasas por mecanismos no bien definidos todavia (Broker et
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al., 2004) pero que en ocasiones involucran la liberacion de AlIF de la mitocondria
(Bidere et al., 2003).

Se ha encontrado también, que las calpainas (proteasas de cisteina que se
activan con el aumento de la concentracion de calcio intracelular) pueden provocar
muerte apoptotica sin la activacion aparente de caspasas (Polster et al., 2005;

Vandenabeele et al., 2005).
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Fig. 1. Via general de la apoptosis dependiente e independiente de caspasas
(Modificado de Kroemer et al., 2005).
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1.2.3 Autofagia

A diferencia de la apoptosis y la necrosis, la autofagia no siempre es sinénimo de
muerte celular. Es un proceso que la célula utiliza para degradar y reciclar
proteinas y organelos (viejos y/o dafiados principalmente) (Klionsky et al., 1999;
Kim et al., 2000), lo que puede ser necesario para el remodelamiento celular
durante la diferenciacion, en condiciones de estrés por falta de nutrientes (como
factores de crecimiento o amino-acidos) (Lum et al., 2005; Shintani et al., 2004) o
cuando se presentan dafos celulares por algun agente citotéxico (Levine et al.,
2004). Su desregulacion se asocia con cardiomiopatias, miopatias (Kalimo et al.,
1988), enfermedades neurodegenerativas (Bahr et al., 2002), infecciones (Klionsky
2003) y cancer (Liang et al., 1999). En condiciones de estrés la autofagia puede
promover la supervivencia celular pero si es excesiva, la célula muere (Hait et al.,
2006). El fenédmeno de la autofagia se ha observado en levaduras, plantas,
nematodos, moscas, ratones y humanos. Originalmente fue descrita en
mamiferos, pero hoy la mayoria de la informacion que se tiene es de estudios
hechos en levaduras (Takeshige et al., 1992).

La principal caracteristica de las células que estan bajo un proceso de autofagia,
es que al microscopio presentan gran cantidad de vesiculas con doble membrana
(de origen desconocido pero que en mamiferos se cree se da en el reticulo
endoplasmico) llamados autofagosomas. Ademas, se puede detectar la presencia
de la proteina LC3, la cual se encuentra asociada a los microtubulos pero que al
formarse los autofagosomas, queda atrapada en ellos. Una vez que se ha inducido
la autofagia, se sintetizan los autofagosomas que envuelven a los organelos

completos o a las proteinas aisladas que se van a degradar. Estos autofagosomas
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se fusionan con lisosomas formando lo que se conoce como autolisosomas. El
contenido de los autolisosomas es degradado por la accién de las hidrolasas
presentes dentro de éstos.

Se sabe que hay genes relacionados con la autofagia que en la levadura reciben
el nombre de ATGs. Este conjunto de genes es responsable de regular la
induccién de este proceso, la formacion y expansion de los autofagosomas, de su
fusion con los lisosomas y del reciclamiento del contenido de estas vesiculas para
que se puedan generar proteinas nuevas y se pueda sintetizar ATP (Kroemer et
al., 2005; Levine et al., 2004).

Existen investigaciones que demuestran la existencia de los homdlogos a los
genes ATGs en los mamiferos. BECNL1 es el homdlogo al gen Atg6 de la levadura.
La proteina se llama beclinl. Se ha visto que este gen es responsable de la
formacién de los autofagosomas (Liang et al., 1998; Liang et al., 1999) y se ha
encontrado que falta monoalélicamente en carcinomas espontdneos de mama
(Karantza-Wadsworth et al., 2007), ovario (Liang et al., 1999) y préstata (Gao et
al., 1995).

A nivel molecular (Figura 2), la autofagia esta controlada principalmente por mTOR
(el blanco de la rapamicina, una droga inmunosupresora utilizada para evitar el
rechazo de oOrganos). mTOR integra las respuestas celulares a la falta de
nutrientes y factores de crecimiento. mTOR es regulado por la via PI3K/Akt (Inoki
K et al.,, 2005). mTOR es un sensor de la cantidad de nutrientes, por lo que
permite o inhibe que se de la autofagia. Cuando hay nutrientes, mTOR permite
que se de la sintesis de proteinas y se inhibe la autofagia. Esto lo hace

fosforilando a la cinasa S6 e incrementando la traduccién de mRNAs que codifican
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para proteinas ribosomales (Meyuhas 2000). Se activa el factor elF4 que
promueve la proliferacién celular incrementando la activacion de la ciclina D, c-
Myc y el factor de crecimiento vascular endotelial (Mamane et al., 2004). Ademas,
en la presencia de nutrientes, mTOR junto con AMP y la cinasa S6 promueven la
elongacion de péptidos regulando la fosforilacion del factor de elongacion de
eucariontes 2 (eEF-2). Si faltan nutrientes, mTOR es inactivado por la AMP cinasa,
lo que impide la sintesis de proteinas pues la fosforilacion de la cinasa S6
disminuye y la formacion del factor elF4 no se da (Inoki et al., 2005). Esto para
conservar la energia celular y evitar la necrosis. Este es un mecanismo que las
células han desarrollado para mantener los niveles de ATP evitando la sintesis de
proteinas y reciclando los aminoacidos producidos por la digestion de proteinas y

organelos en los autolisosomas.

Factor de crecimiento —O

Receptor de factores
de crecimiento

Aparato de

@ '[  Golgi

_Mitocondria

Fig. 2. Via comun de la autofagia (Modificado de Kondo et al., 2005).
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1.2.4 Catéastrofe mitoética

En la mayoria de las ocasiones se le considera mas bien un inductor irreversible
de muerte celular (Weaver et al., 2005) (por apoptosis en la mayoria de los casos).
Sin embargo, se ha observado que en ocasiones, cuando se produce una mitosis
aberrante y se da una segregacion inadecuada de los cromosomas, las células
mueren rapidamente por la propia catastrofe mitotica (Castedo et al., 2004), cuyo
mecanismo aun es desconocido. Para entender mejor la catastrofe mitotica, se
debe recordar primero el proceso de la mitosis:

En las células somaticas normales, la fase M del ciclo celular comprende dos
etapas: la mitosis, en la que las cromatidas hermanas se alinean y luego se
segregan en dos células hijas; y la citocinesis, en la que el citoplasma y su
contenido se reparte entre esas dos células hijas. La entrada a la fase M, posterior
a la fase G,, se da por la activacion de CDK1 (en mamiferos Cdc2). Brevemente,
antes de la mitosis, CDK1 se encuentra en un estado inactivo al estar fosforilada
por las cinasas Weel y Mytl en los residuos Tyr'® y Thr** respectivamente (Nigg
1995). Al final de la fase G,, CDK1 se activa cuando la fosfatasa CDC25C
(activada por la cinasa Plk 1), desfosforila estos residuos y CAK fosforila el residuo
Thr'®!, La CDK1 activada se une a la ciclina B1 y forman un complejo promotor de
la mitosis que se trasloca al nacleo y fosforila a un gran numero de sustratos, lo
que promueve la ruptura de la envoltura nuclear, la separacién del centrosoma, el
ensamble del huso mitético y la condensacion de los cromosomas (Kimura et al.,
1998; Gonczy 2002; Karsenti et al., 2001), pasos necesarios para que la mitosis
progrese desde la profase hasta la metafase y ocurran de una manera correcta.

Al final de la metafase, este complejo debe ser destruido para que inicie la anafase
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(ver mas adelante). La ciclina B1 es destruida, con lo que CDK1 queda sola y
vuelve a ser fosforilada e inactivada para que el ciclo progrese a la anafase.

El ensamble del huso mitético es un proceso muy importante y es necesario para
que la mitosis se lleve acabo. La cinasa Aurora A es muy importante en dicho
proceso, ya que participa en la formaciéon del huso mitético regulando la
separacion de los centriolos para que la formacién del huso sea bipolar. Ademas,
recluta y—tubulina, proteina que forma los microtubulos que forman dicho huso
mitotico.

Existe un punto de control (checkpoint) que se da en el momento del ensamble del
huso mitético y se le conoce con ese nombre, o bien, punto de control mitético. Su
funcion es la de evitar la separacion de las cromatidas hermanas hasta que todos
los cromosomas se hayan unido adecuadamente al huso (unién bipolar). Dicho de
otra manera, previene el progreso de la metafase a la anafase si existe algun
error. Este se encarga ademas de verificar que los cromosomas se segreguen
correctamente para producir células hijas idénticas genéticamente.

Los cromosomas se unen al huso mediante sus cinetocoros. La cinasa Aurora B
regula la correcta orientacion de los cromosomas en el huso y la asociacién de los
cinetocoros de los cromosomas a los microtubulos del huso. Si algun cinetocoro
no se une, se generan sefiales que retrasan el inicio de la anafase hasta que
todos los cinetocoros se hayan unido. Estas sefiales se dan por la union a los
cinetocoros no unidos de las proteinas MAD1, MAD 2 Y MAD3 entre otras.

El paso a la anafase es controlado por el complejo APC (anaphase promoting

complex). Este complejo es una ligasa de ubiquitina E3 que marca ciertos
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sustratos mitéticos (incluida la ciclina B del complejo promotor de la mitosis) como
las securinas, que mantienen unidas las cromatidas hermanas que deben ser
degradados por proteosomas para que inicie la anafase. Si se inhibe este
complejo por sefiales como las de un cinetocoro no unido, se detiene el ciclo
celular antes de entrar a esta etapa de la mitosis para que el dafio sea reparado.
Cualquier defecto o inactivacion de los elementos antes mencionados, provoca
que el ciclo celular no se detenga y que éste continle pero con defectos, lo que
ocasiona muerte celular por catastrofe mitética, ya que como consecuencia se
tienen cromosomas mal segregados o células aneuploides, que inducen una
rapida muerte celular o inducen que se activen las vias mitocondriales
mencionadas anteriormente en las que se activan las caspasas 3 y 9.
Morfol6égicamente la catastrofe mitédtica se asocia con células gigantes ya sea con
multiples micronucleos o dos nucleos (Okada et al., 2004).

En las células cancerosas es muy comun que estos puntos de control no
funcionen adecuadamente y se produzca esto. Ademas, existen farmacos que
bloguean algunos de estos puntos de control para inducir la catastrofe mitética en
las células.

Por otro lado, si estos mecanismos funcionan adecuadamente pero el dafo a los
microtubulos es irreversible y/o el arresto del ciclo es insuficiente para repararlo, la
célula inicia un proceso de apoptosis. Asi mismo, se puede dar un arresto cronico
(la célula deja de replicarse, queda senescente). Es debido a que el destino de la
célula puede culminar en apoptosis 0 en senescencia (descrito a continuacion), el

porque de que muchos autores consideren a la catastrofe mitdtica como un
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mecanismo inductor de apoptosis 0 senescencia en vez de un tipo de muerte
celular per se (Castedo M et al., 2004).

Los agentes que dafian los microtubulos, como el paclitaxel o los alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina) inducen este tipo de muerte celular (Jordan et al.,

1996).

1.2.5 Senescencia

La senescencia es un estado en el que las células interrumpen de manera
permanente su replicacion (Hayflick et al., 1961). Las células se mantienen en la
fase G; del ciclo celular y ya no se dividen a pesar de ser viables y
metabolicamente activas por largos periodos de tiempo. Se considera que tiene un
importante papel suprimiendo la formacién de tumores (Campisi 2001).
Anteriormente se consideraba que era controlada genéticamente a través de un
mecanismo de conteo de los ciclos celulares que presenta la célula en el que los
telomeros (secuencias repetitivas de ADN que protegen los extremos de los
cromosomas) se van acortando. Hoy se acepta que, ademas de este control,
puede ser inducida por una variedad de estimulos extrinsecos (como dafios al
ADN, activacién de oncogenes, estrés oxidativo) (Schmitt et al., 2002; TePoele et
al., 2002).

Cuando los telomeros alcanzan una determinada longitud, se activa la proteina
p53 (Figura 3), quien a su vez activa a p2l, lo que marca el inicio de la
senescencia celular deteniendo el ciclo celular de la célula (Smogorzewska et al.,
2002). Las condiciones de estrés mencionadas anteriormente activan también a

p53.
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Otro elemento muy importante en la regulacién de la senescencia es la proteina
Rb, quien bloquea a las células en la fase G;. La proteina Rb es inhibida por las
cinasas CDK2, CDK4 y CDK6 cuando éstas la fosforilan. La proteina p21 y la

proteina p16™<4*

inhiben justamente a estas cinasas para que Rb pueda llevar
acabo su funcion (Sage et al., 2003, Stein et al., 1999).

Cuando las células estan senescentes, su citoplasma se encoge, se vuelve
granuloso intenso y muy vacuolado, pero el cambio caracteristico de las células
senescentes se da a nivel bioquimico, en dénde se dan cambios en el
metabolismo y la expresion de la enzima p-galactosidasa (enzima que cataliza la
hidrélisis de B-galactésidos como la lactosa) aumenta, y a diferencia de lo que
ocurre en una ceélula replicativamente activa, en las que la B-galactosidasa se
encuentra en los lisosomas Unicamente, en las células senescentes, esta enzima

se expresa constitutivamente. Ocurre también la acumulacion de heterocromatina

(ADN transcripcionalmente silenciado).
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Senescencia Celular

Fig. 3. Esquema de los elementos implicados en la senescencia
(Modificado de Tsirpanilis 2007).

1.3 QUIMIOFARMACOS

La quimioterapia es el uso de drogas u hormonas para tratar el cancer. Los
quimiofarmacos son drogas citotoxicas que actian en el organismo de forma
sisttmica. La mayoria de los quimiofarmacos actuan sobre las células
mitoticamente activas (National Cancer Institute, EEUU, 2008, American Cancer
Society, 2008) y su principal funcion es la de detener la multiplicacién y expansion
del tumor, dafiando por ejemplo, el ADN de las células. Ademas, algunas drogas
actian unicamente sobre células que se encuentran en una fase especifica del
ciclo celular, como la fase S (sintesis del ADN) o la fase M (mitésis). En la

actualidad existen ademas, medicamentos que han sido disefiados para actuar
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sobre moléculas en especifico, como pueden ser cinasas cuya sobreexpresion se
asocia con la aparicion de tumores.

Los quimiofarmacos poseen efectos secundarios debido principalmente a que en
el organismo no solo las células tumorales son mitéticamente activas. Las células
progenitoras de los glébulos blancos y rojos presentes en la médula 6sea son
gravemente afectadas por el uso de quimiofarmacos. Esto provoca la disminucién
en la cantidad de glébulos blancos, lo que trae como consecuencia la incidencia
de infecciones, y la disminucion de globulos rojos, lo que produce anemia
(Groopman et al., 1999).

Existen varias formas de clasificar a los agentes quimioterapéuticos: segun su
mecanismo de accion, de acuerdo a su estructura quimica, en base a su relacion
con otras drogas o segun el tipo de muerte celular que provocan (American

Cancer Society, 2008).

1.3.1 Cisplatino

Dentro de los farmacos a base de platino, el cisplatino (cis-diamminedicloroplatino)
es utilizado como quimioterapia base en la mayoria de los tumores sélidos,
incluidos tumores de ovario, cabeza y cuello, pulmén y cérvix (Jamieson et al.,
1999).

Brevemente, se ha encontrado que el cisplatino entra a la célula ayudado por el
transportador de cationes organicos tipo 2 (OCT2 por sus siglas en ingles) (Choi et
al., 2008) o también, gracias al transportador de cobre tipo 1 (CTR1 por sus siglas
en ingles) (Sinani et al., 2007). Una vez dentro de la célula, los iones cloro de la

molécula se pierden. El blanco principal es el ADN, donde el ion platino del
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compuesto forma enlaces covalentes con las bases purinas. Luego de esto, en las
posiciones en las que se encontraban los iones cloro, se forman los
entrecruzamientos con las hebras del ADN. A estas interacciones se les conoce
como aductos (uniones covalentes irreversibles que modifican quimicamente la
molécula en la que se forman) platino-ADN (Wang et al.,, 2005). Estas
modificaciones al ADN desencadenan diversos procesos mediados por proteinas y
factores de transcripcion, de los cuales, algunos estan involucrados en la
resistencia al farmaco. Algunos de los procesos que ocurren son: la activacion de
la via Akt (Pommier et al.,, 2004), la induccién de c-ABL (Shaul 2000), la
interrupcién del ciclo celular en G1/S o G,/M, y la induccién de vias de reparacion
del ADN mediadas por NER (del ingles nucleotide excision repair) (Furuta 2002) y
MMR (del ingles mismatch repair proteins) (Bellacosa 2001).

A bajas concentraciones (< a 8uM), el cisplatino induce muerte por apoptosis, en
dosis mayores se ha observado necrosis (Gonzalez et al., 2001). Algunos de los
elementos que se han observado y que corresponden a este tipo de muerte celular
son: caspasa 3 activada, liberacion de citocromo c, caspasa 8 activada, APAF-1,
caspasa 9 activada y aumento de FasL (Cummings et al., 2002; Wang et al.,

2005).

1.3.2 Paclitaxel
El paclitaxel, comiunmente conocido como taxol, comenz6 a utilizarse como
antineoplasico desde 1971. Se utiliza en tumores recurrentes en la mayoria de los

casos en combinacidon con otros quimiofarmacos base (como el cisplatino o la
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doxorubicina) y también en casos de metastasis. Se extrae de la corteza del arbol
Taxus brevifolia (De Bree et al., 2006). Es una de las llamadas “drogas de los
microtubulos”, pues afecta directamente la dinAmica de estos componentes
celulares al volverlos rigidos o estables (De Bree et al., 2006). Al ocurrir esto, el
huso mitético se forma de manera anormal (multipolar) (Weaver et al., 2005), lo
que da inicio al proceso conocido como catastrofe mitotica. Sin embargo, se ha
observado que si el arresto mitdtico es largo, se presenta muerte por apoptosis,
con activacion de caspasas (3, 8, 9), activacion de Bax y liberacion de PARP. En
algunos tipos celulares, se observa que es necesario que aumenten los niveles de
FasL para que se de la activacion de caspasas luego del tratamiento con paclitaxel
(Blagosklonny et al., 2002). Por otro lado, esta droga induce la fosforilacién de Bcl-

2, lo que impide sus efectos anti-apoptéticos (Blagosklonny et al., 1999).

1.3.3 Doxorubicina

La doxorubicina es conocida también como adriblastina o adriamicina. Se obtiene
a partir de bacterias del género Streptomyces. Su uso en el tratamiento contra el
cancer comenz6 desde 1960 como quimioterapia de primera linea en todo tipo de
tumores (Stewart et al., 1997). Su estructura le confiere muchos efectos
secundarios negativos, por lo que en ciertos tumores como los de ovario, Cérvix y
endometrio, su uso actualmente es limitado. No se sabe con exactitud si este
farmaco entra a la células por difusion (Dalmark et al., 1981) o si lo hace mediante
algun sistema de transporte activo (Decorti et al., 1989). Una vez dentro de las
células, la doxorubicina desencadena 3 procesos: dafio al ADN por intercalacion

entre las pares de bases (Meriweather et al., 1972), generacion de radicales libres
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e inhibicion o alteracion de importantes enzimas como la topoisomerasa |, 1l, ADN
polimerasas, ARN polimerasas y enzimas de reparacion de ADN (Hortobagui
1997). De lo anterior, la intercalacion en el ADN vy la inhibicion de la topoisomerasa
Il son los principales procesos que le confieren su actividad antitumoral induciendo
primero, que el ciclo celular se detenga y después, muerte por apoptosis
(dependiente o independiente de caspasas). Luego de tratar células con
doxorubicina, se observa la acumulacion de p53 en el nucleo celular, seguida de
activacion de caspasa 3 y 9 junto con acumulacion de PARP o bien, Unicamente
p53 y PARP sin la activacion de caspasas (Bruynzeel et al., 2007). Por otro lado,
la Doxorubicina puede activar al factor nuclear kappa B (NFxB) seguido de un

aumento de catepsina B (Bien et al., 2004).

1.3.4 Tamoxifén

El tamoxifén es una droga que se ha utlizado desde hace 20 afios en el
tratamiento del cancer de mama tanto en mujeres como en hombres y cuyo uso en
otro tipo de tumores como los glioblastomas esta bajo investigacion (Robins et al.,
2006). Su mecanismo de accion se basa en que compite con los estrégenos por la
union al receptor de éstos. Cuando el tamoxifén se une a los receptores de
estrogenos (ER, por sus siglas en ingles), los estrégenos ya no pueden unirse y
por lo tanto, se inhiben los procesos desencadenados por los estrégenos en las
células entre los que se encuentran la via PISK/AKT y la via MAPK (Ring et al.,
2004). Se considera que el tamoxifén induce autofagia en las celulas tratadas

debido a que los estrégenos pueden ser para muchas células (incluidas las células
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tumorales de mama) nutrientes esenciales y porque la inhibicion de la via
PISK/AKT induce autofagia (Inoki et al., 2005). También puede inducir apoptosis,
la cual es independiente de la presencia del receptor para estrogenos y cuya
induccion es mediada por la generacion de especies reactivas al oxigeno (Lee et

al., 2000).

La tabla siguiente muestra los diferentes tipos de muerte celular que pueden

inducir los quimiofarmacos que se mencionaron anteriormente.

Tabla 1. Tipos de muerte inducidos por los quimiofarmacos.

QUIMIOFARMACO TIPO DE MUERTE INDUCIDA
. : Catastrofe .
Necrosis | Apoptosis mitética Autofagia

Cisplatino * *
Paclitaxel * *

Doxorubicina *
Tamoxifén * *

1.4 ANEMIA

La anemia es una condicién en la que los niveles de hemoglobina son menores a
los 12 g/dl de sangre (Groopman et al., 1999). En los pacientes con cancer, la
anemia se presenta con frecuencia y su origen es multifactorial (Moliterno et al.,

1996): factores asociados con el propio tumor, como los sangrados que provoca al
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crecer y romper los tejidos aledafios; la deficiencia en acido folico y vitamina B12,
asi como la hemolisis que resulta de la respuesta inmune en la que se forman
anticuerpos contra las células rojas y las destruyen. Ademas, el tumor induce otras
respuestas inmunitarias como la liberacion de citocinas (Faquin et al., 1992)
(principalmente interferény (IFN-y), interleucina 1 (IL-1) y factor de necrosis
tumoral- o (TNF-a))) que bloquean la produccion de eritropoyetina enddgena en el
rinon (activando el factor de transcripcion GATA-2 y el factor nuclear k-B) y por lo
tanto inhiben la diferenciacion de progenitores eritroides en la médula ésea
(Faquin et al., 1992). Estas citocinas ademas inducen directamente la muerte de
los progenitores eritroides regulando positivamente la presencia de receptores
para Fas (IFN-y) y receptores TRAIL (TNF-a) en éstos. El tumor ademas activa
macrofagos que disminuyen la vida media de los eritrocitos en la sangre al
fagocitarlos al igual que a las células de la médula y por lo tanto, se da un
decremento en la utilizacién del hierro (Bohlis et al.,, 2006). Estos macrofagos
inducen también la apoptosis de los progenitores eritroides en la médula 6sea al
presentar el ligando Fas que se une a su receptor presente en los progenitores.
También se observa que en pacientes con céancer, existe un aumento en el
namero de granulocitos que expresan el ligando TRAIL en la médula ésea, que
como en el caso anterior, inducen la apoptosis de los progenitores eritroides
(Spivak, 2005).

Los tratamientos como la radioterapia y la quimioterapia inducen anemia al ser
mielotoxicos (dafian progenitores eritroides) y/o nefrotoxicos (afectan células

tubulares renales productoras de eritropoyetina) (Groopman et al., 1999).
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Aproximadamente el 50% de los pacientes con cancer llegan anémicos al
momento del diagndstico y 40% mas, desarrollan anemia al iniciar su tratamiento
(Knight, 2004).

Los sintomas de la anemia incluyen dolor de cabeza, palpitaciones, taquicardia,
dificultad para respirar, fatiga y dependiendo del grado de la anemia, dafio severo
en ciertos 6érganos como los rifiones, los pulmones, el sistema inmune, el sistema
cardiovascular y el sistema nervioso. Ademas, la anemia se relaciona con un peor
pronéstico y con una pobre respuesta al tratamiento antitumoral (Glaser, 2001).
Por todo lo anterior, es importante corregir la anemia. Hace algunos afos, el unico
tratamiento disponible era la transfusion sanguinea, el cual implicaba varios
problemas como el tiempo que el paciente tenia que pasar en el hospital, la
disponibilidad de sangre, dafio pulmonar, sobretransfusién, modulacion inmune
capaz de provocar efectos adversos en el crecimiento del tumor y en los Ultimos
anos, el riesgo de infectarse con virus como el VIH, hepatitis B y C (Goodnough,
2005). Sin embargo, desde 1985, se logré producir la eritropoyetina humana
(eritropoyetina recombinante humana) (Lin et al., 1985), la cual, desde 1993 se

convirtié en el tratamiento por excelencia de la anemia en pacientes con cancer.

1.5 ERITROPOYETINA

La eritropoyetina (Epo) es una glicoproteina de 30.4 kDa cuya porcién peptidica le
ayuda a unirse a su receptor (EpoR) mientras que la porcion de carbohidratos le
confiere proteccién cuando la molécula esta en circulacién (Dordal et al., 1985). Su

funcion es la induccion de la proliferacion y diferenciacion de los progenitores
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eritroides en la médula Osea, ademas de protegerlos de la muerte celular
programada (Spivak et al., 1991). Durante la etapa fetal se produce principalmente
en el higado y a partir del nacimiento, su principal sitio de produccion es el rifidn
(Maxwell PH et al., 1997). Otros Organos que hoy se sabe producen ciertas
cantidades de Epo son: higado, cerebro, tracto genital femenino, testiculos,
placenta, bazo, pulmén y los foliculos pilosos. En el cerebro, su funcion es
protectora (ante condiciones de hipoxia-isquemia) (Kim et al., 2008), al igual que
en los foliculos pilosos, a los que protege de la muerte por agentes
quimioterapeuticos (Bodo et al., 2007), mientras que en el tracto genital femenino
induce angiogénesis (Yasuda et al., 1998). En los otros 6rganos su funcion se
desconoce, pero es probable que la Epo tenga funciones pleiotropicas.

La hipoxia es el principal estimulo para su produccion (Jelkmann, 1992). Sin
embargo, otras condiciones pueden inducir también la produccién de Epo, como
por ejemplo: la hipoglucemia, la disminucion de la cantidad de hemoglobina en la
sangre, la disminucion de la presion arterial, la disminucion de la afinidad del
oxigeno en la sangre, el aumento del calcio intracelular, la liberacién de insulina, y
las altas temperaturas (Jelkmann, 2004). En el uatero, su produccion es
directamente proporcional a la concentracion de estrégenos (Yasuda et al., 1998).
Brevemente, la regulacion del gen de la Epo se da asi: el elemento clave es el
factor de transcripcion llamado factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) que posee
dos subunidades, la o, que existe en el citoplasma, y la B, presente en el ndcleo.
En condiciones de normoxia, el oxigeno hace que la proteina von-Hippel-Lindau

(pVHL) marque la subunidad o para que esta sea ubiquitinizada y posteriormente
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degradada. Cuando los niveles de oxigeno son bajos, esta degradacién no ocurre
y la subunidad o puede translocarse al ndcleo y unirse a la subunidad 3 con lo que
el factor de transcripcion queda ensamblado (Bruick et al., 2002). En la regién
vecina al gen de la eritropoyetina existe una secuencia conocida como “elemento
de respuesta a hipoxia” (HRE por sus siglas en inglés), es ahi donde HIF-1 se une
y hace que aumente la expresion del gen de la Epo (Jelkmann 2004).

Para que la Epo lleve acabo sus funciones, debe unirse a su receptor (EpoR). Este
receptor, es un homodimero de la familia de los receptores de citocinas clase |I.
Hoy se sabe que el EpoR no solo se expresa en los progenitores eritroides, sino
también en células endoteliales vasculares, musculo liso, mioblastos esqueléticos,
miocitos cardiacos, neuronas, fotorreceptores de retina, estroma hepatico,
placenta, rifion, macréfagos y foliculos pilosos (Hardee et al., 2006).

Cuando la molécula de Epo se une al receptor, cada una de las moléculas que lo
conforman presentan un cambio conformacional lo que hace que las moléculas del
receptor se unan mas entre si (Remy et al., 1999). Como resultado de ésto, las
moléculas de JAK2 que se encuentran asociadas a la regién citoplasmica del
EpoR, quedan lo suficientemente cerca para provocar su transfosforilacion
(Witthuhn et al.,, 1993). La fosforilacion de las moléculas de JAK2 les permite
fosforilar a su vez los residuos de tirosina presentes en la region citoplasmica del
receptor. A estos residuos fosforilados se pueden unir distintas moléculas que
desencadenan distintas vias de sefializacion. Algunas de las vias que se sabe se
desencadenan a partir de la unién de la Epo a su receptor son: la via JAK/STAT,

la via PI3K/Akt, la via de las MAP cinasas y la via de la proteina-cinasa C
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(Yoshimura et al., 1998), las dos primeras involucradas en la supervivencia celular

(Figura 4).
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Fig. 4. Principales vias activadas por la union de la eritropoyetina a su
receptor. Se muestran las vias: JAK/STAT, MAPK y PI3K/AKT (Modificado
de Spivak 2005).

1.5.1 Eritropoyetina recombinante humana

Gracias a los trabajos de Miyake y sus colaboradores, quienes colectaron 2550

litros de orina que contenia Epo para luego purificar la hormona (Miyake et al.,

1977) e identificar parcialmente su secuencia de aminoacidos, se logré

35



caracterizar el gen de la Epo humana y expresar éste en células CHO, que son
células de ovario de hamster chino (Lin et al., 1985). El resultado es epoetina alfa
o beta (varian en los carbohidratos) que son comercializadas como eritropoyetina
recombinante humana (rhEpo). La dosis de administracion varia ampliamente
segun el tipo de tumor, el tipo de tratamiento y la gravedad de la anemia pero lo
que se sugiere en la hoja técnica del medicamento es de 50 a 200 U/Kg de peso
del paciente tres veces por semana para corregir la anemia y de 50 a 200 U/Kg de
una a dos veces por semana para mantener los niveles adecuados durante el
tratamiento antitumoral. Esta se administra por via intravenosa o subcutanea

(Janssen-Cilag).

1.5.2 Eritropoyetina y su receptor en biopsias de tumores

Mediante diversas técnicas (Western Blot, inmunohistoquimica, RT-PCR) se ha
comprobado la presencia del receptor para eritropoyetina (que se creia especifico
de las células progenitoras eritroides) en biopsias de diversos carcinomas
humanos como: mama (Arcasoy et al., 2002), cérvix (Yasuda et al., 2002),
endometrio (Acs et al., 2004), ovario (Yasuda et al., 2002), estbmago (Yasuda et
al., 2003), colon (Arcasoy et al., 2003), eso6fago (Yasuda et al., 2003), cabeza y
cuello (Arcasoy et al., 2005), rifién (Westenfelder et al., 2000), higado (Batra et al.,
2003), pulmén (Arcasoy et al., 2003), préstata (Yasuda et al., 2003), piel (Kumar et
al., 2005), tiroides (Eccles et al., 2003) y tumores del sistema nervioso (Batra et
al., 2003, Yasuda et al., 2003) asi como leucemias (Yasuda et al., 2003). En
varios casos, la eritropoyetina resulté modular el crecimiento de los tumores,

estimulando su proliferacion (Acs et al., 2001; Westenfelder et al., 2000: Westphal
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et al.,, 2002). Ademas, la relacion Epo-EpoR, podria estar involucrada en otros
eventos biolégicos tumorales como la apoptosis y la sensibilidad a la terapia (radio

y/o quimioterapia) (Kumar et al., 2005; Belenkov et al., 2004).

1.5.2.a Eritropoyetinay su receptor en tumores del tracto genital femenino
Existen reportes de que la Epo induce vias de sefalizacion que contribuyen al
crecimiento y angiogenesis de tumores del tracto genital femenino (Yasuda et al.,
2001). Ademas, aproximadamente el 80% de los tumores cervicales producen
Epo, y un 92% expresan el EPO-R. Lo anterior no se encontro relacionado con el
nivel de oxigeno presente en los tumores. Las pacientes cuyo tumor presenté alta
expresion de Epo, tuvieron menor tiempo libre de enfermedad, una efectividad
mas baja del tratamiento con radioterapia y menor tiempo de supervivencia
(aproximadamente 30% menos). Las pacientes cuyo tumor presentd alta
expresion del EPO-R no presentaron un comportamiento diferente al de las
pacientes cuyo tumor tuvo baja expresion del EPO-R. La expresion de Epo y EPO-
R no afecté la tasa de proliferacion de los tumores, pero si disminuyo
significativamente la tasa de apoptosis con respecto a los tumores negativos para
Epo y EPO-R (Leo et al., 2006).

En las lineas celulares HelLa (positiva para virus del papiloma tipo 18) y SiHa
(positiva para virus del papiloma tipo 16) Acs et al., (2003) encontraron que la
expresion del EPO-R si esta correlacionada con los niveles de oxigeno, y que en

condiciones de hipoxia, la expresion del EPO-R aumenta. En este mismo estudio
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se encontrd0 que la administracion de rhEpo disminuia la muerte inducida por
cisplatino en dichas lineas celulares.
También en Hela, se ha observado que la administracién de rhEpo activa el factor

nuclear kappa B (Pajonk et al., 2004).
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II. JUSTIFICACION

Como se menciono anteriormente, 90% de los pacientes con cancer padecen
anemia. Este padecimiento se asocia a una respuesta pobre tanto a la quimio
como a la radioterapia, ademas de disminuir la calidad de vida de los pacientes
generandoles entre otras cosas, fatiga. Por lo anterior, es importante corregir la
anemia y hoy en dia, el tratamiento con eritropoyetina recombinante humana
(rhEpo) se ha convertido en la principal alternativa a las tranfusiones sanguineas
en nuestro pais (Lopez et al., 2008; Instituto Mexicano del Seguro Social, 2008).
Sin embargo, existen reportes de casos en los que la rhEpo tiene influencia sobre
la sensibilidad a la quimioterapia in vivo e in vitro (Batra et al., 2003; Kumar et al.,
2005; Carvalho et al., 2005). De los estudios realizados en pacientes con cancer,
algunos muestran un efecto negativo del uso de eritropoyetina observandose que
el periodo libre de la enfermedad, el tiempo de supervivencia y la respuesta al
tratamiento disminuyen en un 50% en comparacion con los pacientes que no
recibieron el tratamiento con la rhEpo (Temkin et al., 2006; Leyland-Jones et al.,
2005; Ferrandina et al., 2006; Henke et al., 2006; Lavey et al., 2004). Debido a lo
anterior, surgio la inquietud de evaluar si la rhEpo era capaz de ejercer algun
efecto sobre la muerte inducida por agentes quimioterapéuticos en lineas celulares

derivadas de carcinoma cervical.
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Ill. HIPOTESIS

Dado que la eritropoyetina desencadena vias de proteccion contra la apoptosis
cuando se une a su receptor en los progenitores eritroides y sabiendo que dicho
receptor se expresa en células derivadas de carcinoma cervical, se propone que la
rhEpo ejercerd efectos protectores sobre la muerte inducida por algunos farmacos

utilizados en la quimioterapia del cancer cervicouterino.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la eritropoyetina rhEpo sobre la muerte de células de

carcinoma cervical inducida por quimiofarmacos de distinta accion.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Calcular la dosis letal media de los farmacos cisplatino, paclitaxel, doxorubicina
y tamoxifén para las lineas celulares derivadas de cancer cervical HeLa, SiHa y
C33.

2.- Evaluar el efecto de distintas concentraciones de eritropoyetina sobre la muerte
celular inducida por los quimiofarmacos in vitro.

3.- Determinar la participacion del receptor para eritropoyetina en el efecto de la
eritropoyetina sobre la muerte celular inducida por los quimiofarmacos.

4.- Analizar la participacion de JAK 2 en los efectos de la eritropoyetina sobre la
muerte inducida por los quimiofarmacos.

5.- Estudiar el efecto de la administracién de eritropoyetina sobre la muerte de
células tumorales mediada por cisplatino y doxorubicina en un modelo murino, lo

gue se acepta es Util para extrapolar lo que podria ocurrir en humanos.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 LINEAS CELULARES Y QUIMIOFARMACOS

Se utilizaron las lineas celulares derivadas de carcinoma cervical humano Hela,
SiHa y C33. La linea celular HeLa posee ADN del virus del papiloma humano tipo
18 (VPH 18), la linea celular SiHa posee VPH tipo 16 y la linea celular C33 es
negativa para VPH. Todos los cultivos fueron mantenidos en medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) GIBCO con 2% de suero fetal bovino
GIBCO inactivado (apéndice), 0.5% de antibiotico penicilina-estreptomicina
(10,000 U penicilina, 10,000 ug estreptomicina, Invitrogen), y en incubadora con
5% de CO, y 37 °C de temperatura. El suero fetal bovino fue inactivado para
eliminar la eritropoyetina presente en éste.

Las células se resembraron cada tercer dia utilizando verseno (apéndice) para
desprender las células de la caja. El uso del verseno permite preservar los
receptores membranales.

Los quimiofarmacos utilizados fueron cisplatino (Blastolem RU®, Lemery),
doxorubicina (Adriblastina RD®, Pfizer), paclitaxel (BrisTaxol®, Bristol-Myers) y

tamoxifén (Sigma-Aldrich).

5.2 DETERMINACION DE LAS DOSIS LETALES DE LOS QUIMIOFARMACOS
Para determinar la dosis letal media (DL 50) de los quimiofarmacos, se sembraron
50,000 células/pozo en placas de 96 pozos. Después de 2 horas de incubacion, se

afiadieron concentraciones crecientes de cada uno de los farmacos en un rango
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desde 0.5 ug/ml hasta 500 ug/ml. Se realizé una prueba de MTT a las 24 horas
para obtener el porcentaje de viabilidad celular que habia luego del tratamiento
con cada dosis. Los datos se sometieron a una regresion lineal en el programa
Excel (Microsoft) y con base en la ecuacion obtenida se calculé la DL 50 para

cada una de las lineas celulares y con cada uno de los farmacos.

5.3 PRUEBA DE MTT

Transcurrido el tiempo del tratamiento que se deseaba evaluar, se retir6 el medio y
las células fueron lavadas dos veces con PBS (apéndice). Se agregaron 100 pul de
medio de cultivo fresco (DMEM, GIBCO con 2% de SFB GIBCO) y 50 ul de
solucion de MTT 2.4 mM (apéndice). La reaccion se incubd por dos horas a 37 °C
(5 % de CO,). Transcurridas las dos horas, se retir6 el medio y se afiadieron 100
ul de isopropanol en los que se disolvieron los cristales formados resuspendiendo
varias veces. Una vez disueltos los cristales, la placa se analizé en un lector de
placas BioTek ELx800 a una longitud de onda de 570 nm. Los datos obtenidos
fueron reportados como porcentaje de viabilidad celular con respecto al control sin

tratamiento.

5.4 ENSAYOS DE PROTECCION CON ERITROPOYETINA.

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 50,000/200pl.
Después de 2 horas de incubacion se estimularon con diferentes concentraciones
de rhEpo (Eprex®, Janssen-Cilag) (0 — 125 U/ml) que se dejo actuar 2 horas antes

de agregar la DL 50 de cada uno de los farmacos que habia sido calculada
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previamente. A las 24 horas del tratamiento se realiz6 una prueba de MTT para

evaluar la viabilidad celular.

5.5 ENSAYOS DE INHIBICION DEL RECEPTOR DE ERITROPOYETINA.

Se sembraron las células a una densidad de 25,000/200ul en placas de 96 pozos.
Después de dos horas de incubacion se agregd lovastatina (Liperol®, Rayere
Farmacéuticos) (apéndice) a una concentracion de 20 uM y se dej6 actuar por 20
horas. Posteriormente se adiciond la rhEpo (Bioyetin®, Probiomed o Sigma-Aldrich
(apéndice)) (0y 250 U/ml) y se incubo por 2 horas. Finalmente se adicionaron las
DL 50 de los quimiofarmacos. A las 24 horas se realiz6 una prueba de MTT para

obtener la viabilidad celular.

5.6 ENSAYOS DE INHIBICION DE JAK 2.

Las células se sembraron a una densidad de 25,000/200 ul en placas de 96 pozos.
Luego de dos horas de incubacion, se agreg6 el inhibidor AG 490/Tirfostina
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 250 uM. El inhibidor se dejo actuar por 16
horas luego de las cuales se adiciono la rhEpo (Bioyetin®, Probiomed o Sigma-
Aldrich) (0 y 250 U/ml). Después de incubar por dos horas, se adicion¢ la DL 50 de
los farmacos. Se realiz6 una prueba de MTT a las 24 horas para obtener la

viabilidad celular.
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5.7 ENSAYOS DE RESISTENCIA.

Monocapas de células fueron incubadas con 0 y 125 U/ml de rhEpo (Eprex®,
Janssen-Cilag) por dos horas. Posteriormente se adicionaron las DL 50 de los
diferentes quimiofarmacos. A las 24 horas, las células sobrevivientes fueron
lavadas varias veces con PBS y colectadas para ser resembradas en placas de 96
pozos a una densidad de 50,000 células/200ul. Luego de dos horas de incubacion,
las células recibieron nuevamente la DL 50 de los farmacos de los cuales habian
sobrevivido previamente. A las 24 horas se realizd un ensayo de MTT para

obtener la viabilidad celular.

5.8 ENSAYO DE TUNEL

Los reactivos utilizados en el ensayo de TUNEL fueron de la marca Roche.

Las células se crecieron en portaobjetos colocados en placas de 24 pozos.
Transcurridos 3 dias, se dio el tratamiento con eritropoyetina (Bioyetin®,
Probiomed) (0 y 250 U/ml) que se dejo actuar por 2 horas y posteriormente se
adiciono la DL 50 de los farmacos como se describio anteriormente. A las 24 horas
del tratamiento, el medio fue retirado y las células fueron fijadas con
paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4% preparado en PBS filtrado y con un pH de
7.4, por una hora, a temperatura ambiente. Las células se lavaron 2 veces con
PBS y después fueron incubadas 2 minutos a 4 °C con una solucion de triton x-
100 al 0.1% en citrato de sodio al 0.1% que habia sido recién preparado. Luego,

se lavaron dos veces con PBS y se agregaron 50 ul de la solucién de reaccion (45

ul de dUTPs acoplados al fluorocromo fluoresceina + 5 ul de la enzima TdT). La
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solucion se dej6 actuar por 1 hora en la obscuridad a una temperatura de 37 °C y
5 % de CO,. Transcurrido el tiempo, las muestras se lavaron 3 veces con PBS y
se cubrieron con medio de montaje para fluorescencia (DAKO). Las preparaciones
se analizaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss con una excitacion de 450
nm. Se analizaron 100 células de 5 campos distintos de cada preparacion y se

reportd el porcentaje promedio de células muertas.

5.9 ENSAYO DE INCLUSION DE AZUL TRIPANO.

Debido a que la doxorubicina posee fluorescencia propia (cuando se excita con
450 nm hasta 490 nm, Shinozawa et al., 1981; Veldman et al., 2005) y cuya
longitud de emisién es de 580 nm (Van Raalte et al., 1990) lo que podria interferir
en los resultados del ensayo de TUNEL pues la fluoresceina utilizada en éste tiene
una longitud de emision de 521 nm, se utiliz6 el método de inclusion de azul
tripano para evaluar el nimero de células muertas luego del tratamiento con
doxorubicina en presencia o ausencia de eritropoyetina.

Se sembraron 1,000,000 de células en placas de 6 pozos. A las 24 horas se dio el
tratamiento con rhEpo (Bioyetin®, Probiomed) (0 y 250 U/ml) que se dej6 actuar
por dos horas antes de adicionar la DL 50 de cisplatino (que se utiliz6 como
control) o de doxorubicina. A las 24 horas, las células se lavaron dos veces con
PBS y se cosecharon con 500 ul de PBS y un raspador. Luego se centrifugd 5
minutos a 3,000 rpm. El pellet se resuspendié en 500 ul de PBS y se afiadieron
500 pl de solucion de azul tripano que se encontraba a una concentracion de 0.4%

(preparado en 0.81% de cloruro de sodio y 0.06% de fosfato de potasio segun
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informacion de Sigma-Aldrich). Transcurridos 5 minutos, se tomaron 10 ul y se
colocaron en un hemocitometro. Se conté el nimero de células muertas (azules,
pues en ellas inclusiond el azul tripano) en cada uno de los 4 cuadrantes de las
esquinas y en base al niumero total de células que habia en dichos cuadrantes, se

obtuvo el porcentaje de células muertas.

5.10 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA EPO SOBRE LA MUERTE INDUCIDA POR
CISPLATINO Y DOXORUBICINA IN VIVO.

Se utilizaron ratones nu/nu atimicos (para que no rechazaran las células
inoculadas pues estas procedian de una especie distinta) hembras de 8 semanas
que fueron obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y
Nutricion, Salvador Zubiran. Grupos de 5 ratones fueron inoculados
subdérmicamente con 500,000 células HelLa en 100 ul de PBS en el costado
superior izquierdo. Luego de 3 semanas, se midieron las masas tumorales (largo x
ancho x alto) con un vernier y se comenzoé a dar el tratamiento correspondiente. El
grupo 1 recibié Unicamente solucién salina intraperitoneal y se utilizé para medir el
crecimiento natural de los tumores. El grupo 2 recibié 500 U/Kg de eritropoyetina
(Bioyetin®, Probiomed) 2 veces por semana de manera subdérmica en regiones
cercanas a la masa tumoral. El grupo 3 recibi6 cisplatino intraperitoneal una vez
por semana en una dosis de 6 mg/Kg. El grupo 4 recibi6 12 mg/Kg de
doxorubicina intraperitoneal una vez por semana. El grupo 5 recibié el tratamiento
de Epo junto con el de cisplatino y el ultimo grupo recibié Epo en conjunto con la

doxorubicina. Los tratamientos se administraron por un periodo de 6 semanas. Los
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tumores fueron medidos cada semana a las 24 horas de administrado el
tratamiento con los quimiofarmacos.

Los esquemas de tratamiento estan basados en los utilizados en pacientes
humanos. Las dosis de los quimiofarmacos, estan reportadas como dosis seguras
para el animal, es decir, que no provocan dafios renales, hepaticos, cardiacos ni
pérdida del apetito (Gao et al.,, 2006; Cemazar et al., 2006; Han et al., 2007;
Mukhopadhyay et al., 2007). El regimen empleado de la rhEpo se utilizo en base a
lo recomendado para pacientes en los que se desea mantener el nivel de
hemoglobina por encima de los 12 g/dl (Janssen-Cilag) y la dosis utilizada no
induce eventos de trombosis, siendo segura para los animales (Stiben et al.,
2001; Stuben et al., 2003).

Al inicio del estudio, no todas las masas tumorales tenian el mismo volumen pero
los grupos de ratones se formaron con animales cuyas masas tumorales eran de
volumen similar para asi poder promediar y graficar los resultados. Los resultados
fueron reportados como el nimero de veces que los tumores aumentaron o

disminuyeron su volumen.

5.11 DETERMINACION DE LA CASPASA 3 ACTIVA.

Se utiliz6 el kit de BioVision Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit.
Brevemente, se sembraron 1,000,000 de células en placas de 6 pozos y se
dejaron crecer por 24 horas. Luego de esto, se trataron con rhEpo (Bioyetin®,
Probiomed y Sigma-Aldrich) (0 y 250 U/ml) que se dejo actuar por dos horas luego
de las cuales se afiadio la DL 50 de los farmacos. A las 24 horas del tratamiento

se extrajo la proteina total. Para extraer la proteina total, las células se lavaron 2
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veces con PBS frio y después se colectaron con raspador en 500 ul de PBS frio.
Se centrifugd 5 minutos a 5,000 rpm en una micro centrifuga Eppendorf mini-spin
a 4 °C. El pellet se resuspendi6 en 50 ul de buffer de lisis (BioVision CA)
(apéndice) y se dejo incubar 10 minutos en hielo. Pasado el tiempo, se centrifugd
1 minuto a 12,500 rpm a 4 °C y el sobrenadante se transfirié a tubos eppendorf
nuevos. Las muestras se almacenaron en un ultracongelador Sanyo a -80 °C. La
concentracion total de proteina se determiné mediante el kit Bio-Rad DC Protein
Assay (el cual esta basado en el método de Lowry, que detecta principalmente
aminoacidos como la tirosina, el triptéfano y en menor medida la cistina, la cisteina
y la histidina).

Se tomaron 120 ug de proteina de cada muestra, los cuales fueron incubados con
el substrato de caspasa 3 contenido en el kit por dos horas a 37 °C.
Posteriormente, las muestras se analizaron en un lector de placas a 405 nm. Los
datos se reportaron como densidad Optica. La densidad Optica se relaciona de

manera directamente proporcional con la cantidad de caspasa 3 activa.

5.12 ENSAYOS DE DETECCION DE SENESCENCIA.

Se utilizé el kit de BioVision Senescence Detection Kit, el cuél esta basado en la
deteccion de la P-galactosidasa celular. Se sembraron 700,000 células en
portaobjetos dentro de placas de 12 pozos y se dejaron crecer por 3 dias.
Transcurrido este tiempo, se dio el tratamiento con rhEpo (Bioyetin®, Probiomed)
(0O y 250 U/ml) y la dosis letal media de los farmacos como se indico

anteriormente. A las 24 horas, se retird6 el medio y las células se lavaron una vez
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con PBS para después ser fijadas con solucion fijadora (apéndice) por 15 minutos
a temperatura ambiente. Luego, se lavé dos veces con PBS y se agrego la mezcla
para tincion (470 ul solucidén de tincion + 5 ul suplemento de tincion + 25 pl
solucion X-Gal) (apéndice) y se incubd por toda la noche a 37 °C en la obscuridad.
Las muestras se cubrieron con glicerol al 70 % y fueron almacenadas a 4 °C para
su posterior analisis en el microscopio. Las células positivas se observan de color
azul debido a que las células senescentes contienen mayor cantidad de la enzima
B-galactosidasa que las células no senescentes, ademas de expresarse
constitutivamente, y esta enzima, corta su substrato artificial, el X-Gal que fue
agregado durante el método. Cuando los productos del corte del X-Gal se oxidan,
se obtiene el color azul que se observa. Se analizaron 100 células de 5 campos
distintos de cada preparacion y se reportd el porcentaje promedio de células

positivas (senescentes).

5.13 ANALISIS ESTADISTICO.
Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Statistica version 6
(StatSoft). Los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA seguida de

una prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas si P < 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1 DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 DE LOS QUIMIOFARMACOS

El primer objetivo fue determinar la dosis de cada uno de los quimiofarmacos que
induce la muerte del 50% de las células (dosis letal 50 o DL 50) en los cultivos de
las tres lineas celulares utilizadas. Para esto se expuso a las células a
concentraciones crecientes de cada farmaco por 24 horas y se evaludé el
porcentaje de viabilidad respecto al control. Los datos obtenidos fueron analizados
mediante una regresion lineal para el calculo de la DL 50. Los resultados para
cada farmaco y linea celular se presentan en la tabla 2. Las DL 50 presentadas en

la tabla son las que se utilizaron a lo largo de este trabajo.

Tabla 2. Dosis letal 50 de los quimiofarmacos.

DOSIS LETAL 50

UIMIOFARMACO
Q (M)

HelLa SiHa C33

Cisplatino 11.6 16.6 36.6
Paclitaxel 0.585 | 0.644 5.85
Tamoxifén 30.9 26.9 26.9
Doxorubicina 73.6 174 128
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6.2 EVALUACION DE LOS EFECTOS PREVENTIVOS DE LA rhEpo SOBRE LA
MUERTE INDUCIDA POR LOS QUIMIOFARMACOS

Existen reportes que muestran un efecto protector de la eritropoyetina exdgena
cuando es administrada como terapia para corregir la anemia en los pacientes con
cancer (Henke et al., 2006; Saintigny et al., 2007). Por lo tanto el objetivo principal
de este trabajo fue el de evaluar si la rhEpo es capaz de proteger a células
derivadas de carcinoma cervical de la muerte por farmacos que actian de distinta
manera. Los farmacos estudiados fueron cisplatino, doxorubicina (inductores de
apoptosis), paclitaxel (inductor de catastrofe mitética) y tamoxifén (inductor de
autofagia). Aunque como se mencion6 anteriormente el tamoxifén no se utiliza
para tratar el cancer cervicouterino, en este trabajo se utilizé por ser un inductor de
autofagia, otro tipo de muerte celular sobre el cual se deseaba estudiar el efecto
de la rhEpo. Con la finalidad de estudiar si la rhEpo era capaz de prevenir la
muerte celular, se estimulé con diferentes concentraciones de rhEpo antes de
administrar la DL 50 de los farmacos y se analizé la viabilidad celular mediante el
ensayo de MTT. Para el caso de cisplatino se encontr6 que conforme se aumenté
la cantidad de rhEpo, aument6 el porcentaje de viabilidad celular (Figura 5). En la
linea celular HeLa (Figura 5 A), a partir de 15 U/ml de rhEpo, se obtuvieron efectos
preventivos (P < 0.05) y a partir de 60 U/ml de rhEpo, se obtuvo mayor viabilidad
celular que en el control (P < 0.05), lo que sugiere que la rhEpo ademas de
prevenir al 100% de las células de la muerte por cisplatino, induce proliferacién
celular. En contraste, en la linea celular SiHa, nunca se logré la prevencion de la
muerte del 100% de las células, ni con la dosis maxima empleada que fue de 125

U/ml. Sin embargo, la prevencién fue significativa a partir de 15 U/ml (P < 0.05)
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(Figura 5B). El efecto preventivo se observé de igual manera en la linea celular
C33 (P < 0.05 para todas las concentraciones de rhEpo) (Figura 5 C) y con 125
U/ml de rhEpo se observd mas viabilidad celular que en el control (P < 0.05).

Por otro lado, el efecto preventivo de la rhEpo también se observé sobre la muerte
inducida por paclitaxel (Figura 6) sin embargo, en ningun caso logré prevenir la
muerte del 100% de las células. En la linea celular HeLa (Figura 6 A) a partir de 15
U/ml se tienen efectos preventivos (P < 0.05). La linea celular SiHa es la
excepcion, pues no hubo prevencion de la muerte por paclitaxel (Figura 6 B) (P >
0.05). En C33 conforme aumenta la concentraciéon de rhEpo aumenta la viabilidad
celular, y la prevencioén es significativa a partir de 15 U/ml de rhEpo aunque nunca
se alcanza la prevencion del 100% de las células (Figura 6 C).

El tercer farmaco estudiado fue el tamoxifén, y una vez més la rhEpo previno a la
poblacién celular de la muerte inducida por éste (Figura 7). En la linea celular
HelLa, 125 U/ml de rhEpo previnieron la muerte del 100% de las células (P < 0.05)
(Figura 7 A). En la linea celular SiHa, la prevencion fue significativa desde la dosis
mas pequefia de rhEpo que fue de 7.5 U/ml (P < 0.05) y 30 U/ml son suficientes
para prevenir la muerte del 97% de las células (Figura 7 B). En la linea celular
C33, no hubo cambios significativos cuando se administro rhEpo (Figura 7 C).

Por ultimo, y de suma importancia, no se encontré efecto preventivo de ninguna de
las dosis de rhEpo sobre la muerte por doxorubicina en ninguna de las lineas
celulares (Figura 8) (P > 0.05). En la linea celular HeLa, cuando se administraron
125 U/ml de rhEpo se observo incluso que el efecto citotoxico de la doxorubicina

aumento (P < 0.05) (Figura 8 A). Asi mismo, en la linea celular SiHa, 7.5 U/ml de

53



rhEpo aumentaron los efectos citotoxicos del quimiofarmaco (P < 0.05) (Figura 8

B).
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Figura 5. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por cisplatino.

Las lineas celulares HelLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las dosis
indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de cisplatino para cada
linea celular. A las 24 horas se realiz6 una prueba de MTT. Cada barra representa el
promedio de 3 experimentos independientes cada uno por duplicado con su
desviacion estdndar. * P < 0.05 en comparacion con la DL 50 y 0 U/ml de rhEPO.

® Aumento significativo en comparacion con el control (P < 0.05).
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Figura 6. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por paclitaxel.

Las lineas celulares HelLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las
dosis indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de paclitaxel
correspondiente para cada linea celular. A las 24 horas se realiz6 una prueba de
MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada
uno por duplicado con su desviacién estandar. * P < 0.05 en comparacién con
la DL 50 y 0 U/ml de rhEPO.
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Figura 7. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por tamoxifén.

Las lineas celulares HelLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las
dosis indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de tamoxifén
correspondiente para cada linea celular. A las 24 horas se realiz6 una prueba de
MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada
uno por duplicado con su desviacién estandar. * P < 0.05 en comparacion con la
DL 50 y 0 U/ml de rhEPO.
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Figura 8. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por doxorubicina.

Las lineas celulares HelLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las dosis
indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de doxorubicina
correspondiente para cada linea celular. A las 24 horas se realiz6 una prueba de
MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada
uno por duplicado con su desviacion estandar. * P < 0.05 en comparacion con la
DL 50 y 0 U/ml de rhEPO.
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6.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE rhEPO SOBRE LA
MUERTE DE CELULAS TUMORALES MEDIADA POR CISPLATINO Y
DOXORUBICINA EN UN MODELO MURINO

Los analisis anteriores realizados in vitro, mostraron que la administracion de
rhEpo en conjunto con algunos quimiofarmacos puede tener efectos preventivos
sobre la muerte inducida por éstos, por lo que se decidié evaluar dicho efecto in
vivo utilizando un modelo murino. Los quimiofarmacos utilizados para este estudio
fueron el cisplatino y la doxorubicina. El cisplatino se utilizé debido a que es el
farmaco utilizado como quimioterapia base en los tumores cervicales y porque la
rhEpo resultdé tener efectos preventivos sobre la muerte que éste induce. La
doxorubicina se consider6 para este estudio ya que de los quimiofarmacos
estudiados en este trabajo fue el Unico sobre el cual la rhEpo no tuvo un efecto
preventivo. Para estos ensayos se indujo el crecimiento de tumores en ratones
atimicos mediante la inoculaciéon de células HeLa como se describi6 en la seccion
de materiales y métodos. Cada grupo estaba formado por 5 ratones.

Como se muestra en la figura 9, los tumores de los ratones control, que
Unicamente recibieron solucién salina, presentaron un crecimiento continuo hasta
el noveno dia, y a lo largo del experimento, nunca redujeron su volumen. Los
tumores del grupo de animales que recibié Unicamente rhEpo incrementaron su
volumen a lo largo del experimento y la tasa de crecimiento de este ultimo grupo
fue mayor que la que present6 el grupo control (P = 0.045).

Los tumores del grupo que recibié Unicamente tratamiento con cisplatino redujeron
su volumen al final del experimento (P < 0.01), en cambio, los tumores de los

animales que recibieron rhEpo junto con el cisplatino se comportaron de forma
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semejante a los del grupo control y nunca disminuyeron su volumen por debajo del
volumen inicial, presentandose en este grupo la muerte de un animal (Figura 9 A).
Por lo tanto, los efectos protectores observados de la rhEpo in vitro sobre la
muerte mediada por cisplatino se repitieron en este ensayo in vivo.

Por otro lado, los tumores tratados con doxorubicina presentaron un decremento
significativo en su volumen con respecto a los controles (P < 0.01) y los que solo
recibieron rhEpo (P < 0.01). Como se observa en la figura 9B, el tratamiento
conjunto de doxorubicina y rhEpo indujo un decremento significativo del volumen
tumoral con respecto al mostrado por el grupo control (P < 0.01). Sin embargo, el
efecto de la doxorubicina fue menor cuando se administré en conjunto con rhEpo
que cuando se aplicd sola. Estos resultados sugieren que existe un efecto
preventivo de la rhEpo sobre la muerte inducida por doxorubicina in vivo que no se

observa en estudios in vitro.
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Figura to con
cisplatino y doxorubicina de tumores en un modelo murino.
Grupos de 5 ratones atimicos fueron inoculados con 500,000 células HelLa. Después
de 3 semanas los ratones fueron tratados con cisplatino, cisplatino + rhEPO,
doxorubicina y doxorubicina + rhEPO, rhEPO o bien con solucion salina como control
negativo. Los quimiofarmacos y la solucion salina fueron administrados
intraperitonealmente y la rhEPO subcutaneamente. El desarrollo de los tumores fue
monitoreado el dia 2 y posteriormente cada 7 dias. Cada punto representa el promedio
del nimero de veces que aumenté o disminuy6 el volumen tumoral con su desviaciéon

volumen tumoral (%)

Crecimiento/Decremento del

estandar. * P < 0.05 con respecto al grupo control. + P < 0.05 con respecto al grupo

rhEpo. * P < 0.05 con respecto al grupo cisplatino. ¢ P < 0.05 con respecto al grupo
doxorubicina.
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6.4 INHIBICION DEL RECEPTOR DE ERITROPOYETINA CON LOVASTATINA
Los resultados obtenidos sugieren que la rhEpo tiene un efecto preventivo sobre la
muerte inducida por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén. Para demostrar que dicho
efecto es mediado por el receptor para Epo, se realizaron ensayos de inhibicion de
la expresion del mismo utilizando lovastatina. La lovastatina es un miembro de los
medicamentos conocidos como estatinas. Las estatinas son un grupo de
medicamentos empleados para tratar la hipercolestemia que inhiben la enzima
reductasa de HMG-CoA (Coenzima A de 3 hidroxi-3 metilglutaril). Al inhibir la
reduccion de HMG-CoA se inhibe la via del mevalonato, o que disminuye por un
lado, la biosintesis de colesterol y por otro, la produccién de compuestos
necesarios para la glicosilacion y la geranilgeranilacién de proteinas en el reticulo
endoplasmico y el aparto de Golgi (Hamadmad et al., 2007). La glicosilacion y la
geranilgeranilacion son modificaciones post-traduccionales necesarias para la
correcta maduracion y expresion en la superficie celular del receptor de
eritropoyetina (Yoshimura et al., 1990; D’ Andrea et al., 1990; Hamadmad et al.,
2006).

Los resultados muestran que el efecto preventivo de la rhEpo sobre la muerte
inducida por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén se abate cuando la expresion del
receptor para Epo es inhibido mediante el uso de lovastatina (Figura 10). Estos
resultados indican que el efecto preventivo de la rhEpo es mediado por la

interaccién entre ésta y su receptor.
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Figura 10. Inhibicion del receptor de rhEPO con lovastatina.

Células HelLa fueron tratadas con 20 uM de lovastatina por 20 horas. Después, las
células recibieron rhEpo y 2 horas mas tarde la DL 50 de cisplatino (A), paclitaxel
(B), tamoxifén (C) y doxorubicina (D). A las 24 horas se realizé un ensayo de MTT.
Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada uno

por triplicado con su desviacién estandar. * P <0.05.
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6.5 ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE JAK 2 EN LOS EFECTOS DE LA
rhEPO SOBRE LA MUERTE INDUCIDA POR CISPLATINO, PACLITAXEL Y
TAMOXIFEN.

Nuestros resultados muestran que el efecto protector de la rhEpo sobre la muerte
inducida por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén se debe a la union de la rhEpo a su
receptor (EPO-R). Por otro lado, se sabe que la union de la Epo a su receptor, el
cual existe como un homodimero preformado (Rossert et al., 2005), induce que las
dos regiones citoplasmicas de dicho receptor se aproximen mas entre si, lo cual a
su vez, permite que las moléculas de JAK 2 que se encuentran en estas regiones
qgueden lo suficientemente cerca y se transfosforilen. Una vez fosforiladas, estas
moléculas de JAK 2 son capaces de fosforilar al EPO-R con lo que éste queda
activado (Witthuhn et al., 1993). Una vez activado, el EPO-R es capaz de activar
diversas vias de sefalizacién implicadas en procesos de proliferacién e inhibicién
de la muerte celular. Por lo tanto, para determinar si el efecto protector inducido
por la rhEpo es mediado por JAK 2, se inhibié dicha molécula con Tirfostina AG
490, la cual es capaz de inhibir moléculas JAK bloqueandolas al unirse a ellas.
Cuando se inhibié a JAK 2 antes de los tratamientos, se obtuvo que la prevencion
que genera la rhEpo sobre la muerte por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén se
abate, lo cual sugiere que JAK 2 es necesaria para mediar las vias de sefializacion
implicadas en el efecto preventivo observado luego de la union de la Epo exdégena

a su receptor (Figura 11).
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Figura 11. Inhibicién de JAK 2 con Tirfostina AG 490.

Células HelLa fueron tratadas con 250 uM de Tirfostina AG 490 por 16 horas. Después,
las células recibieron rhEPO y 2 horas mas tarde la DL 50 de cisplatino (A), paclitaxel
(B), tamoxifén (C) y doxorubicina (D). A las 24 horas se realiz6 un ensayo de MTT.
Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada uno por

triplicado con su desviacion estandar. * P <0.05.
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6.6 EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA rhEPO SOBRE LA APOPTOSIS
MEDIANTE EL METODO DE TUNEL

Luego de encontrar que la rhEpo protege de la muerte inducida por cisplatino,
paclitaxel, tamoxifén y sabiendo que los quimiofarmacos utilizados en este trabajo
pueden producir diferentes tipos de muerte celular, se decidié evaluar la apoptosis
utiizando el ensayo de TUNEL. Este ensayo permiti6 conocer si los
quimiofarmacos producen apoptosis en células derivadas de carcinoma cervical
como Hela y si la rhEpo influye sobre este tipo de muerte en particular. Se debe
sefalar que el ensayo del TUNEL también es capaz de detectar células
necroticas.

En los cultivos sin tratamiento se observé un nimero basal de células muertas que
correspondié a un 11%. El numero de células muertas incrementé hasta 19%
cuando se administro rhEpo (P = 0.0474) (Figura 12 A).

El tratamiento con cisplatino elevo el porcentaje de células muertas hasta un 59%
(P = 0.0001). Sin embargo cuando las células fueron pre-tratadas con rhEpo el
porcentaje de células muertas fue solo del 32% (P = 0.0015). Esto indica que el
cisplatino induce apoptosis y/o necrosis y que la rhEpo bloquea este tipo de
muerte celular (Figura 12 B). Segun lo reportado, la dosis de cisplatino empleada
aqui, es inductora de apoptosis.

De la misma forma, el paclitaxel elevé el nUmero de células muertas hasta un 62%
(P = 0.0001) mientras que el pre-tratamiento con rhEpo redujo el porcentaje de
muerte a 33% (P = 0.0005) (Figura 12 C).

Por otro lado, los cultivos tratados con tamoxifén mostraron un 62% de células

muertas (P = 0.0001), y el porcentaje disminuyd hasta un 24% de células muertas
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cuando se estimulé previamente con rhEpo (P = 0.0007), mostrando asi que la
rhEPO protege a las células de la muerte por apoptosis y/o necrosis inducida por
tamoxifén (Figura 12 D).

Ahora bien, la doxorubicina posee fluorescencia propia (Minchinton et al., 2006)
(Figura 12 E) y la técnica de TUNEL se basa justamente en el marcaje
fluorescente de las células muertas, por lo tanto, se procedid a analizarlas
mediante un ensayo de inclusién de azul tripano, el cual penetra sdlo en las
células en proceso de muerte que presentan perforaciones en su membrana
citoplasmica y por lo tanto se tifien de color azul. Se utilizaron 0 y 250 U/ml de
rhEpo y las DL 50 de cisplatino y de doxorubicina en células HeLa. La tabla 3
muestra el promedio de 3 conteos independientes que se realizaron de las células
muertas de cada grupo. De acuerdo con los resultados de esta prueba, la rhEpo
es capaz de proteger a las células de muerte por cisplatino (P = 0.0105) pero no
induce proteccién sobre la muerte por doxorubicina tal y como se observé en las
pruebas previas. Coincidentemente, en esta prueba se observo que el tratamiento
con rhEpo previo a la doxorubicina aumenta el numero de células muertas (P =

0.0194) (Tabla 3).
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Figura 12. Efecto de la rhEPO sobre la muerte evaluado por TUNEL.

Células Hela recibieron 0 (EPO -) y 250 U/ml (EPO +) de rhEPO (A) y 2 horas
después la DL 50 de los quimiofarmacos cisplatino (B), paclitaxel (C), tamoxifén (D) o
doxorubicina (E). 24 horas después se realiz6 un ensayo de TUNEL. Las células
fluorescentes son células muertas (por apoptosis 0 necrosis). Se muestra el porcentaje

de células muertas. * P < 0.05 con respecto al control. ~ P < 0.05 con respecto al

grupo que no recibié rhEpo y solo la DL 50 del quimiofarmaco correspondiente.
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Tabla 3. Evaluacién del porcentaje de células muertas por el ensayo de
inclusion de azul tripano.

| Células muertas | (%) *

. rhEPO (U/ml)
Farmaco 0 250
Cisplatino 53.64 39.30 ¢
Doxorubicina 47.30 55.16 %

*Se muestra el promedio de 3 conteos independientes. P < 0.05 con respecto al
grupo cisplatino. ® P < 0.05 con respecto al grupo doxorubicina.

6.7 ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE CASPASA 3 ACTIVA

Los resultados del ensayo de TUNEL mostraron que la rhEpo es capaz de inhibir
la muerte por apoptosis y/o necrosis mediada por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén.
Se sabe que un elemento clave en el proceso apoptético es la activacion de la
caspasa efectora 3. Por otro lado se sabe que la Epo inhibe esta caspasa
activando la via PI3K/AKT (Spivak, 2005). Debido a lo anterior, se decidio evaluar
la cantidad de caspasa 3 activa inducida por los diferentes tratamientos.

Los tratamientos con cisplatino y doxorubicina incrementaron 3 veces la cantidad
de caspasa 3 activa con respecto a los niveles basales presentes en cultivos
celulares sin tratar (P < 0.01) (Figura 13). Por el contrario el tratamiento con
paclitaxel y tamoxifén, no produjo cambio en el nivel basal de caspasa 3 (P >
0.05), lo cual sugiere que la apoptosis mediada por estos quimiofarmacos no

depende de la activacion de esta caspasa (Figura 13).
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Interesantemente el pre-tratamiento con eritropoyetina redujo la cantidad de
caspasa 3 activa inducida por cisplatino solo un 17% (P = 0.0883) y en el caso de
la doxorubicina s6lo un 10% (P = 0.0887), esto parece sugerir que el efecto
preventivo observado de la rhEpo sobre la muerte inducida por cisplatino no
depende exclusivamente de la induccion de la inhibicion de la actividad de esta
caspasa y que la rhEpo podria inducir el bloqueo de otros elementos importantes

en la muerte por este quimiofarmaco.
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Figura 13. Determinacién de caspasa 3 activa.

Células Hela recibieron unicamente la DL 50 de los quimiofarmacos (barra
blanca) o fueron pre-tratadas con 250 U/ml de rhEpo y posteriormente
recibieron la DL 50 de los quimiofarmacos (barra negra). A las 24 horas se
extrajo la proteina total y se incubé con el substrato de la caspasa 3 activa por
dos horas. Después, se midio la absorbancia a 405 nm. Cada barra representa
el promedio de 5 experimentos independientes por triplicado con su desviacion

estandar. * P < 0.01 con respecto al control.
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6.8 EFECTO DE LA rhEPO SOBRE LA SENESCENCIA CELULAR

Debido a que se ha sugerido que las células que sobreviven al tratamiento con
paclitaxel y rhEpo estan en un estado senescente (Hardee et al., 2006), y
sabiendo que algunos quimiofarmacos como el cisplatino (Fang et al., 2007;
Sedletska et al., 2005) y la doxorubicina (Elmore et al., 2005; Maejima et al., 2007;
Joyner et al., 2006; Lanvers-Kaminsky et al., 2005; Eom et al., 2005; Rebbaa et
al., 2003) inducen senescencia en distintos tipos celulares, se evaluo la presencia
de células senescentes detectando la sobre-expresion de la p—galactosidasa luego
de los diferentes tratamientos en células HelLa. Los porcentajes que se mencionan
a continuacion son el promedio de 5 conteos que se realizaron de cada
preparacion y de 2 experimentos independientes.

Los cultivos de células sin tratamiento presenté el 33% de células en estado
senescente y cuando se dio tratamiento con rhEpo el porcentaje aument6 a 65%
(P = 0.0005) (Figura 14 A).

El tratamiento con cisplatino no modifico el nimero basal de células senescentes
(37%) (P = 0.0651) y cuando se dio el pre-tratamiento con rhEpo, el porcentaje fue
igual que el del grupo tratado sdélo con rhEpo (P = 0.0705). Estas observaciones
indican que el cisplatino no induce senescencia celular (Figura 14 B).

El tratamiento con paclitaxel tampoco produjo células senescentes ya que el
porcentaje fue igual al del grupo control, 32% (P = 0.5614). Sin embargo, cuando
se pre-trataron las células con rhEpo, el nimero de células senescentes se redujo

significativamente hasta 15% (P = 0.0007), lo cual sugiere que el paclitaxel no
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induce senescencia y que incluso inhibe la senescencia basal y la inducida por la
rhEpo (Figura 14 C).

El tamoxifén por su parte, si produjo células senescentes pues el porcentaje
aumento al 61% (P = 0.0043). Cuando se pre-tratdé con rhEpo, el porcentaje de
células senescentes se redujo a niveles basales (31%), o que al parecer sugiere
que, en este caso, es la rhEpo la que inhibe la senescencia inducida por el
quimiofarmaco (Figura 14 D).

Por ultimo, el tratamiento con doxorubicina incrementd el porcentaje de células
senescentes hasta un 57% (P = 0.0006) e interesantemente, este porcentaje
disminuy6 hasta 22% cuando se pre-trataron las células con rhEpo (P = 0.0053).
Lo anterior indica que la doxorubicina incrementa el numero de células

senescentes pero la rhEpo es capaz de inhibir esta senescencia (Figura 14 E).
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Figura 14. Efecto de la rhEPO sobre la senescencia.

Células HelLa recibieron 0 (EPO -) o 250 U/ml (EPO +) de rhEPO (A) y 2 horas
después la DL 50 de los quimiofarmacos cisplatino (B), paclitaxel (C), tamoxifén
(D) o doxorubicina (E). 24 horas después se analizé la expresion constitutiva de

la B—galactosidasa. Las células azules son células senescentes. * P <0.05 con
respecto al control. » P < 0.05 con respecto al grupo que no recibio rhEpo y solo
la DL 50 del quimiofarmaco correspondiente.
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6.9 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LA rhEPO PARA INDUCIR
RESISTENCIA CELULAR A LOS QUIMIOFARMACOS

Nuestros resultados muestran que la rhEpo es capaz de prevenir la muerte de las
lineas celulares. Por otro lado, se ha reportado que la rhEpo es capaz de inducir
resistencia a la radioterapia en células derivadas de carcinoma cervical (Belenkov
et al., 2004). Sin embargo, se ha sugerido que una vez que se retira la rhEpo del
cultivo, las células mueren como ocurre en el cultivo que no recibe el pre-
tratamiento con rhEpo. Debido a estos hechos contrastantes, en este trabajo
investigamos qué ocurria con las células que sobrevivian a los tratamientos con y
sin rhEpo y si ésta seria capaz de inducir resistencia a los quimiofarmacos.

Para este estudio se recuperaron las células que sobrevivieron a la administracion
de la DL 50 de cada quimiofarmaco y se cultivaron nuevamente en presencia del
mismo farmaco. De igual forma, las células pre-tratadas con rhEpo que
sobrevivieron al quimiofarmaco fueron colectadas e incubadas nuevamente en
presencia del farmaco correspondiente.

El re-tratamiento con cisplatino de las células que habian sobrevivido a la DL 50
de este farmaco indujo que sélo el 28% del cultivo sobreviviera, mientras que en
las células sobrevivientes al pre-tratamiento con rhEpo y cisplatino la re-exposicion
a la DL 50 produjo el 24% de viabilidad celular (Figura 15 A). La viabilidad celular
disminiyé en ambos casos significativamente en comparacion con las células que

recibieron la DL 50 por primera vez, en donde se obtuvo el 56% de viabilidad
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celular. Estos resultados demuestran que la rhEpo no induce resistencia al
tratamiento con cisplatino.

La re-exposicion a la DL 50 de las células sobrevivientes al tratamiento con
paclitaxel resulté en un 55% de viabilidad celular (P = 0.2321). En cambio, en las
células que sobrevivieron al pre-tratamiento con rhEpo y paclitaxel se observo la
viabilidad del 71% del cultivo (P = 0.0405), lo que sugiere que la rhEpo induce
resistencia a la muerte por paclitaxel (Figura 15 B).

Las células que habian sobrevivido al tratamiento con tamoxifén y fueron re-
expuestas, presentaron una viabilidad celular del 66% (P = 0.0413) mientras que
las células que habian sobrevivido al pre-tratamiento con rhEpo y tamoxifén
presentaron una viabilidad del 68% del cultivo, lo que sugiere que la resistencia
que se observa es consecuencia del propio quimiofarmaco y no de la rhEpo
(Figura 15 C).

Por dltimo, se encontr6 que la re-exposicion a la DL 50 de las células
sobrevivientes a la doxorubicina produjo el 55% de viabilidad celular (P = 0.4395).
Por otro lado las células que sobrevivieron al pre-tratamiento con rhEpo y
doxorubicina y fueron re-expuestas a la DL 50 alcanzaron un 66% de viabilidad
celular (P = 0.0189), lo que parece sugerir que la rhEpo induce una ligera

resistencia a la doxorubicina (Figura 15 D).
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Figura 15. Efecto de la rhEPO sobre la adquisicion de resistencia.

50,000 células Hela sobrevivientes al tratamiento con cisplatino (A), paclitaxel (B),
tamoxifén (C) y doxorubicina (D), y células sobrevivientes que habian sido pre-tratadas
con 250 U/ml de rhEpo, fueron re-expuestas a la DL 50 del quimiofarmaco
correspondiente. El porcentaje de viabilidad celular fue evaluado a las 24 hrs mediante la
prueba de MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes con

su desviacion estandar. * P < 0.05 en comparacion con el control (células sin tratamiento
previo + la DL 50). 4 Diferentes significativamente entre si (P < 0.05). 76



VII. DISCUSION

La quimioterapia del cancer cervicouterino se basa en el uso de una serie de
farmacos que tienen la capacidad de inducir la muerte de las células tumorales a
través de diferentes mecanismos, siendo la apoptosis el mas importante. En
contraste, una de las funciones principales de la Epo es proteger a las células que
expresan el EPO-R de la muerte por apoptosis (Spivak et al., 1991). Dado que las
células de cancer cervicouterino expresan el EPO-R, en el presente trabajo
investigamos si la rhEpo podria tener un efecto protector contra la muerte inducida
por algunos de los quimiofarmacos mas comunmente usados para el tratamiento
del cancer cervical.

Se probaron cuatro quimiofarmacos: cisplatino, paclitaxel, tamoxifen vy
doxorubicina. La primera observacion fue, que cuando se determiné la dosis letal
50 para el cisplatino, la linea celular HelLa requiri6 de una dosis menor en
comparacion con las lineas SiHa y C33 (Tabla 1). Lo mismo se presento en el
caso de la doxorubicina, lo que indica que las células que presentan VPH tipo 18
como las células HelLa, son mas susceptibles a la muerte por estos
quimiofarmacos. Con respecto a lo anterior, se ha propuesto que la causa de ésto
es que las células con VPH-18 presentan mayor activacion de la proteina p21
luego de los tratamientos con cisplatino y doxorubicina que las células que
presentan VPH tipo 16 (Funaoka et al., 1996). La proteina p21 es capaz de regular
que el ciclo celular se detenga y que se induzca senescencia cuando hay dafos
en el ADN (Child et al.,, 2006), como los que generan el cisplatino y la

doxorubicina. La linea celular C33 presentd la DL 50 mas alta de las tres lineas
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para el caso del cisplatino. Lo anterior sugiere que las células cervicales que
sufren una transformacion maligna independiente de la infeccion con VPH son
mas resistentes a este quimiofarmaco. Esto mismo ocurrié cuando se determind la
DL 50 del paclitaxel, en donde la linea celular C33 presento la dosis mas alta. No
hubo diferencias significativas entre las dosis de HeLa y SiHa, lo que sugiere que
el tipo de VPH presente no modifica la susceptibilidad al paclitaxel.

Para el caso del tamoxifén, se sabe que su principal mecanismo de accion es la
union a los receptores de estrégenos para evitar que los estrégenos se unan a
éstos, lo que induce muerte por autofagia en las células (Inoki et al., 2005). Sin
embargo, se ha encontrado otro mecanismo de accién que es inependiente de la
presencia de los receptores de estrogenos y que involucra la generacion de
especies reactivas de oxigeno, lo que culmina en muerte por apoptosis (Lee et al.,
2000). Esto ultimo podria ser lo que ocurre en las células de carcinoma cervical
que estudiamos aqui, ya que la linea HelLa carece de receptores de estrogenos
(Maminta et al., 1991) mientras que SiHa y C33 si los presentan (Ruutu et al.,
2006; Chen et al., 2001), y sin embargo, las DL 50 para las tres lineas fueron muy
semejantes (Tabla 1). Ademas, se ha reportado que cuando el tamoxifén induce
autofagia, las dosis empleadas son mucho menores que cuando induce apoptosis
(Lee et al., 2000). Por ejemplo, en la linea celular derivada de carcinoma de
mama, MCF-7, positiva para receptores de estrégenos y en la cuél se ha
encontrado el tamoxifén induce autofagia, la DL 50 es de s6lo 0.107 uM (Guthrie
et al., 1997), mientras que para las células de carcinoma cervical nuestras dosis

fueron superiores a 20 uM.
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En general, se considera a la linea SiHa como multiresistente, es decir, resistente
a varios farmacos entre los que se encuentra la doxorubicina (Ding et al., 2000),
por lo que no sorprende que esta linea haya presentado la DL 50 mas alta para
este farmaco.

Nuestros ensayos de prevencion de muerte mostraron que la adicion de rhEpo
protege a células derivadas de carcinoma cervical contra la muerte inducida por
cisplatino, paclitaxel y tamoxifén pero parece no tener efecto sobre la muerte
inducida por doxorubicina.

El cisplatino es el farmaco base en la quimioterapia del cancer cervical y nuestros
resultados indican que el pretratamiento de células Hela, SiHa y C33 con rhEpo
(a partir de 7.5 U/ml) puede disminuir la muerte provocada por este quimiofarmaco
(Figura 5). En un estudio previo, Belenkov et al., (2004) demostraron que el
tratamiento con 30 U/ml de rhEpo inducia un decremento de la sensibilidad de la
linea celular HT100, derivada de cancer cervical, al cisplatino. De la misma
manera, Acs et al., (2003) demostraron que conforme aumentaban la cantidad de
rhEpo (desde O hasta 200 U/ml) previa al tratamiento con cisplatino por 48 horas
en células Hela, el porcentaje de células apoptoticas disminuia. Es importante
hacer notar que en los trabajos mencionados se estudié el efecto de la rhEpo
Unicamente in vitro, y en nuestro caso decidimos investigar tal efecto in vivo
(Figura 9). La aplicacion simultanea de concentraciones farmacolégicas de rhEpo
y cisplatino en ratones con tumores, indujo una inhibicion significativa del efecto
del cisplatino en las masas tumorales. Estos datos apoyan fuertemente lo

observado in vitro, y representan una evidencia experimental que alerta del riesgo
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de utilizar este esquema mixto para el tratamiento de anemia y cancer cervical en
los seres humanos.

Hasta el momento, el nuestro, es el primer trabajo en donde se estudiaron los
efectos de la rhEpo sobre la muerte inducida por doxorubicina, paclitaxel y
tamoxifén en lineas celulares derivadas de carcinomas cervicales, esto debido
quizds a que toda la atencion se ha puesto en el cisplatino, pues es el
quimiofarmaco mas utilizado para tratar los tumores cervicales. Sin embargo, el
efecto de la rhEpo sobre la muerte mediada por la doxorubicina, el paclitaxel y el
tamoxifén ha sido estudiado en células derivadas de otros carcinomas y en células
no tumorales (ver acontinuacion). Por ejemplo, nuestros resultados contrastan con
lo encontrado en miocitos cardiacos murinos, en donde a partir de 1 U/ml de rhEpo
se observa un efecto protector sobre la muerte que induce la doxorubicina (Kim et
al., 2007; Fu et al., 2007). Lo anterior podria deberse, a que la muerte de
cardiomiocitos luego del tratamiento con doxorubicina, se debe a la produccion de
ERO y al aumento en la concentracién de calcio intracelular (Kim et al., 2006),
mientras que estos mecanismos no son los principales inductores de la actividad
antitumoral de éste quimiofarmaco (Bruynzeel et al., 2007), si no la intercalacién
en el ADN y la inhibicién de enzimas como la topoisomerasa Il. Por su parte, se ha
encontrado que la Epo protege a las células cardiacas de los efectos de los
radicales libres y del estrés oxidativo (Li et al.,, 2006). Por lo tanto, podemos
sugerir que la rhEpo protege de la muerte por ERO, pero no de la muerte por otros
de los mecanismos inducidos por la doxorubicina, lo que da como resultado la
proteccion encontrada en los miocitos y la falta de esta proteccion en las células

tumorales estudiadas aqui. El hecho de que en las lineas celulares derivadas de
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cancer cervical, la doxorubicina fue el Unico quimiofarmaco de los estudiados
sobre el cual la rhEpo no tuvo efecto, nos llevd a realizar este estudio en un
modelo murino (Figura 9). Interesantemente, se observo que los tumores de los
animales que recibieron rhEpo junto con la doxorubicina presentaron una
reduccion de volumen menor que los que recibieron doxorubicina Unicamente.
Podriamos sugerir que la rhEpo podria tener efectos protectores parciales sobre la
muerte inducida por la doxorubicina in vivo aun cuando in vitro no se encontré este
efecto.

Lo encontrado por nosotros para el caso del paclitaxel (Figura 6) coincide con lo
encontrado por Hardee et al., (2006) quienes observaron una disminucion en el
namero de células apoptoticas de cancer de mama cuando pre-trataban con 10 y
100 U/ml de rhEpo. Sin embargo, este grupo llevé acabo también el estudio en un
modelo murino y en este caso no encontraron efecto con 2000 U/Kg de rhEpo
administrada tres veces por semana sobre la disminucién del volumen de las
masas tumorales (Hardee et al., 2006). Por otro lado, lo encontrado por nosotros
contrasta con lo observado por Gewirtz et al., (2006), quienes probaron el pre-
tratamiento con 10 U/ml de rhEpo por 24 horas y no encontraron efecto
significativo sobre la muerte inducida por paclitaxel en células de cancer de mama.
Resulta un evento relevante las diferencias encontradas entre los ensayos in vitro
e in vivo, por lo que se debe resaltar la importancia de que debemos ser
cautelosos cuando deseamos extrapolar lo encontrado in vitro a lo que podria
ocurrir en seres humanos.

Gewirtz et al., (2006) tampoco encontraron efecto protector significativo de 10 U/ml

de rhEpo sobre la muerte inducida por tamoxifén en células de cancer de mama,
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lo que contrasta con lo encontrado por nosotros en donde, desde 7.5 U/ml de
rhEpo, se observaron efectos preventivos en la linea celular SiHa (Figura 7B). Los
efectos preventivos de la rhEpo sobre el tamoxifén podrian deberse a que ésta,
protege de la muerte inducida por generacion de ERO (Li et al., 2006) y ademas,
puede activar la via PISK/AKT (Spivak 2005), que una vez activa, inhibe la
autofagia (Kondo et al., 2005), es decir, la Epo es capaz de inhibir los dos
procesos que se han reportado ejercen actividad antitumoral luego de administrar
tamoxifén.

En base a lo mencionado anteriormente, podemos sugerir que los efectos de la
rhEpo sobre la muerte inducida por distintos quimiofarmacos varia segun el tipo
celular estudiado, por lo que antes de concluir si la rhEpo influye o no en la
respuesta al tratamiento con distintos quimiofarmacos, se debe evaluar el tipo de
tumor y las diferencias que pudieran existir entre estos. Como ejemplo, se podria
evaluar la presencia o ausencia del EPO-R y la cantidad de dicha molécula en los
diferentes tipos celulares o tumores. Otro hecho que podria influir es la etapa en la
que se utilizan los cultivos a la hora de realizar los experimentos y como esto
podria afectar la presencia de dicho receptor. No existen reportes que analicen la
cantidad de receptores presentes en diferentes condiciones de cultivo o segun el
namero de pasajes del cultivo utilizado, por lo que mediante el uso de citometria
de flujo, seria interesante estudiar si en ciertas etapas del cultivo o bajo ciertas
condiciones de suero, tipo de medio, entre otras, la cantidad de moléculas de
EPO-R varia. Asi mismo, seria muy interesante estudiar que sucede con otros
quimiofarmacos que se emplean como terapia, ya que como encontramos aqui, la

rhEpo no afecta de igual manera la muerte inducida por todos los quimiofarmacos.
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Nuestros experimentos de inhibicion del EPO-R con lovastatina demostraron que
los efectos protectores de la rhEpo sobre la muerte por cisplatino, paclitaxel y
tamoxifén dependen de la unién de la rhEpo a su receptor (Figura 10).

En este trabajo se observé que la inhibicion de JAK 2, que es la molécula inicial de
la cascada de sefalizacion mediada por el EPO-R (Lacombe et al., 1999), produce
el total abatimiento del efecto preventivo de la rhEpo sobre la muerte inducida por
cisplatino, paclitaxel y tamoxifén (Figura 11), lo que sugiere que JAK 2 es
necesaria para que se den los efectos preventivos de la rhEpo en células de
carcinoma cervical. Esta observacion coincide con un trabajo anterior donde se
observo que el efecto protector de la rhEpo sobre la muerte de células Hela
inducida por cisplatino disminuia al inhibir JAK 2 con genisteina, la cual es un
inhibidor general de cinasas (Acs et al., 2003). La presencia de JAK 2 en la
sefalizacion mediada por rhEpo y su receptor ha sido reportada también en
células derivadas de carcinoma pulmonar por Dunlop et al., (2006) mediante el
uso de la técnica de Western-blot y en células derivadas de leucemia
mielomonocitica y de carcinoma renal por Carvalho et al., (2005) también con el
uso del Western-blot utilizando anticuerpos contra JAK 2.

Se ha reportado que los quimiofarmacos utilizados en este trabajo inducen
apoptosis en distintos tipos celulares (ver a continuacién), por lo que se decidié
evaluar si la rhEpo era capaz de ejercer efectos protectores sobre este tipo de
muerte en células derivadas de carcinoma cervical, como HelLa, que se utilizé
debido a que en los estudios anteriores, las tres lineas celulares se comportaron
de manera semejante. Para esto se utilizé el ensayo de TUNEL, que detecta

células apoptéticas principalmente, aunque también necroticas (Perry et al., 1997).
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Los resultados de la prueba del TUNEL (Figura 12) mostraron que los cuatro
quimiofarmacos inducian estos tipos de muerte en las células HelLa. Lo
encontrado aqui para el cisplatino coincide con lo reportado, ya que se sabe que
este farmaco induce apoptosis y necrosis en gran cantidad de células, incluidas
células de carcinomas de diferentes 6rganos y células de tejidos sanos (Eastman
1999; Rosenberg 1999; Gonzalez et al., 2001; Cummings et al., 2002; Wang et al.,
2005; Wu et al., 2005). Por otro lado, al paclitaxel se le conoce por ser un
estabilizador de microtubulos y por inducir catastrofe mitética, la cual se sabe
puede concluir en apoptosis (Castedo et al., 2004; Jordan et al., 1996; Tao et al.,
2005: Weaver et al.,, 2005). Nuestros resultados también coinciden con lo
reportado para el tamoxifén, que si bien puede inducir autofagia (Bursch et al.,
1996), también se ha reportado que induce apoptosis en células derivadas de
leucemia de Jurkat, cancer de ovario (Ferlini et al., 1999), cancer de mama
(Mandlekar et al., 2000) y hepatocarcinoma (Kim et al., 1999). Por ultimo, tal y
como se observo aqui, la doxorubicina ha sido reportada como una inductora de
apoptosis en células de diverso origen, tanto tumoral, como en tejido sano
(Skladanowski et al., 1993; Zaleskis et al., 1994). Interesantemente, en el ensayo
de TUNEL se observo que el numero de células muertas inducidas por cisplatino,
paclitaxel y tamoxifén disminuia cuando las células eran pre-tratadas con rhEpo, lo
que sugiere que la rhEpo previene la muerte por apoptosis (y necrosis) de las
células.

El proceso de muerte por apoptosis involucra la activacion de una gran cantidad
de moléculas dentro de las cuales se encuentran las enzimas conocidas como

caspasas (Thornberry et al., 1998). Existen dos grupos de caspasas: las
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iniciadoras (caspasa 2, 8, 9, 10) y las efectoras (caspasa 3, 6, 7). La caspasa 3 se
activa comunmente en la muerte celular por apoptosis pero se sabe que la
eritropoyetina induce la inhibicibn de esta caspasa activando la via PI3K/AKT
(Spivak 2005). Debido a lo anterior, se evaluo la presencia de la caspasa 3 activa
luego del tratamiento con los quimiofarmacos y que efectos tenia la rhEpo sobre
ésta.

Resulta interesante que en nuestro trabajo, en base al ensayo de TUNEL, tanto el
paclitaxel como el tamoxifén pueden inducir apoptosis, pero en ningdn caso se
observé un aumento de la caspasa 3 activa (Figura 13). Lo encontrado para el
paclitaxel concuerda con lo reportado en células derivadas de cancer de ovario
(Ahn et al., 2004), de cancer de mama (Ofir et al., 2002) y de leucemia linfoblastica
(Park et al., 2004) en donde el tratamiento con paclitaxel tampoco activé a la
caspasa 3. Lo anterior contrasta con lo encontrado en células derivadas de
melanoma (Selimovic et al., 2008), sarcoma osteogénico (Lu et al., 2005) y de
carcinoma de higado (Brenes et al., 2007) en donde esta caspasa si se activa. Al
parecer, la activacién de caspasa 3 por paclitaxel es dependiente del tipo celular.
Lo encontrado aqui para el caso del tamoxifén contrasta con lo encontrado en
células de cancer de mama (Mandlekar et al., 2000) y de glioblastoma (Zartman et
al., 2004) en donde se observo la activacion de la caspasa 3. El pre-tratamiento
con rhEpo no modificé el nivel de caspasa 3 activa presente luego de los
tratamientos con paclitaxel o tamoxifén.

Aunque la DL 50 obtenida para células HelLa (utilizadas en los ensayos de

activacion de caspasa 3) tratadas con cisplatino fue de 11.6 uM, y a pesar de que
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dicha dosis ha sido reportada como inductora de necrosis (Gonzalez et al., 2001),
los tratamientos con cisplatino y doxorubicina incrementaron hasta tres veces la
presencia de caspasa 3, elemento exclusivo de la muerte apoptética. La activacion
de esta caspasa inducida por el tratamiento con cisplatino ha sido observada
también en células derivadas de cancer de ovario (Henkels et al., 1999), de
carcinoma de mama, células renales (Cummings et al., 2002) y muchos otros tipos
celulares, en los cudles, las DL 50 tampoco fueron menores a 8 uM, lo que
Gonzalez et al., reportaron como limite para que el cisplatino provocara muerte
apoptatica. Por su parte, se ha observado que la doxorubicina activa a la caspasa
3 en células endoteliales humanas, células derivadas de cancer de ovario humano
(Bruynzeel et al., 2007), células derivadas de neuroblastoma humano (Bian et al.,
2001) y cardiomiocitos de raton (Fu et al., 2007).

Sorprendentemente, el pre-tratamiento con rhEpo no inhibid significativamente la
caspasa 3, lo que contrasta con lo encontrado por Fu et al., (2007) en miocitos
cardiacos murinos que habian sido tratados con doxorubicina en los cuales se
demostré mediante un ensayo colorimétrico que el pre-tratamiento con 100 U/ml
de rhEpo reducia significativamente la cantidad de caspasa 3 activa.

Debido a lo anterior, podriamos sugerir que la rhEpo no tiene efecto sobre la
activacion de la caspasa 3, por lo que su efecto protector podria deberse a la
inhibicion de otros componentes implicados en las vias de sefalizacion de la
muerte celular por estos quimiofarmacos. Por ejemplo, la rhEpo podrian actuar
sobre otras caspasas o0 bien, podria inducir la expresién de proteinas anti-

apoptoéticas como ocurre en lineas célulares derivadas de progenitores eritroides
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(Silva et al., 1999), en células endoteliales (Okazaki et al., 2008) y mas interesante
aun, en células de glioblastoma multiforme (Yin et al., 2007) y células de cancer de
mama (Acs et al., 2004), en las que la Epo induce que se exprese Bcl-XL.

En un trabajo reciente Hardee et al., (2006) sugirieron que las células de cancer
de mama que sobrevivian a la muerte por paclitaxel gracias al pre-tratamiento con
rhEpo podrian estar senescentes. La senescencia celular que se presenta luego
de los tratamientos con algunos quimiofarmacos o la radiacion y, es un proceso
rapido llamado también senescencia celular prematura o acelerada que se
desencadena por el dafio al ADN que se produce luego de la quimioterapia o la
radioterapia (Chang et al., 1999). En un inicio se le consider6é un mecanismo que
servia de defensa contra estimulos carcinogénicos y como un mecanismo de
supresion tumoral en el cual la célula dafiada detiene su ciclo celular por lo que no
se reproduce, evitando que las células dafiadas formen masas tumorales. Sin
embargo, hoy se sabe que aunque las células senescentes no se reproducen, si
poseen la capacidad de inducir el crecimiento y reproduccion de células cercanas
a ellas lo que puede originar crecimientos tumorales por un mecanismo aun
desconocido (Campisi 2005; Martien et al., 2007; Pazolli et al., 2008), pero que al
parecer implica la modificacion del microambiente y cambios en la matriz
extracelular (Sprenger et al., 2008).

En el presente trabajo se evalu6 la presencia de células senescentes luego del
tratamiento con los diferentes quimiofarmacos y rhEpo. Los resultados fueron muy
interesantes, primero, porque es un campo muy poco estudiado actualmente y

segundo, porque los datos encontrados son muy particulares para cada caso
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(Figura 14). La primera observacion fue que el porcentaje de células senescentes
en el grupo control (células HelLa sin tratamiento alguno) fue del 33%, lo que es
elevado en comparacion con otros cultivos celulares. Lo anterior se puede deber a
que las células HelLa presentan un nivel de expresion constitutivo y elevado de
pl6INK4a (Goodwin et al.,, 2001), proteina que participa en la induccion de
senescencia.

Sorprendentemente, se encontré que la rhEpo aumentaba el nimero de células
senescentes en el cultivo de células HelLa. Este es un hallazgo muy importante ya
que la terapia con rhEpo podria favorecer la senescencia de celulas tumorales.
Esta senescencia podria deberse a la activacion de p21, ya que en un estudio
realizado en células de eritroleucemia se encontr6 que la Epo activa a ésta
proteina (Torti et al., 1992) y como se menciond en la introduccion de ésta tesis,
p21 participa en la induccion de la senescencia. Asi mismo, la activacion de STAT
5 se asocia con la induccion de senescencia (Mallette et al., 2007), y como se ha
venido mencionando, la Epo induce la activacién de la via JAK/STAT, en la que
participan en este caso, JAK 2 y STAT 5 justamente.

Luego, para el cisplatino se encontré6 que el nUmero de células senescentes no
aumentaba en proporcion al nimero basal de las células sin tratamiento, lo que
contrasta con lo encontrado en células de carcinoma de pulmén (Fang et al., 2007)
donde se ha encontrado que el cisplatino induce senescencia. Sin embargo, no
podemos decir que esta senescencia ocurre de manera natural, pues las células
utilizadas en el estudio realizado por Fang et al. en 2007 son resistentes al
cisplatino, y la senescencia se present6 luego de que transfectaron a las células

con pl6INK4a (proteina que como se menciond anteriormente, esta implicada en
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el proceso de senescencia) para volverlas sensibles al quimiofarmaco. Ademas,
se encontr6 que conforme aumentaban la cantidad de pl6INK4a que
transfectaban, aumentaba el numero de células senescentes, por lo que la
senescencia inducida por el cisplatino parece ser dependiente de la cantidad de
pl6INK4a presente en las células. Se podrian transfectar células HeLa y ver si
entonces el cisplatino induce senescencia también, ya que como se menciond
anteriormente, la senescencia es considerada un tipo de muerte celular en el
contexto de la terapia antitumoral. En nuestro estudio, el pre-tratamiento con
rhEpo no tuvo ningun efecto ya que el nUmero de células senescentes se mantuvo
igual a que cuando las células solo recibieron tratamiento con rhEpo.

En el caso del paclitaxel, se observo que el numero de células senescentes no
aumentaba, lo cual concuerda con lo visto por Klein et al., (2005) en células de
carcinoma pulmonar, en donde el paclitaxel tampoco produjo células senescentes.
Sin embargo, de sumo interés resulta que cuando se pre-tratd con rhEpo y luego
se dio el tratamiento con paclitaxel, el nUmero de células senescentes fue incluso
menor que en el grupo de células que no recibid tratamiento alguno, lo que parece
indicar que el paclitaxel suprime la senescencia basal y la inducida por la rhEpo.
Para confirmar esta hipotesis, se requeririan mas estudios sobre el mecanismo de
accion del paclitaxel para encontrar si hay relacion con éste y p16INK4a.

Este es el primer trabajo que evalué el efecto del tamoxifén sobre el nimero de
células senescentes y se encontré que en células HelLa este farmaco incrementé
al doble el nimero de células senescentes. En el caso de este quimiofarmaco,
cuando se utilizd en conjunto con la rhEpo, el nimero de células senescentes

regreso al nivel basal. Quiza este es uno de los casos y combinaciones mas
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interesantes encontrados en este estudio, por lo que se deberia estudiar mas qué
ocurre en otros tipos celulares cuando se combinan tamoxifén y rhEpo en cuanto a
induccion de senescencia se refiere y cual podria ser el mecanismo implicado.

Por ultimo, se sabe que la doxorubicina induce senescencia en gran cantidad de
tipos celulares, como derivadas de cancer de mama (Elmore et al., 2005), cancer
de pulmén (Klein et al., 2005), sarcoma sinovial (Joyner et al., 2006), sarcoma de
Ewing (Lanvers-Kaminsky et al., 2005), hepatoma humano (Eom et al., 2005) y
cardiomiocitos (Maejima et al., 2008). Nosotros encontramos que, efectivamente,
en las células HeLa también aument6 la senescencia. Se ha encontrado que la
activacion de p21 es necesaria para que la doxorubicina induzca senescencia
(Rebbaa et al., 2003), por lo que seria interesante ver si esto mismo ocurre en las
células HelLa en las que se observd la senescencia. Al igual que como ocurrié con
el tamoxifén, el pre-tratamiento con rhEpo hizo que el numero de células
senescentes disminuyera, incluso el numero de éstas células fue menor que en el
grupo control sin tratamiento alguno. Este hecho es muy interesante pues es la
primera vez que se reporta el efecto supresor de la rhEpo sobre la senescencia
inducida por doxorubicina. Ademas, debido a que tanto la doxorubicina como la
rhEpo indujeron senescencia, y a que ambos casos podrian deberse a la
activacion de p21, era de esperarse que el numero de células senescentes
incrementara, o se quedara igual. Por ejemplo, Gewirtz et al., (2006) reportaron
que en células derivadas de cancer de mama el tratamiento con 10 U/ml de rhEpo
antes de exponerlas a la doxorubicina, no tuvieron efecto sobre el numero de
células senescentes. Las diferencias entre estos dos estudios puede deberse en

primer lugar a que nosotros evaluamos el efecto de 250 U/ml de rhEpo y en un
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segundo término, a que las células son de diferente origen. Parece ser que la
combinacion de rhEpo con doxorubicina inhibe la senescencia en células Hela.
Son necesarios mas experimentos para poder determinar el mecanismo de accion
que induce este fendmeno.

Por ultimo, debido a que se ha reportado que la rhEpo puede inducir resistencia a
la radiacion en lineas celulares derivadas de carcinoma cervical (Belenkov et al.,
2004), en nuestro trabajo se evalu6é por primera vez si la rhEpo podria inducir
resitencia a los quimiofarmacos estudiados aqui (Figura 15).

Aun cuando se sabe que el cisplatino genera resistencia en diversos tipos de
células como por ejemplo, células derivadas de carcinomas de ovario, pulmon y
pancreas (Wang et al., 2005), esto no se observoé en las células HeLa. Asi mismo,
la rhEpo no indujo resistencia a este quimiofarmaco.

En cambio, las células que sobrevivieron al tratamiento con rhEpo y paclitaxel, se
volvieron mas resistentes al quimiofarmaco.

Es bien sabido que uno de los problemas del uso del tamoxifén es su rapida
induccion de resistencia por mecanismos como el decremento de la entrada del
farmaco en la célula, el aumento de la expulsion del farmaco mediado por la
bomba membranal glicoproteina P y la activacion de la via PI3K/AKT (Ring et al.,
2004). En nuestro estudio se observo justamente que las células que habian
sobrevivido al primer tratamiento con tamoxifén y recibieron una segunda dosis,
resultaron mas resistentes. El pre-tratamiento con rhEpo no ocasioné que dicha
resistencia aumentara.

Al igual que como ocurri6 con el paclitaxel, las células que sobrevivieron al

tratamiento con rhEpo y doxorubicina fueron las mas resistentes a la segunda
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dosis del quimiofarmaco, lo que sugiere que la rhEpo indujo que las células fueran
mas resistentes.

Se sabe que la expresion de algunas isoformas de la proteina cinasa C (PKC)
induce resistencia a quimiofarmacos (Spitaler et al., 1999; Hofmann 2001; Serova
et al., 2006). Interesantemente, la eritropoyetina es capaz de inducir la expresion
de PKC (Ren et al., 1994; Tsushima et al., 1997), por lo que ésta podria ser la
explicacion de lo encontrado para el tratamiento con rhEpo y paclitaxel. De hecho,
se ha reportado que en células de carcinoma de colon (Cesaro et al.,, 2001) la
expresion de PKC confiere resistencia a éste quimiofarmaco. Asi mismo, la
expresion de la PKC mediada por el pre-tratamiento con rhEpo podria explicar la
resitencia a la segunda dosis de doxorubicina, ya que se ha reportado que la PKC
induce resistencia a dicho quimiofarmaco en células de mieloma mdultiple
(Baumann et al., 2008), carcinoma de ovario (Brugger et al., 2002) y carcinoma de
mama (Yu et al., 1991).

Por ultimo, cabe mencionar que la resistencia que confiere la rhEpo al segundo
tratamiento con doxorubicina in vitro, podria explicar lo observado en el
experimento in vivo, en donde los tumores de los ratones que recibieron 10 dosis
de rhEpo y 5 dosis de doxorubicina disminuyeron menos su volumen en
comparacion con los que solo recibieron la doxorubicina. Esta observacion plantea
la necesidad de realizar nuevas pruebas in vitro en las que se administren varias
dosis de los quimiofarmacos para evaluar si los efectos de la rhEpo observados

con una sola dosis de quimiofarmacos se mantienen.
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Viil. PERSPECTIVAS

A partir de estudios realizados en ratones, se ha reportado que en el tejido
cardiaco y en la espina dorsal, la proteccion que induce la rhEpo es mediada por
la union de ésta a un heteroreceptor. Este heteroreceptor esta formado, por una
subunidad del EPO-R y la subunidad 3 (también llamada CD131) de los receptores
para IL-3, IL-5 y GM-CSF (Brines et al., 2004). En biopsias de tumores de cancer
cervical se encontré que la expresion del EPO-R es dependiente de condiciones
de hipoxia (asociada al desarrollo de clonas mas agresivas y resistentes a la radio
y quimioterapia) y que ademas, su expresion aumenta conforme aumentan las
etapas de este cancer (Acs et al., 2004). Sin embargo, no se han realizado
estudios sobre la presencia de CD131. Seria interesante evaluar la presencia de
CD131 en biopsias de tumores cervicales ya que se sabe que CD131 se expresa
en células de leucemia mieloide (Koubek et al.,, 1998) y si CD131 estuviera
presente en tumores cervicales, este podria formar heterodimeros con el EPO-R.
Para detectar a CD131 se podria utilizar la técnica de inmunohist