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RESUMEN

El cancer se distingue por el crecimiento celular descontrolado que progresa
hacia la expansion desarrollando metastasis. Existen diferentes tipos de
cancer, entre ellos, el cancer cérvico uterino que consiste en la transformacion
de las células que cubren las paredes del cuello uterino, situado en la parte
inferior de la matriz que va del Gtero a la vagina; este tipo de cancer, como
muchos otros es curable si se detecta a tiempo. En los ultimos afios, se han
administrado tratamientos con diferentes citocinas, cuyo objetivo principal, es
aumentar la respuesta inmunoldgica del paciente, proporcionando una
alternativa en el tratamiento de esta enfermedad. Con base a lo antes
mencionado, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la IL-2 sobre la
expresion del RNA mensajero de los complejos mitocondriales COX1 y COX2

en las lineas celulares de cancer cérvico uterino CALO e INBL.

El complejo 1 (COX1), la NADH ubiquinona oxidorreductasa también conocida
como simplemente como NADH deshidrogenas, cataliza la transferencia de
electrones desde el NADH hasta la ubiquinona, acoplado a la translocacion
vectorial de protones. El complejo 2 (COX2) 6 succinato deshidrogenasa tiene
una funcién dual, participa como una enzima del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos y como un complejo de la cadena respiratoria. La posicion Unica
del complejo 2 como miembro del ciclo del acido citrico y de la cadena

respiratoria lo coloca como un regulador importante en el metabolismo.

En la mitocondria existe un proceso latente de transporte, conocido como
permeabilidad transicional mitocondrial, cuya activacion se presenta bajo
ciertas condiciones y se traduce en la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial a iones que incluyen el calcio. Se ha propuesto que esta
permeabilidad mitocondrial, podria ser una de las vias de conduccion de
moléculas pro-apoptoticas. Se sabe que el poro se abre cuando hay un exceso
de calcio y fosfato, lo que despolariza la mitocondria y desacopla la cadena

respiratoria de la cual son parte COX1 Y COX2. El poro de permeabilidad




transicional mitocondrial, favorece la cascada de caspasas y la muerte celular

al liberar factores inductores de apoptosis como el citocromo c.

Para confirmar la participacion de estos complejos en la regulacion de muerte
por apoptosis en las lineas de CaCu en este trabajo se extrajo el RNA
mensajero de las lineas celulares CALO e INBL cultivadas a 0.3,1,2,3,4y5
minutos en presencia de 100 Ul/mL de IL-2, posteriormente se empleo la
técnica de RT-PCR, para su retrotranscripcion. Los resultados obtenidos
muestran que al administrar IL-2 se presentd variacién en la expresion de los
complejos mitocondriales. En el caso de COX1, se observd un aumento en su
expresion en la linea celular CALO, mientras que en la linea celular INBL, la
sintesis de COX1 no se vio modificada. Sin embargo, el tratamiento de IL-2
indujo una baja expresion de RNAm para COX2 en la linea celular INBL en
todos los tiempos excepto a los 5min de tratamiento, sugiriendo que ejerce una
regulacion positiva de sus expresion. En cuanto a la linea celular CALO, IL-2

aumenta la expresion de COX2 en todos los tiempos.

Estos resultados aportan informacion sobre la regulacion de la sintesis de los
complejos mitocondriales estudiados, y su posible papel en la modulacion de la
respuesta apoptética, De esta manera, se contribuye en el disefio de nuevas
alternativas terapéuticas para el cancer cérvico uterino, en la que se proponga
el uso de IL-2 como alternativa clinica para las pacientes con este tipo de

cancer, que en México representa un grave problema de salud publica.



INTRODUCCION

En la actualidad el cancer se encuentra entre las causas mas frecuentes de
muerte, se sabe que es un proceso progresivo y fatal, hay numerosos tipos
diferentes de cénceres, pero todos comparten una caracteristica comun: el
crecimiento celular descontrolado que progresa hacia la expansion en
diferentes tejidos u 6rganos generando lo que se conoce como metastasis.
Entre estos canceres se encuentra el cancer cérvico uterino (CaCu), que
consisteen un cambio en morfologia y fisiologia de las células que cubren las
paredes del cuello uterino que es la parte inferior de la matriz y que va del utero
a la vagina, o el canal de parto. Estas células son inicialmente normales y
gradualmente van adquiriendo una morfologia alterada, displasia, hasta llegar a
la transformacion, en donde pierden la capacidad del control de crecimiento y
se convierten en precancerosas, manifestandose como lesiones en la pared del
Utero. Este tipo de cancer es curable si se detecta a tiempo.

Uno de los factores que pueden participar en este evento de transformacién es
la infeccién del virus del papiloma humano (VPH). Del tejido de tumores
cancerigenos del cérvix se han obtenido las lineas celulares CALO e INBL,
que han sido muy utilizadas en el Laboratorio de Oncologia Celular. En los
altimos afios se han administrado como tratamiento para algunos tipos de
cancer diversas citocinas (Interferones e Interleucinas), su administracion
tienen como principal objetivo aumentar la respuesta inmunoldgica del
paciente, asi como inducir muerte en las células transformadas, para eliminar
el crecimiento tumoral. De esta manera el uso de citocinas se convierte en una
alternativa en el tratamiento de esta enfermedad.

Se pretende que los tratamientos por citocinas puedan inducir la muerte  por
apoptosis de las células tumorales. El inducir este tipo de muerte es una
excelente alternativa ya que durante su ejecucién los cuerpos apoptéticos son
fagocitados y eliminados limpiamente. En este proceso de muerte celular la
mitocondria juega un papel muy importante en la amplificadora de la sefial a
traves de la liberacion de factores como AlF, las endonucleasas vy el citocromo
c. Siendo este ultimo parte de la cadena de trasportadores de electrones
ubicada en la membrana interna de la mitocondria, los cuales han sido
descritos como complejos mitocondriales de la cadena respiratoria (COX).




COX1 y COX2 son complejos mitocondriales que participan en la “poza de
quinonas” concepto propuesto segun el cual la ubiquinona reducida por las
distintas deshidrogenasas de la cadena respiratoria (los complejos 1 y 2),
forman una poza movil de ubiquinol que es oxidada por el complejo 3. Esta
pequefia molécula hidrofébica esta constituida por un anillo de quinona unida a
una cadena de 10 unidades isoprenoides. Sus caracteristicas hidrofdbicas le
permiten difundir rpidamente en el interior de la bicapa lipidica, permitiéndole
transferir los electrones desde las dos deshidrogenasas hasta el complejo 3.

Los complejos COX1 y COX2 se expresan durante la apoptosis debido a la
despolarizaciéon de la mitocondria y desacople de la cadena respiratoria debido
a la apertura del poro mitocondrial por el exceso de calcio y fosfato, para
permitir la conduccion de moléculas proapoptéticas.

Con base a lo antes mencionado, el objetivo de este trabajo fue, evaluar la
expresion de los complejos mitocondriales: COX1 y COX2 en las lineas
celulares de cancer cérvico uterino CALO e INBL tratadas con IL-2.

Para ello se empled la técnica de RT-PCR, el andlisis de los amplificados para
cada uno de los complejos mitocondriales nos permitieron determinar cémo la
administracion de IL-2 puede modificar la sintesis de COX1 y COX2 y
comprobar si existen variaciones en los niveles de estos complejos
mitocondriales inducidos durante la muerte celular, con esta informacion
podremos saber si IL-2 esta induciendo muerte celular por apoptosis ya que en
ésta participan las proteinas de la cadena respiratoria, esta informacién nos
permitira proponer a IL-2 como una alternativa terapéutica para los pacientes
con cancer cérvico uterino.



MARCO TEORICO

CANCER

Una célula mantiene sus caracteristicas morfologicas, quimicas, bioquimicas y
fisiolégicas debido a la accién de multiples vias de regulacién sutiles y al mismo
tiempo restringidas. Cuando los mecanismos de homeostasis se alteran, la

célula puede modificar alguna de sus caracteristicas.

Todas ellas estan interrelacionadas de manera que la modificacion en alguna
de ellas repercute en las demas, en grados variables. Basicamente esto es el
cancer, la alteracion de la homeostasis celular con cambios estables y

permanentes que se transmiten en la progenie de las células alteradas.

Las alteraciones que pueden presentar las células cancerosas incluyen
modificaciones en su forma, tamafo, apariencia presentando aberraciones en
el numero de cromosomas, cambios quimicos y bioquimicos y se manifiestan
de manera importante en su capacidad de controlar su crecimiento y division,
ademas de la aparicion de antigenos propios de las células cancerosas (Good
R, 1990).

Las células cancerosas muestran, a menudo, alteraciones en los caminos de
transduccion de sefales asociados a la proliferacion en respuesta a estimulos
externos. De hecho, muchos factores de crecimiento y sus receptores, asi
como sus intermediarios y efectores localizados en membrana, citoplasma o

nacleo han sido identificados como oncogenes 0 como supresores tumorales.

Ademas de estos, otros genes mutados en canceres incluyen aquellos
relacionados con la inactivacion de la apoptosis, la induccion de la inestabilidad

gendmica o la promocion de la angiogénesis. La mutacion en estas moléculas




resulta en una alteracion de los mecanismos regulatorios que controlan el ciclo
celular (Ben-Porath and Weinberg, 2005).

El crecimiento anormal de las células puede llegar a formar masas de tejidos
llamados tumores. El Cancer se desarrolla en etapas e intervienen diferentes
factores para dar lugar a un tumor visible. Las principales diferencias entre los
tumores benignos y malignos (Tabla 1).

Las células cancerosas pueden acumular mdultiples mutaciones en genes
cruciales, permitiendo su replicaciébn autbnoma e invasion. A pesar de todo
esto, una mutacion en un gen particular es un evento relativamente raro, e
incluso después de un dafio quimico deliberado, la frecuencia de mutacién en
un gen particular es de 10°®, lo que implica, que solo una célula en un millén

esta mutada.

Tabla 1
Diferencias entre tumores benignos y malignos
TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS

Son de crecimiento lento. Algunos son de crecimiento lento,
pero la mayoria de crecimiento
rapido.

Solo crecen hasta determinado | Crecen de manera progresiva e

tamano. invasiva, sin control.

No destruyen células normales. Destruyen  células, tejidos vy
organos.

Crecen de manera ordenada. Crecen de manera desordenada y
descontrolada.

No invaden otros tejidos. Las alteraciones trascienden a
tejidos de otros o6rganos del
cuerpo, metastasis.

Normalmente no producen efectos | Si no se controla su crecimiento

secundarios graves. ocasionan la muerte.

La frecuencia de mutacion en las células humanas es de aproximadamente
10 por cada divisién celular, a pesar de esta probabilidad tan baja, y debido

al gran namero de divisiones celulares, es muy probable que todos los adultos




presenten muchas células mutadas. Afortunadamente, un suceso como el
cancer requiere al menos de mutaciones en cinco genes (Valle A. y Weiss B.
2003).

Al ser muchos los factores que pueden inducir el desarrollo del cancer, es
posible que todos los tipos celulares puedan sufrir, en algin momento de la
vida, la transformacion neoplésica (Rojas E. 1996). Es por esto que existen
alrededor de un centenar de formas clinicas de cancer las cuales pueden

agruparse segun el tipo de tejido afectado (Tabla 2).

Tabla 2

Formas clinicas de cancer y tejido afectado

TIPOS DE CANCER TEJIDO QUE AFECTA

LEUCEMIAS Tejido hematopoyético en medula 6sea.

LINFOMAS Ganglios linfaticos

SARCOMAS Tejidos de sostén: tejido conectivo,
musculos, vasos sanguineos Y linfaticos.

CARCINOMAS Melanoma, epitelios mucosos, sistema
nervioso, y viseras (higado, pancreas,
etc.).

ADENOMAS Glandulas

CANCER CERVICO UTERINO

El cuello uterino o cérvix es la abertura del Utero o matriz que a la vez se
conecta con la vagina (Figura 1). El Cancer Cérvico Uterino (CaCu) es una
lesion o alteracion celular de la unién escamo-columnar en el epitelio del cuello
uterino. Se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de
evolucion lenta y progresiva, producidas en etapas de displasia leve, moderada
y severa; evolucionan a cancer in situ, en grado variable, cuando ésta se
circunscribe a la superficie epitelial, luego a microinvasor y posteriormente a
invasor cuando el compromiso traspasa la membrana basal (Ministerio de
salud; 2004).
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Figura 1. Ubicacién del cuello uterino (Tomado de la pagina: www.insp.mx)

ESTADIOS O ETAPAS DEL CANCER CERVICO UTERINO

Las siguientes etapas se usan en la clasificacion del cancer cérvico uterino
(Disaia; 2002):

Estadio 0 6 carcinoma in situ.
El carcinoma in situ es un cancer en su etapa inicial. Las células anormales se
encuentran sélo en la primera capa de células que recubren el cuello uterino y

no invaden los tejidos mas profundos del cuello uterino.

Estadio I.

El cancer afecta el cuello uterino, pero no se ha diseminado a los alrededores.
(Figura 2).

I-a: Una cantidad muy pequefia de cancer, solo visible por microscopio, se
encuentra ya en el tejido mas profundo del cuello uterino.

I-b: Una cantidad mayor de cancer se encuentra en dicho tejido.

Figura 2. Estadio | del Cancer Cérvico Uterino. (Tomado de la pagina: www.insp.mx).
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Estadio II.

El cancer se ha diseminado a &reas cercanas, pero aun se encuentra en el
area pélvica. (Figura 3).
ll-a: El cancer se ha diseminado fuera del cuello uterino a los dos tercios
superiores de la vagina.

lI-b: El cancer se ha diseminado al tejido alrededor del cuello uterino.

Figura 3. Estadio Il del Cancer Cérvico Uterino, indicado en negro. (Tomado de la pagina:
WWW.insp.mx)

Estadio Ill.
El cancer se ha diseminado a toda el area pélvica. Puede haberse diseminado
a la parte inferior de la vagina, o infiltrar los uréteres (los tubos que conectan

los rifiones a la vejiga). (Figura 4).

Figura 4. Estadio Ill del Cancer Cérvico Uterino, el avance se muestra con negro.

(Tomado de la pagina: www.insp.mx)

Estadio IV.
El cancer se ha diseminado a otros érganos del cuerpo. (Figura 5).
9
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IV-a: Diseminacion a la vejiga o al recto (6rganos cerca del cuello uterino).
IV-b: Diseminacion a érganos distales como por ejemplo los pulmones.

Figura 5. Estadio IV (Invasivo) avance del Cancer Cérvico Uterino mostrado con

negro. (Tomado de la pagina: www.insp.mx)

Displasia cervical: crecimiento anormal de células en la superficie del cuello
uterino y, aunque no es un cancer, se considera una afeccién precancerosa.
Dependiendo de la magnitud de los cambios, la afeccion se clasifica més
ampliamente como:

NIC I: displasia leve (pocas células son anormales)

NIC II: displasia moderada a acentuada

NIC llI: displasia severa a carcinoma in situ (cancer confinado a la capa
superficial del cuello uterino) (Wright, 2002; Hoffman, 2004).

Figura 6. Cortes histolégicos mostrando los cambios morfolégicos celular y grado de
displasia segun tipo de NIC: a) tejido normal, b) NIC I, c) NIC I, d) NIC Ill, ) NIC invasor
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FACTORES DE RIESGO DE CANCER CERVICO UTERINO

Se ha demostrado que la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH) es
la causa necesaria, pero no la Unica del cancer cérvico uterino (Walboomers,
1999).

Cofactores como la paridad, el uso de anticonceptivos hormonales, el
tabaquismo, la inmunosupresion (particularmente la relacionada con el virus de
la inmunodeficiencia humana VIH), la infeccién por otras enfermedades de
transmision sexual y la desnutricion se han asociado, en grado variable, con el

desarrollo de cancer invasivo del cuello uterino (Isla, 2002).

La edad de comienzo de las relaciones sexuales, el nimero de comparfieros
sexuales que se han tenido, los antecedentes de infecciones de transmisién
sexual y otras caracteristicas de la actividad sexual se vinculan con la
probabilidad de contraer el VPH (Rodriguez, 1999).

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma (VPH) esta ampliamente distribuido en la naturaleza,
infecta una amplia gama de animales vertebrados superiores entre ellos al
hombre. Los virus son altamente especificos de especie y de células. Infectan
epitelio humedo (mucosas) y seco (piel). Causan lesiones proliferativas
(verrugas) en el epitelio escamoso, algunos pueden transformar células.
Actualmente se han descrito mas de 70 tipos de virus y por tecnologia de DNA
recombinante se han identificado 77 y algunos de ellos estan asociados con

tumores.

La clasificacion en tipos se basa en la especie de origen y en el grado de
homologia de las secuencias de nucleétidos en regiones especificas del
genoma (marcos de lectura de los genes L1, E6 y E7), los tipos se subdividen
en subtipos. Clinicamente se clasifican de acuerdo al epitelio que infectan: de

mucosas o cutaneo. Por otro lado, de acuerdo a la frecuencia de progresion de
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las lesiones a carcinoma maligno, los virus se han clasificado en: de bajo riesgo
(6, 11,13, 21y 63) y de alto riesgo (tipos 16, 18) (Zur, 1996; Gariglio, 1995).

Son virus pequefios de 52 a 55 nm, simetria icosaédrica, con una capside de
72 capsémeros, no tienen envoltura. La capside esta formada de dos proteinas
estructurales L1 Y L2. Su genoma esta formado por una molécula de DNA de
cadena doble, es circular de aproximadamente 8000 pb. Los genes se localizan
en una de las dos cadenas. El genoma se puede dividir en tres regiones: region
temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), los dos ultimos se consideran oncogenes,
ya que se relacionan con la aparicion de tumores malignos en cérvix (E6 facilita
la degradacion de la proteina supresora de tumores P53, y E7 secuestra a la
proteina Rb también supresora de tumores; region tardia (L1 y L2) y una regién

larga de control (Figura 7).

Figura 7. Virus del Papiloma Humano. A) Fotografia por microscopia electrénica del VPH;
B) Representacion esquematica del VPH, se muestran las tres regiones del genoma viral. E6
y E7 son los oncogenes del virus.

La capacidad que tienen algunos VP de producir lesiones malignas se
relaciona con el tipo de virus. Algunos de los que infectan la piel anogenital y
mucosas causan condilomas y neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de
diferente gravedad. En el hombre los virus de papiloma humano (VPH) inducen
displasia, lesiones intraepiteliales escamosas de piel y mucosas, el dafio puede
progresar a cancer, en forma particular cancer cérvico uterino (CaCu). En las
lesiones precancerosas, el DNA se encuentra episomal (plasmido) y en células

cancerosas se encuentra integrado al genoma celular y se expresan los genes
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E6 y E7. De la expresion de estos genes depende mucho la capacidad de los
virus para causar cancer, ya que las oncoproteinas de los VPH de alto riesgo
interaccionan y alteran las funciones fisiologicas de proteinas celulares
involucradas en el control celular, lo cual puede conducir a inestabilidad

genética de las células infectadas.

Existen alrededor de 40 tipos de VPH que pueden infectar el area genital de
mujeres y hombres. Pero dos de los tipos de alto riesgo (16 y 18) son los
responsables de la mayoria de los canceres relacionados con el VPH en el
mundo (Mufioz, 2003). Se ha observado también que la mayoria de las lineas
celulares derivadas de cancer cérvico uterino contienen DNA de alto riesgo y
expresan los genes E6 y E7 del VPH (Chen, 1993). Se ha propuesto que la
integracion del genoma celular es un mecanismo de activacion de la progresion

de las lesiones preinvasivas en cancer cervical (Zur, 1996; Chen, 1993).

Las mujeres infectadas por el VIH contraen mas facilmente los tipos del VPH
de alto riesgo y tienen mayor probabilidad de presentar lesiones precancerosas
y de aparicibn mas rapida, que las mujeres ceronegativas para VIH (Clarke,
2002).

Las lesiones asociadas a VPH se pueden dividir en dos categorias: Lesion
Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado (LEIBG) y Lesibn Escamosa
Intraepitelial de Alto Grado (LEIAG). Esta divisibn es para indicar que las
LEIBG corresponden béasicamente a infecciones viricas, en general auto
limitadas y que solo excepcionalmente progresan a carcinoma. Mientras que
las LEIAG son lesiones cancerosas causadas principalmente por los VPH de

alto riesgo.

PARIDAD ELEVADA

Estudios sobre el carcinoma in situ, efectuados en cuatro continentes, sugieren
gue las mujeres con tres o cuatro embarazos de término tenian un riesgo 2,6
veces mas alto de aparicion de cancer cérvico uterino que aquellas que nunca
habian dado a luz; las mujeres con siete partos o0 mas, presentaron un riesgo

3,8 veces mayor (Mufioz, 2002). El motivo fisiol6gico de esta asociacion esta
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poco claro; las posibilidades incluyen factores hormonales vinculados al

embarazo o traumatismo cervical asociado con el parto.

ANTICONCEPTIVOS HORMONALES

Las investigaciones indican que hay una relacién potencial a largo plazo entre
el uso prolongado de anticonceptivos hormonales y la aparicion de CaCu. Un
andlisis de los datos compartidos de diez estudios de casos y testigos, de
pacientes con CaCu, sugiere que el uso a largo plazo de los anticonceptivos
hormonales podria aumentar hasta cuatro veces el riesgo de este cancer en
las mujeres infectadas con el VPH (World, 2002; Moreno, 2002).

TABAQUISMO

El tabaquismo parece estar firmemente asociado con la aparicién de lesiones
cervicales precancerosas y cancer. El tabaquismo se encuentra entre los
factores ambientales mas uniformemente identificados con la probabilidad de
influir en el riesgo de padecer CaCu; los estudios revelan que el riesgo para las
fumadoras actuales al menos duplica el de las no fumadoras (Szarewski, 1998;
Castellsagué, 2002).

ACCESO LIMITADO A LOS SERVICIOS DE SALUD

Se considera que una baja condicion socioecondémica es un factor de riesgo de
numerosos problemas de salud, incluido el CaCu; en particular, en entornos de
bajos recursos. Las mujeres con una baja condicion socioeconémica a menudo
tienen bajos ingresos, limitaciones para acceder a los servicios de atencion de
salud, nutricion deficiente y escasa concientizacién acerca de los temas de
salud y de una conducta preventiva. Todos estos factores pueden hacerlas mas
proclives a enfermarse o a padecer enfermedades que pueden prevenirse,
como el CaCu (Dos Santos, 1997; Isla, 2002).

TRATAMIENTO

Existen tratamientos para todas las pacientes con CaCu y basicamente se

emplean tres clases de ellos (Franklin, 1952):
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Cirugia: Eliminacion del tejido cancerigeno en una intervencion quirdrgica,
para eliminar la masa tumoral.

Radioterapia: Se utiliza particulas de alta energia capaces de penetrar al
cuerpo. A través de una maquina, llamada acelerador lineal, se genera y
dirigen esas particulas hacia el lugar concreto donde se tengan que aplicar. Las
demas zonas del cuerpo se protegen para no recibir la radiacién. La
radioterapia utiliza particulas similares a los rayos X, que se utilizan para hacer
una radiografia normal, lo que ocurre es que en éstas ultimas, la cantidad
suministrada es muy pequefia. Las células cancerosas son especialmente
sensibles a la radiacién. La radioterapia puede utilizarse como tratamiento
anico en aquellos casos en que los tumores sean especialmente sensibles a la
radiacion y no haya sefales de que se haya extendido hacia ningun otro lugar.
Quimioterapia: La quimioterapia consiste en la administracion de farmacos
antineoplasicos que provocan la destruccion de las células tumorales, al
obstaculizar sus funciones, incluida la division celular, se emplea ante todo
para el tratamiento de neoplasias generalizadas, aunque a veces se utiliza para

lesiones localizadas como coadyuvante de otros tratamientos.

Entre las técnicas que se utilizan para eliminar el tejido canceroso se
encuentran las siguientes intervenciones (Brunschwig, 1948; Lazcano-Ponce,
1996):
- Criocirugia. En este método, se recurre a la aplicacion de
congelamiento para la eliminacion del tejido dafiado.

- Cirugia con rayo laser. Consiste en el uso de un haz de luz intensa para

eliminar las células cancerosas.

- Conizacion. Se define como una escision de un cono o cilindro tallado
del cérvix, incluye la zona de transicidén, que segun sea la lesion es todo
o solo una porcién del canal endocervical. Se emplea para obtener una
biopsia para realizar el diagndstico, pero también para el tratamiento de

canceres tempranos del cuello uterino.
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- La escision electroquirurgica (LEEP) por sus siglas en inglés, se usa una
corriente eléctrica que pasa por un aro de alambre delgado, el cual sirve

como cuchilla.

- La histerectomia es una cirugia, utilizada en casos muy avanzados, por
la cual se extrae todo el Gtero, incluyendo todo el cuello uterino, ademas
del cancer. Son diferentes las técnicas utilizadas para este propdsito:

A) Histerectomia vaginal: El Utero se extrae a través de la vagina.
B) Histerectomia abdominal: El Gtero se extrae mediante una incision en el
abdomen. Puede ser necesario también extraer los ovarios y las trompas de

Falopio.

C) Histerectomia radical: Es una operacién en la cual se extrae el cuello
uterino, el Utero y parte de la vagina. También se extraen los ganglios linfaticos

del area.

MUERTE CELULAR

La nomenclatura utilizada en relacion a la muerte celular ha sido confusa. Uno
de los primeros intentos por clasificar los fenotipos de muerte celular, basado
en el analisis morfoldgico de modelos del desarrollo, fue hecho por Schweichel
y Merker (Vaux, 1999), quienes identificaron 3 tipos de muerte celular (Tipo 1, 2

y 3).

Tipo 1 se manifiesta por condensacion nuclear y picnosis, con reduccion del
volumen citoplasmatico, con fragmentacion celular tardia y fagocitosis.

Tipo 2, o degeneracion autofagica, se caracteriza por la vacuolizacién
autofagica del citoplasma.

Tipo 3 0 muerte citoplasmatica, se caracteriza por una desintegracion general

con pérdida de los organelos.
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De esta manera, la tipo 1 corresponderia a la apariencia descrita por Kerr para
la apoptosis, la tipo 2 a Autofagia y la 3 muestra caracteristicas asociadas a la
necrosis. (Bradham, 1998; Qian 1999).

AUTOFAGIA

Es un proceso altamente conservado en la evolucion, que ocurre virtualmente
en todas las células eucariotas, desde las levaduras a los mamiferos, como
parte de su desarrollo normal (Klionsky, 2005). Es un proceso en el cual
citoplasma y organelos son secuestrados en vesiculas con membrana celular
duplicada, liberando su contenido dentro de lisosomas, para su degradacion y
reciclaje de macromoléculas. Asi como el recambio proteico, esta mediada por
ubiquitinacién y degradacion por el proteosoma. El recambio de grandes

proteinas y organelos, es atribuido parcialmente a la Autofagia (Shintani, 2004).

La autofagia sirve como respuesta al estrés producido por la falta de alimentos
y es uno de sus principales mecanismos de control en los organismos
unicelulares. A nivel de membrana, existen moléculas que actian como
sensores del medio extracelular, activando vias regulatorias intracelulares. Uno
de estos sensores es la proteina TOR (Target de rapamicina) (Kamada, 2004),
el cual inhibe la autofagia en un medio rico en nutrientes. La autofagia también
tiene funciones homeostaticas y de biosintesis, Por ejemplo en condiciones en
las cuales los peroxisomas no son necesitados, son degradados a través de un

tipo especifico de autofagia denominado pexofagia (Iwata, 2006).

Ademas puede actuar como un mecanismo de defensa contra la invasion de
varias bacterias y virus, lo que algunos de ellos aprovechan para evadir la
destruccion y replicarse en la célula hospedera. Recientemente se le ha

asociado a varias enfermedades humanas, incluido el cancer (Hait, 2006).

NECROSIS

Se considera como necrosis el tipo de muerte sin signos de apoptosis o
autofagia. Su morfologia es a menudo la de la Oncosis la cual constituye un
proceso de reabsorcion 6ésea caracterizado por una desmineralizacién asociada

a una alteracion de la célula 6sea. Término del griego Onkos “hinchado” fue
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introducido por von Recklinghausen en 1910, al observar la tumefaccion de los

osteocitos en la osteomalacia (Degterev, 2005).

La caracteristica fundamental que distingue la mayoria de las formas de
necrosis de la apoptosis es la rapida pérdida de los potenciales de membrana.
Esto puede ser consecuencia de deplecién de la energia celular, dafio en los
lipidos de membrana y/o pérdida de la funcion de bombas i6nicas o canales
homeostéticos. Entre ellos hay sinergia, ya que la alteracién de uno produce un
efecto en la funcién de los otros, siendo dificil definir cual ocurre primero
(Nishimura, 2001).

Falla energética como causa de necrosis: La disminucién de la funcién de las
bombas de ATP dependientes puede llevar a la apertura de los canales de
muerte en la membrana citoplasmatica. La apertura de estos canales resulta en
una gran fuerza coloide osmdética y entrada de cationes que llevan al
hinchamiento celular y posterior ruptura de la membrana. El estrés resultante
de la escasez de alimento o de un aporte de O, insuficiente, a menudo resulta
en disminucion del ATP. Este tipo de necrosis es vista por ejemplo en la region
interna de tumores, donde el suministro de oxigeno y nutrientes es limitado
(Lum, 2005).

Calcio como mediador de la muerte por necrosis: El calcio intracelular es
importante en numerosas respuestas celulares. En ciertas condiciones
patolégicas, ligandos extracelulares pueden inducir necrosis dependiente de
Ca. La mayor parte del calcio se almacena en el Reticulo Endoplasmico (RE),
cuando el calcio del RE es liberado al citosol, o el calcio extracelular atraviesa
la membrana plasmatica, la muerte celular puede iniciarse por activacion de
proteasas dependiente de calcio o sobrecarga de calcio mitocondrial (Berridge,
2002; Yermolaieva, 2004).

La entrada inicial de calcio impulsa proteasas activadas por calcio, como las
calpainas, que clivan el intercambiador Na/Ca, lo que lleva a la incapacidad de
la célula para extraer el calcio, provocando un aumento sostenido de la

concentracion intracelular (Bano, 2005). Esto lleva a una auto amplificacion del
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calcio citosolico y su prolongada estadia en el citoplasma lleva a la sobrecarga
mitocondrial de calcio, lo que provoca la apertura del poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial (PPTM), perdiendo la capacidad de producir ATP por la
cadena respiratoria, ademas de la activacion de las proteasas dependientes de
calcio (McConkey, 1997).

Otras consecuencias en el aumento de la concentracion de calcio, es que
puede iniciar, ya sea la apoptosis o la necrosis. El destino de la muerte celular
es probablemente determinado por la concentracion de Calcio citoplasmatico.
Concentraciones bajas a moderadas (200-400 nM) inducen apoptosis, mientras
que altas concentraciones (mayores de 1mM) se asocian con necrosis. Esto
puede explicar porque la liberaciéon del calcio del RE es principalmente
apoptotico, mientras que la entrada a través de la membrana plasmatica se

asocia principalmente a la necrosis (Ankarcrona, 1998).

APOPTOSIS

La apoptosis es un término descriptivo que define un tipo de muerte celular con
diversas caracteristicas morfolégicas (Vaux, 1999; Kroemer, 1995). Es el
término mas usado actualmente como referente de muerte celular programada.
Apoptosis proviene del griego y significa la caida otofial de hojas y pétalos. Se
ha utilizado el término con diferentes connotaciones:

(@) Contraccion atipica del volumen celular.

(b) Cambios morfolégicos nucleares, acompafiados por la contraccion
exagerada del volumen celular.

(c) Condensacion de la cromatina nuclear y la fragmentaciéon del DNA.

(d) Alteraciones de las membranas celulares con aumento de la permeabilidad
y ampollado (blebbing).

(e) Aumento de la capacidad para ligar anexina.

() Activacién de proteasas catabdlicas (caspasas).

(g) Escisién de la queratina (Thompson, 1995; Buja, 1993).

La apoptosis es de fundamental importancia para explicar procesos bioldgicos
como por ejemplo la formacion y maduraciéon de embriones, la senilidad, la

formacién de queratocitos, la renovacion del epitelio de las membranas
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mucosas etcétera, en otras palabras la apoptosis es un término funcional, que
se usa para definir la muerte celular como parte normal de la vida de los

organismos multicelulares (Vaux, 1999; Kroemer 1995).

También, puede ser un proceso para eliminar células infectadas o dafiadas
genéticamente, con efectos opuestos a la mitosis en la regulacion del tamafio
de los 6rganos y de los tejidos. Los términos apoptosis y muerte celular
programada han originado controversias y en general, se acepta su sinonimia

cuando la muerte celular depende de la intervencion de caspasas (Vaux, 1999).

Es importante sefalar que mientras muchas formas de apoptosis representan
muerte celular programada, no se puede decir que todas las muertes celulares
programadas estan comprendidas dentro de la apoptosis. Por ejemplo, una
muerte celular con todos los signos morfologicos y bioquimicos de la apoptosis
puede ser inducida por drogas citotoxicas y estimulos fisicos. Estos casos de
apoptosis no son programados, ya que representan las respuestas celulares a
cambios en su entorno aungque la expresion estructural del proceso responde a

las caracteristicas de la apoptosis (Vaux, 1999).

Las células apoptoticas no provocan reacciones inflamatorias de las células
vecinas, y son eliminadas sin provocar dafio tisular inmediato, dos
caracteristicas fundamentales para interpretar la importancia fisiol6gica de la
apoptosis (Palomba, 1996).

Hay una estrecha relacién entre la apoptosis y el ciclo celular. En concreto, la
apoptosis puede iniciarse en el tercio final de la fase G1 para evitar que una
célula dafiada pase a la fase de sintesis, y en la fase G2 para evitar que
algunas células aun inmaduras entren en mitosis, de hecho en esta fase G2
existen elementos de deteccion de inmadurez celular que inducen la apoptosis
cuando la célula no esta capacitada para entrar en mitosis (Alberts, 1994). El
resultado final es que durante el ciclo celular se determina cuando la célula
debe entrar en el proceso de autodestruccion o continuar el ciclo y dividirse, lo
que en la practica supone un equilibrio entre mitosis y apoptosis, regulando la
poblacién celular de cada tejido (Nelson, 2005).
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Pueden diferenciarse varias fases en la apoptosis (Dobrzansk, 2001; Del Rio,
2007; Ross 2005):

Efectora, adopcion sin retorno del compromiso hacia la muerte. Se caracteriza
por el aumento en el contenido de Calcio intracelular, que origina la activacion
de ciertos grupos enzimaticos (endonucleasas y proteasas-caspasas), junto
con cambios en el citoesqueleto celular produciendo cambios en el tamafio y

forma celular.

Degradativa, se degradan los &cidos nucleicos y hay mas cambios en la
membrana celular. Los cuerpos apoptoticos son fagocitados por macréfagos
impidiendo la salida del contenido celular al exterior y evitando inflamacién. En
esta fase se activan las endonucleasas que se encargan de fragmentar el DNA;
ademas se producen cambios marcados en el citoesqueleto, y se condensa la

cromatina.

Limpieza, los macréfagos eliminan todas las células apoptoéticas, sin que eso
afecte al tejido circundante, atraidos por ligandos especificos para ellos,

presentes en la superficie de las células apoptéticas

VIAS DE LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

La via extrinseca puede ejemplificarse con la sefial pro apoptética que se
desencadena por la unién de Fas con su ligando. FasL (CD95L) es un trimero
que al unirse con Fas (CD95 o APO-1) induce la trimerizacion de este. Esta
unidn provoca el reclutamiento del complejo DISC al dominio citoplasmatico de
Fas. DISC contiene proteinas adaptadoras que permiten la unién de la pro-
caspasa 8 favoreciendo su auto activacién, la caspasa 8 puede entonces
activar a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, ademas puede activar a Bid y esta
inducir la liberacion del citocromo C y Apaf-1 de la mitocondria para formar el
apoptosoma y activar también la via intrinseca (Kroemer, 1995; Martin, 1994).

La via intrinseca o mitocondrial se activa por estrés y otras sefiales que

provocan la translocacion a la mitocondria. Lo anterior provoca la liberacion de
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citocromo-c al citosol, lo cual se acompafa de pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y desestabilizacion de la membrana externa de la
mitocondria. En el citosol el citocromo-c se une a Apaf-1 en presencia de ATP
y forma el complejo conocido como apoptosoma, el cual activa a la
pro—caspasa 9, que a su vez puede activar a las caspasas 3, 6 y 7, estas son
las principales responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos que
ocurren en la célula apoptética ya que entre sus sustratos se encuentran
proteinas del citoesqueleto, de la membrana nuclear y las encargadas de la

reparacion del DNA entre otras (Vaux, 1999; Orrenius, 1995).

ORGANELOS INVOLUCRADOS EN LA MUERTE CELULAR APOPTOTICA
LISOSOMAS

La liberacion de las proteinas lisosomales se produce por permeabilizacion de
la membrana lisosomal, que puede ser causada por ROS o por acumulacion
de esfingosina, detergente lisosomotrépico (Bursch, 2001). Una permeabilidad
parcial se produce en la apoptosis, mientras que un quiebre masivo provoca
necrosis. Las cistein proteasas catepsinas B y L y la proteasa catepsina D son
las proteasas lisosomales mas abundantes y se ha reportado que pueden
actuar activando caspasas 0 una via independiente de éstas. Otros han
reportando que su accidn seria mas indirecta, promoviendo la disfuncion
mitocondrial y liberacion de las proteinas proapoptéticas (Johansson, 2003).
Ademas la Catepsina D puede activar a Bax, llevando a la liberacién de AIF de
la mitocondria (Bidere, 2003; Kagedal, 2005).

RETICULO ENDOPLASMATICO

Es un importante sensor de estrés celular que puede detener la sintesis
proteica y el metabolismo para restablecer la homeostasis celular (Travers,
2000). Incluso puede desencadenar apoptosis si el dafio es muy intenso,
iniciAndose como respuesta a proteinas no plegadas o via liberacién de calcio
en el citoplasma. La acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo
endoplamatico desencadenara la respuesta adaptativa al estrés denominada
respuesta a proteinas no plegadas (UPR unfolded protein response), la cual es

mediada por una proteina quinasa transmembrana y endoribonucleasa, la
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proteina del RE IRE1la. La activacion de (IREla) requiere de Bax y Bak (Hetz,
2006).

Este hecho permite conectar fisicamente a los miembros de la via apoptoética y
de la UPR. También, es posible la activacion de la caspasa 12 posiblemente
por via de la translocacion de Bim, un miembro de la familia BCL-2, al interior
del reticulo endoplamatico (Boya, 2002). Ademas, el estrés del reticulo
endoplamatico puede inducir permeabilizacion de la mitocondria y entonces
activar la via clasica, asi como otras vias de muerte mitocondrial. Los
miembros de la familia BCL-2 y el calcio citoplasmatico orquestan esta
respuesta cruzada entre la mitocondria y el RE (Annis 2004).

Ademas, el influjo intracelular de calcio causado por el estrés sobre el reticulo
endoplamatico, activa un organelo que actiia como un deposito de calcio en la
célula, que induce la activacion de una familia de proteinas citosodlicas, las
calpainas, las cuales se encuentran inactivas en el citoplasma (Yamashima,
2004). Las calpainas actuan rio abajo en la activacion de caspasas y son
inhibidas por calpastatina, la cual a su vez es inactivada al ser procesada por
calpaina o caspasas activas. Bax y otros de su tipo aun no bien identificados,
estan involucrados en la asociacién entre calpainas y el sistema proteolitico de

las caspasas. La manera en que se relacionan aun se desconoce (Liu, 2004).

MITOCONDRIA

La mitocondria juega un papel muy importante dentro del proceso de apoptosis.
Su funcion amplificadora de la sefial empezada por las caspasas iniciadoras,
asegura la culminacion del proceso incluso ante la existencia de un reducido
namero de moléculas de proenzimas actuando como unidades iniciadoras. Asi
mismo, aporta a la ruta ejecutora de la apoptosis un sitio de regulacion

mediante las proteinas de la familia Bcl-2 (Scheffner, 1991).
La mitocondria mantiene la vida celular a través de la produccion de ATP y

desencadena la muerte al liberar proteinas del espacio intermembrana, como

citocromo-c, Smac/Diablo (Smac: second mitochondrial activator of caspases:
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DIABLO: direct IAP binding protein with low pl) u Omi (Htr2), al citosol. Las dos
dltimas compiten con las caspasas, para unirse a las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP), ya que ella une caspasas y las marca para su posterior
ubiquitinacién. El citocromo-c participa en la formacién del apoptosoma, que
junto a la molécula adaptadora Apaf-1, resultan en el reclutamiento y activacion
de la caspasa 9, requiriendo para esto ADP o ATP. Posteriormente la caspasa
9 activa las procaspasas 3 y 7, siendo estas caspasas efectoras las
responsables del clivaje de varias proteinas que llevan a la morfologia y

bioquimica de la apoptosis (Honda, 2005).

La membrana interna mitocondrial presenta multiples complejos enzimaticos,
cadena transportadora de electrones, la ATP sintetasa y proteinas
transportadoras, como el traslocador de nucleétidos de adenina (ANT, del
inglés adenine nucleotide translocator). Ademas posee unas invaginaciones
denominadas crestas, donde se encuentra secuestrado y unido al fosfolipido de
membrana cardiolipina y el 85% del citocromo-c, el cual es utilizado por el
complejo IV en la produccién de energia. Por el contrario, la membrana externa
carece de crestas mitocondriales, y en condiciones fisioldgicas, es permeable
al paso de iones y de metabolitos con pesos moleculares inferiores a 6000 Dal,
a través del canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC, del inglés voltaje
dependent anion channel). El poro de permeabilidad transitoria mitocondrial
(PPTM) es un complejo multiproteico, aun no totalmente dilucidado tanto en
estructura como funcion, que se forma en las zonas de unién entre las
membranas interna y externa de la mitocondria. En €l participan proteinas de
localizacion citoplasmatica (hexocinasa), de la membrana externa (VDAC), de
la membrana interna (ANT) y de la matriz mitocondrial (ciclofilina D)
(Nakagawa, 2005; Baines, 2005).

El mecanismo propuesto consiste en que cierto estimulo, sobrecarga de calcio
o dafio por radicales libres y produce una remodelacion del cuello de la cresta
mitocondrial (figura 8), que incrementa su tamafo de aproximadamente 20 nm
a 60 nm, con lo que el citocromo-c, que previamente se ha disociado de la
cardiolipina mediante oxidacién por ROS, puede acceder a la membrana

externa, atravesandola por medio de la formacion de megacanales constituidos
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por combinacién de Bid, Bax y cardiolipina o por ruptura de la membrana
externa si el volumen de la matriz se expande excesivamente (por apertura del
PPTM o cierre de VDAC) (Brdiczka, 2006 ; Gogvadze, 2006).

Figura 8. Hip6tesis de laremodelacion del cuello de las crestas mitocondriales. (De Toro
2006).

CASPASAS EN LA APOPTOSIS

Las caspasas son proteasas dependientes de tioles (residuos de cisteina),
caracterizadas por su especificidad para hidrolizar péptidos y proteinas en la
vecindad de residuos asparticos (Zhivotovsky, 1997; Fadeel, 1998). Su
especificidad catalitica ha originado el término caspasa en el que la ¢
representa al residuo cisteina de la enzima y caspasa representa residuos
asparticos de la proteina sustrato (Cohen, 1997; Thornberry, 1998). Por su
estructura y actividad proteolitica especifica, se conocen por lo menos 10

caspasas que se ordenan por los numeros correspondientes, caspasa 1,
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caspasa 2, caspasa 3, etc. Las caspasas actuan en las mitocondrias, en el
citosol y en el nucleo celular e incluyen los siguientes grupos (Cohen, 1997;
Thornberry, 1998):

(a) Mediadoras de la inflamacion (caspasa 1, 4y 5).
(b) Efectoras de la apoptosis (caspasa 3, 7y 2).
(c) Activadoras de caspasas apoptogénicas (caspasas 6, 8, 9y 10).

Todas las caspasas tienen en su sitio activo una secuencia pentapeptidica
(Glu-Ala-Cys-X-Gly; X puede ser Arg, Glu o Gly). En la célula se sintetizan
como pro-enzimas inactivas (procaspasas) que se pueden activar por
autocatalisis. La actividad proteolitica depende del estado redox y del balance
pro-oxidante/antioxidante en la célula (Hampton, 1998; Martinou, 1999).
Algunas caspasas son reguladas por el receptor FAS, por el citocromo ¢ y por
el factor inductor de la apoptosis (AIF) que pasan de las mitocondrias al citosol
como consecuencia del dafio mitocondrial inducido por la apoptosis (Kroemer,
1999; Susin, 1999).

La actividad proteolitica de las caspasas esta limitada por la naturaleza de las
proteinas sustrato. Asi el sustrato, PARP (poli-(ADP-ribosa) polimerasa), es
hidrolizado por la caspasa 3 en dos fragmentos, uno de los cuales contiene el
extremo N-terminal y liga el DNA, mientras que el otro fragmento contiene el
extremo C-terminal que ejerce la actividad catalitica. Otra proteina sustrato
blanco de las caspasas es la protein quinasa DNA-dependiente, una enzima
qgue interviene en la reparacion de la doble-hélice del DNA. Durante la
apoptosis la proteina-quinasa es degradada por la caspasa 5 pero no por las
caspasas 1, 4 y 6. Su degradacion produce una disminucion significativa de la
aptitud celular para reparar DNA lo que suprime una funcion homeostética
esencial y facilita la degradacién de la cromatina del nucleo (Cohen, 1997,
Thornberry, 1998; Samali, 1999).

Otro sustrato es la laminina, una proteina importante de la membrana del
ndcleo. La caspasa 6 parece ser la responsable de su degradacion cuya
cinética es mas lenta que la de las otras proteinas hidrolizadas por caspasas.
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Los oncogenes activan a las caspasas. Asi, extractos de células transformadas
por el oncogén adenovirus EA, (extractos transformados) activan la apoptosis,
efecto que no se observa con los extractos testigos o no transformados. La
actividad oncogén-dependiente de los extractos transformados, se debe a la
accion del factor APAF-1, activo sobre la caspasa 9, lo que indica que esa
caspasa es la iniciadora de la actividad apoptotica (Fearnhead, 1998). La
caspasa 3 activa selectivamente al receptor a FAS, la familia de receptores del
factor de necrosis tumoral. La activacion de la caspasa 3 por el calcio activa la
apoptosis nuclear y correlaciona los movimientos del calcio con el impulso

pleno de la apoptosis (Juin, 1998; Deaciuc, 1999).

Las mitocondrias pueden liberar por lo menos dos factores fundamentales en la
apoptosis: el primero es AlF que es capaz de activar a la caspasa 3, y a las
endonucleasas y el segundo es el citocromo ¢, que con ADP, el factor Apaf-3 y

la caspasa 9, constituye el apoptosoma (Sun, 1999).

Como resultado de esa conjuncion de factores, se activa la caspasa 3 que cliva
y activa el factor de fragmentacion del DNA (DFF), un activador de
endonucleasas que acttan sobre el DNA nuclear. Por su parte, el citocromo-c
activa las caspasas en su forma holo, con el grupo hemo unido, aunque parece
ser que esa estructura y su funcion como aceptor de electrones son esenciales
para la actividad sobre las caspasas. La activacion primaria de las caspasas no
es suficiente para disparar la cascada apoptotica y es requerida la liberacion de
factores apoptogénicos mitocondriales liberados por las caspasas, para asi

llevar a cabo el proceso apoptatico.

Las caspasas actian como ejecutantes principales de la apoptosis inducida por
drogas, mientras que en la apoptosis iniciada por los receptores apoptogénicos
activados, las caspasas forman, ademas, una parte integral del mecanismo que

conduce a la muerte celular (Sun, 1999).
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CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES

La cadena de transporte de electrones o fosforilacion oxidativa es un proceso
que se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial y esta constituido por
una serie de complejos enzima-coenzima de oxidorreductasas y ferroproteinas,
ademas también esta compuesta por una serie de complejos, ubicados en la

membrana interna de la mitocondria.

Las fuentes de energia como la glucosa son inicialmente metabolizados en el
citoplasma y los productos resultantes son llevados al interior de la mitocondria
donde se continua el catabolismo usando rutas metabdlicas que incluyen el
ciclo de los acidos tricarboxilicos, la beta oxidacién de los acidos grasos y la
oxidacion de los aminoécidos. El resultado final de estas rutas es la produccion
de dos donadores de electrones: NADH y FADH,. El NADH almacena dos
electrones en el primer complejo de la cadena. Los electrones vienen desde las
reacciones de oxidacion en etapas tempranas de la respiracion celular. El
FADH, también, aporta electrones a la cadena de transporte de electrones,
pero en una etapa ligeramente mas tardia que el NADH (Nicholls, 2002).

Al término de la cadena del transporte de electrones estos son cedidos al
oxigeno. Al mismo tiempo, el oxigeno acepta iones hidrégeno, para formar
agua. Esto sucede en la matriz, en la superficie de la membrana interna. Este
evento corresponde a la etapa en la cual el oxigeno es usado en la respiracién
celular. Si a lo largo de la cadena de transporte de electrones no hay oxigeno
disponible, el flujo de electrones se detiene y el NADH + H+ no pueden ser
convertidos en NAD+. Los suministros de NAD+ en la mitocondria se liberan y
la reaccion de sintesis y el ciclo de Krebs no pueden continuar. La glucélisis
puede continuar porque la conversion de piruvato en lactato o etanol y diéxido
de carbono produce tanto NAD+ como el usado en la glucdlisis. Sin embargo,
mientras la respiracion celular aerébica da una cantidad aproximada a las 30
moléculas de ATP por glucosa, la glucélisis produce solo dos. De esta manera
el oxigeno incrementa enormemente el suministro de ATP. Este es un proceso

de multiples pasos que ocurren en la membrana mitocondrial interna. Las
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enzimas que catalizan estas reacciones tienen la remarcable capacidad de
crear simultdneamente un gradiente de protones a través de la membrana,
produciendo un estado altamente energético con el potencial de generar
trabajo (Voet 2004).

Se han identificado cuatro complejos enzimaticos unidos a membrana interna
mitocondrial. Tres de ellos son complejos transmembrana, que estan
embebidos en la membrana interna, mientras que el otro esta asociado a
membrana. Los tres complejos transmembrana tienen la capacidad de actuar

como bombas de protones (Raha, 2000).

Complejo 1 (COX1)

El complejo 1 6 NADH deshidrogenasa, 6 NADH ubiquinona oxidorreductasa
es un gran complejo multienzimético que cataliza la transferencia de electrones
del NADH a la coenzima Q denominada ubiquinona en la cadena respiratoria.
Es el mayor complejo de la cadena respiratoria, en los mamiferos consta de 45
cadenas polipeptidicas, de las cuales, siete estan codificadas por el genoma
mitocondrial. Su estructura tienen forma de "L" y posee un gran dominio en la
membrana (con alrededor de 60 hélices transmembrana) y un dominio

periférico hidréfilo donde se produce la reduccion del NADH (Carroll, 2003).

El complejo 1 constituye el punto de entrada a la cadena de transporte
electrénico en las bacterias y en la membrana interna de las mitocondrias de
las células eucariota. La transferencia electronica se inicia mediante la
oxidacion del NADH ya que sus dos electrones son transferidos
simultdneamente a un flavin mononucleotido unido no covalentemente a la
enzima, y desde alli, a través de una serie de centros Fe-S, transportadores de
electrones capaces de aceptar un electron por ciclo, al aceptor final, la

coenzima Q, 6 a aceptores artificiales como ferrocianuro (Dupuis, 2001).
Mas de cien genes estan involucrados en la biosintesis del complejo 1,

participan en: transcripcion, traduccion, transporte, procesamiento, insercion de

cofactores y ensamblado. El proceso de biosintesis debe estar estrictamente
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regulado para mantener los niveles de actividad metabdlica en células y tejidos,

de acuerdo a su demanda energética (Schultz, 2001).

Mutaciones en las subunidades del complejo 1 pueden causar enfermedades
mitocondriales, entre las que destaca el sindrome de Leigh. Hay algunas
evidencias de que defectos en el complejo | pueden jugar cierto papel en la
etiologia de la enfermedad de Parkinson, tal vez porque el complejo | (al igual
que el lll) puede padecer fugas de electrones hacia el oxigeno formando

superéxidos muy toxicos.

Complejo 2 (COX2)

El complejo 2 6 Succinato deshidrogenasa 6 Succionato coenzima Q reductasa
es una flavoproteina ligada a la membrana interna mitocondrial que interviene
en el ciclo de Krebs y en la cadena de transporte de electrones, ademas
contiene FAD (flavin adenin dinucleétido) unido covalentemente a ocho 4tomos
de hierro y ocho atomos de azufre labiles frente a los acidos. EI complejo I
consta de cuatro subunidades codificadas en el nacleo: una flavoproteina (FP)
y una proteina hierro-azufre (IP), que en conjunto constituyen la parte catalitica
del complejo enzimatico, y dos subunidades hidrofébicas del citocromo b (CybL
y CybS). Varias mutaciones en tres genes de la subunidad (SDHB, SDHC y
SDHD) que no sea FP han sido reportadas en feocromocitoma vy
paraganglioma, lo que sugiere que estos genes podrian actuar como genes
supresores de tumores (Tomitsuka, 2009).

La molécula de FAD de la enzima, es el aceptor de electrones de la reaccion,
en general la funcion bioquimica del FAD es oxidar los alcanos a alquenos,
mientras que el NAD" oxida los alcoholes a aldehidos o cetonas. Esto es
debido a que la oxidacién de un alcano como el succinato, a un alqgueno como
el fumarato es suficiente exergénica como para reducir el FAD a FADH,, pero
no para reducir el NAD" a NADH. Es poco usual hallar una unién covalente
entre el FAD y una proteina, en la mayoria de los casos, el FAD se encuentra
unido a su enzima asociado de forma no covalente por lo que en este caso el
FAD actla como grupo prostético y no como una coenzima mévil, como lo hace

normalmente.
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El FADH, cede sus dos hidrogenos a la ubiquinona (coenzima Q) que se
reduce a ubiquinol (QH,) y abandona el enzima, difundiendo en la bicapa
lipidica hasta alcanzar en siguiente complejo enzimatico de la cadena
respiratoria. EI complejo 2 actia separando los atomos de hidrogeno que se

hallan en posicion trans de los atomos de carbono metilénicos del succinato.

Complejo 3 (COX3)

El complejo 3 6 Complejo citocromo bc;; obtiene dos electrones desde QH, y
se los transfiere a dos moléculas de citocromo ¢, que es un transportador de
electrones hidrosoluble que se encuentra en el espacio intermembrana de la
mitocondria. Al mismo tiempo, transloca dos protones a través de la membrana

por los dos electrones transportados desde el ubiquinol.

Complejo 4 (COX4)

El complejo 4 6 citocromo c oxidasa es una proteina transmembrana que se
encuentra incluida en bicapas lipidicas de bacterias y en mitocondrias. Se trata
de la ultima enzima de la cadena de transporte de electrones, recibiendo un
electron de cada uno de las cuatro moléculas de citocromo c, después, los
transfiere a una molécula de oxigeno, reduciéndola a dos moléculas de agua.
Acoplado a este proceso, se produce una translocacion de protones a través de
la membrana, lo cual genera un gradiente electroquimico en el que la enzima
ATP sintasa la emplea para sintetizar adenosin trifosfato (ATP) (Mathews,
2003).

Estructuralmente, el complejo 4 es una proteina integral de membrana que
incluye varios grupos prostéticos metéalicos asi como 13 subunidades, de estas
13, 10 estan codificadas por genes situados en el genoma nuclear y tres en el
mitocondrial. EI complejo posee dos grupos hemo, asi como dos centros de
cobre (Schultz, 2001).
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ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

Las enfermedades mitocondriales, también conocidas como encefalomiopatias
mitocondriales o afecciones de fosforilacion oxidativa, son un grupo
heterogéneo de alteraciones, caracterizadas por un fenotipo complejo en el que
la mayoria de los pacientes presentan encefalopatia y lesiones musculares,
ademas de que pueden dafiarse otros érganos como higado, rifiones, corazon,

retina, médula 6sea, nervios periféricos y pancreas (Ruano, 2002).

La disfuncion mitocondrial ocasionada por estrés oxidativo ha sido implicada en
la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como el sindrome de
Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la ataxia de Friedreich. Las
manifestaciones clinicas de estas afecciones son muy variadas, de modo que
pueden consistir en: deterioro de las funciones mentales, trastornos motores,
cansancio, intolerancia al ejercicio, epilepsia, alteraciones vasculares
encefélicas, oftalmoplejia, ptosis palpebral, retinosis pigmentaria, hipoacusia/
sordera, ceguera, cardiopatia, insuficiencia hepética y pancreatica, anemia
sideroblastica, seudoobstruccion intestinal, acidosis metabdlica y otras
(Mecocci, 1994).
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PLANTEANIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cérvico uterino es la segunda causa de muerte por neoplasias
malignas entre las mujeres mexicanas, por este motivo en el laboratorio de
Oncologia Celular se desarrollan diferentes lineas de investigacion con el
propésito de contribuir en el conocimiento de los mecanismos de regulaciéon de
la proliferacion de las células de este tipo de cancer. Hasta el momento se ha
demostrado la presencia del receptor para IL2 (RIL-2) en las lineas celulares de
CaCu, CALO e INBL, y se ha confirmado que 100 Ul/ml de IL-2 tienen un
efecto inhibidor sobre la proliferacion in vitro de estas células, el cual se repite
en modelos in vivo (Alvarado, 1997; Rangel-Corona, 1998; Ayala, 2005), otros
estudios indican que la regulacion de la proliferacién se lleva a cabo por la
induccion de apoptosis. Por otro lado, se sabe que la apoptosis puede regular
proteinas mitocondriales como COX1 y COX2 (Honda, 2005; Baines, 2005), sin
embargo se desconoce si IL-2 al inducir la muerte en células provenientes de

CacCu tiene algun efecto en la regulacién de estas proteinas.
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HIPOTESIS

Se sabe que 100 Ul/mL de Interleucina 2 (IL-2), induce muerte celular por
apoptosis en las lineas celulares de cancer cérvico uterino CALO e INBL.
Dicho proceso de muerte esta mediado por la liberacion de citocromo ¢ que es
un componente de la cadena respiratoria en mitocondria. Por lo tanto, si
células de las lineas CALO e INBL se cultivan en presencia de IL-2 a la dosis
sefialada, se espera una modificacion de la expresion del RNAm de los
complejos COX1 y COX2 que forman parte de la cadena respiratoria

mitocondrial.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la IL-2 sobre la expresiéon del RNA mensajero de los
complejos COX1 y COX2 en las lineas celulares de cancer cérvico uterino
CALO e INBL.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Cultivar las lineas celulares de Cancér Cérvico Uterino CALO e INBL.
2) Administrar como tratamiento 100 U/mL de IL-2 a las lineas celulares.
3) Extraer y cuantificar el RNAm de las lineas celulares CALO e INBL

tratadas con IL-2 para valorar si corresponden a los complejos COX1 y
COX2.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:

a) Lineas Celulares: Se utilizaron las lineas celulares de CaCu CALO e INBL
de la reserva cri6 preservada del Laboratorio de Oncologia de la Unidad de
Investigacion en Diferenciacién Celular y Cancer de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM. Las células se cultivaron en medio liquido RPMI-
1640 suplementado con 10% de SFB inactivado. La incubacién se realiz6 a 37°

C, una atmoésfera de 95% de humedad relativa y 5% de CO..
b) IL-2: Se utiliz6 IL-2 recombinante humano (R&D, sistems).
REACTIVOS:

RT

Amortiguador 5X (Invitrogen)

DTT O.1 M (Invitrogen)

Enzima MMLV-RT (Invitrogen)

DNTP’S 5 mM Mix (Fermentas)

Oligo (DT) 15 Primer 500 pg/mL (Promega)

PCR

Amortiguador 5X Green Go Taq (Promega)
DNTP’S 10 mM Mix (Fermentas)

Enzima Go Tag DNA Polimerasa 5u/pL (Promega)

Primers
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ELECTROFORESIS

Agarosa (Invitrogen)

Marcador de peso molecular Puc19 DNA/ MSPL 34-501 Pb (Fermentas)
Buffer de Carga Blue/Orange 6X (Promega)

METODOS:

1) Cultivo y Conteo de Células:

Se cultivaron las lineas celulares CALO e INBL en cajas de cultivo de 75 cm?
adicionando medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB
inactivado, cuando las células se encontraron en fase exponencial, se
desprendieron de la caja de cultivo con una solucion de verseno, se realizo el
conteo de células utilizando un hemocitémetro (Camara de Neubauer) en cada
ensayo se ajusté a una cantidad de 1x10° células, que fueron resuspendidas en
1.0 mL de medio, por cada ensayo que se realizo a los diferentes tiempos 30s,

1min., 2min., 3min., 4min., y 5min.

2) Cultivo en presencia de IL-2:

Una vez obtenido el nimero de 1x10° células para cada ensayo, se administré
el tratamiento de 100 Ul/mL de IL-2, que se retiré a diferentes tiempos: 30s,
1min., 2min., 3min., 4min., y 5min. Tiempos elegidos para conocer la rapidez
del efecto de la IL-2.

3) Extraccion de RNA mensajero de células de CaCu:

En cada ensayo se ajusté a 1 X 10° de células (inducidas) y se lavaron con
3mL de PBS.

Se centrifugo a 12000 rpm por 5min.

Por cada millon de células se agregd 1mL de Trizol se dejo reposar de 10 a 15
min. a Temp. Amb.(lisado).

Se agregaron 200 uL de cloroformo y se agito vigorosamente en vortex de 3 a

5 min. (para separar fases).
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Se dejo reposar de 3 a 5 min en hielo, para después centrifugar a 12000 rpm
por 15min a una temperatura de 2y 8 °C.

Se mantuvo a -70 °C. por 24h.

Pasado este tiempo la muestra se sacO del congelador y centrifugé 10 min a
7500 rpm entre 2y 8 °C.

Posteriormente se decantd con pipeta y se agregoé 1mL. de etanol por cada mL.
de Trizol.

Se centrifugd 10 min 7500 rpm a una temperatura de 2 y 8 °C. para decantar y
dejar secar durante 2h. a temperatura Ambiente.

Se agregaron 20 uL de agua libre de RNAsas (1 stock)

Se guardd a -70 °C para su posterior cuantificacion.

4) Cuantificacion del RNA mensajero:

Se tomaron 4 pL del stock de RNA y se resuspendio en 196 uL de agua DEPC
para determinar las concentraciones de RNA (ug/mL).

Las lecturas se realizaron en un espectrofotbmetro y se tomaron las

absorbancias a 260, 280, la relacion 260-280 y concentracién de la muestra.

5) Retrotranscripcion (RT):
Para llevar a cabo la RT fue necesario que cada muestra de RNAm tuviera una

concentracion de 2ug/uL de RNA, la cual se calcul6 con la siguiente formula:

(ABSORBANCIA DE 260) (VOLUMEN DE LA DILUCION) (40) / 1000 = 1 pg /
Ml de RNAm.
Y se ajusto a 2ug/uL.

Posteriormente se realiz0 la retrotranscripcion de cada una de las muestras
bajo condiciones determinadas como se muestra en la Tabla 3.
Después de esto se incubé en el termociclador durante 1 hora a 42°C. para

obtener el DNA complementario (DNAC).
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Reactivo ML/ RX
Amortiguador 5x 5
dNTP* S 5Mm 1.5
(Mix)

Enzima MMLV-RT 1
Oligo DT 2
Muestra de 15.5
RNAmM

Total 25

Tabla 3. Mezcla de reactivos para la retrotranscripcion.

6) Reaccion en cadena de la plimerasa (PCR):

El DNAc obtenido en la retrotranscripcién, se utilizo para la amplificacion del
DNAc de COX 1Y COX 2 usando los oligonucleotidos correspondientes.

La amplificacion se llevo a cabo en el termociclador, realizando la mezcla que
se muestra en la Tabla 4.

REACTIVO uL/ RX
Amortiguador 5x Green 6
dNTP s 10Mm(Mix) 0.8
Primers
3’-5’ sentido 1.0
5-3’ antisentido 1.0
Go Taq polimerasa
5 unidades/ pyL 0.15
Muestra de DNAc 4
H,0 libre de RNAsas 7.05
Total 20

Tabla 4. Mezcla de reactivos para la amplificacion de DNAc.

7) Electroforesis:

Se preparé el gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X afiadiendo 30 yL de bromuro
de etidio.

Ya polimerizado se coloco el control de peso molecular (escalera pb) para
ubicar el peso molecular de COX1Y COX2.
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Posteriormente se colocaron 4 uL de cada una de las diferentes muestras
(productos PCR) en los pozos del gel.

Las muestras se corrieron en una camara de electroforesis (Owl, USA),
cubierto de TBE 0.5 % a 80-90 Volts durante 60 min.

Finalmente se coloc6 el gel en un transiluminador (UVP, USA) para observar
los productos de amplificacion, localizando las bandas de COX1 Y COX2, que

deben de tener fragmentos de 191pb y 188pb respectivamente.
SECUENCIA DE PRIMERS USADOS:

COX1

GTGGTTCCAAGATGGTTGCT
CACATGGGGATGGGAATTAG

COX2

AACCCGTGTTAATGCCTCTG

CAAACGAGGGAACATGTGTG

Todos los experimentos se realizaron dos veces por duplicado.
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RESULTADOS

Se cultivaron las lineas celulares de CaCu en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB inactivado, en presencia y ausencia de
100Ul/mL de IL-2, por 0.3, 1, 2, 3, 4 y 5 minutos. Una vez concluido el tiempo
de cultivo se extrajo el RNA mensajero (RNAm) total de cada muestra.

Para saber si el RNAmM extraido de las lineas celulares CALO e INBL
contenian una cantidad suficiente de mensajero, para realizar la
retrotranscripcion, se llevd a cabo la cuantificacion del mismo utilizando un
biofotdmetro. Los datos de absorbancia a 260nm se utilizaron para calcular la

concentracion de RNAm.

Para que la muestra de RNA se considere aceptable para realizar una
retrotranscripcion, se debe calcular su pureza esto se hace a través de la
determinacién de la relacion 260/280nm, la cual debe estar en el rango entre
1-2 unidades, tal como se muestra para los valores obtenido para cada una de
las muestras evaluadas. Los datos del biofotdmetro, también, nos permitieron

ajustar la cantidad de RNAm a una concentracion de 2ug/uL (Tabla 5).
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Cuantificacion de RNA mensajero

MUESTRA mg/mL RNAm ABSORBANCIA ABSORBANCIA 2mg/mL RNAm
260 260-280
CCO 2692.9 0.269 1.71 0.929
CC1 2999.8 0.300 1.59 0.833
CC2 3327.0 0.350 1.72 0.714
CC3 2312.7 0.248 1.47 1.008
CC4 614.8 0.074 1.57 3.378
CC5 3920.0 0.460 1.60 0.543
CT0 13065.0 1.293 1.74 0.193
CT1 5828.7 0.563 1.70 0.444
CT2 3150.0 0.296 1.66 0.844
CT3 14144.0 1.414 1.52 0.176
CT4 386.6 0.039 1.99 6.410
CT5 3027.0 0.326 1.59 0.766
ICO 2218.8 0.287 1.75 0.871
IC1 2910.2 0.299 1.74 0.836
IC2 2275.5 0.316 1.78 0.791
IC3 2053.9 0.251 1.69 0.996
IC4 608.0 0.085 1.68 2.941
IC5 1864.8 0.206 1.66 1.213
ITO 724.7 0.049 1.83 5.10
ITl 416.7 0.061 2.00 4.098
IT2 818.8 0.020 1.67 12.50
IT3 2798.2 0.273 1.62 0.915
IT4 3032.1 0.291 161 0.859
ITS 3736.3 0.366 1.58 0.683

Tabla 5.- Lecturas de absorbancia a 260nm, y relacion 260/280 del mensajero obtenido para
cada muestra: CC (CALO Control), CT (CALO Tratamiento IL-2), IC (INBL Control) e IT (INBL
Tratamiento IL-2). Los numeros indican el tiempo; 0 (30seg.) 1 (1min) 2 (2min), 3 (3min) 4
(4min), 5 (5min), Los controles corresponden a células cultivadas en ausencia de IL-2.

Una vez, confirmada la pureza del RNAmM extraido para cada una de las
muestras de las lineas celulares CALO e INBL cultivadas en ausencia (Figura
9) y presencia (Figura 10) de IL-2, a 0.5, 1, 2, 3,4y 5 minutos, se procedi6 a
determinar su integridad. Para ello se utilizO un gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio para visualizarlo. En el gel se pueden observar dos bandas
definidas del RNA ribosomal, una banda corresponde a la fraccion 40s y la
otra a la fraccion 60s. No se observan cambios en la integridad del RNA
obtenido de las células cultivadas en presencia de IL-2 en comparacion de

aquellas cultivadas en ausencia de IL-2.
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IL-2 (-)

CALO

60s
40s

INBL

0.5 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 9. Mensajero total de Células CALO e INBL cultivadas en
ausencia de IL-2. Se pueden observar dos bandas que corresponden al
RNA ribosomal, en las muestras de las células cultivadas a diferentes
tiempo. Una banda corresponde a la fraccién 40s y la otra a la 60s.

Confirmada la integridad del RNAmM se llevd a cabo la retrotranscripcion,

obteniendo el DNA complementario (DNAc) para cada una de una de las

muestras.

0.5 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos
Figura 10. Mensajero total de células CALO e INBL cultivadas en
presencia de IL-2. Se pueden observar dos bandas que corresponden

al RNA ribosomal, en las muestras de las células cultivadas a diferentes
tiempo. Una banda corresponde a la fraccion 40s y la otra a la 60s.
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Para comprobar que las condiciones establecidas para la PCR eran las
correctas se incluyé como control interno de la técnica la determinacion de
productos de amplificacion para B-actina. En este caso observamos, en todas
las muestras, la expresion del producto de amplificacion de 234 pb esperado,

para esta proteina (Figura 11).

Producto de amplificacion para
[-actina

234pb

234pb

0.5 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 11. Productos de amplificacion para B-actina en células
CALO e INBL. En todas las muestras se observa un producto de
234pb que corresponde a -actina.

EXPRESION DE COX1 EN LA LINEA CELULAR INBL

Para evaluar la expresion de los complejos mitocondriales regulados por IL-2,
se utilizaron los DNAc previamente obtenidos para cada una de las muestras
los cuales fueron amplificados utilizando primers especificos para COX1 y
COX2. Los primers utilizados con un tamafio de pares de bases (pb) conocidos
fueron: para COX1 aquel que dio un producto de 191pb y de 188pb para
COX2.
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En las células INBL cultivadas en ausencia de IL-2 por 0.5, 1, 2, 3,4y 5
minutos, no se observo la banda de 191pb, esperada para el producto de
amplificacion de COX1 (Figura 12).

Producto de amplificacién
para COX1 IL-2 (-)

Bl
191pb =0 INBL

b J

05 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 12. Productos de amplificacién para COX1 en células INBL
cultivadas en ausencia de IL-2. No se observa, para ninguna de las
muestras, el producto de amplificacién de 191pb para el RNAm de
COX1.

Por otro lado, al cultivar la linea celular INBL, en presencia de IL-2, no se

observé el producto de amplificacion de 191 pb para COX1 (Figura 13).

Producto de amplificaciéon para COX1
IL-2 (+)

INBL
191pb —*

0.5 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 13. Productos de amplificacion para COX1 en células INBL
cultivadas en presencia de IL-2. No se observa, para ninguna de
las muestras, el producto de amplificacién de 191pb para el RNAmM
de COX1.
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EXPRESION DE COX1 EN LA LINEA CELULAR CALO

Por su parte la determinacion de COX1 en la linea celular CALO, cultivada en
ausencia de 1IL-2, a 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5min, al igual que la linea INBL, fue
negativa ya que no se observo el producto de amplificacion de 191 pb

esperado para este complejo (Figura 14).

Producto de amplificacion
para COX1 IL-2 (-)

- .
191 pb —>0 CALO

05 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 14. Productos de amplificacion para COX1 en células
CALO cultivadas en ausencia de IL-2. No se observa, para ninguna
de las muestras, el producto de amplificacion de 191pb para el RNAm
de COX1.

En el caso de las células de la linea CALO cultivadas en presencia de IL-2, se
observa el producto de amplificacion de 191 pb para COX1, resultado opuesto
al obtenido con las células de la misma linea celular cultivada en ausencia de
IL-2 (Figura 15).
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Producto de amplificacion para
__COX1IL-2 (+

>3 ('_.t'~

191pb CALO

0.5 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 15. Productos de amplificacion para COX1 en células CALO
cultivadas en presencia de IL-2. Se puede observar, un incremento
del producto de amplificacién de 191pb para el RNAm de COX1.

EXPRESION DE COX2 EN LA LINEA CELULAR INBL

Al analizar el gel para los productos de amplificacion para COX2, en las
células de la linea INBL, cultivada en ausencia de IL-2, a 0.5, 1, 2, 3,4y
5min, observamos un producto de amplificacion de 188 pb, que corresponde a

este complejo (Figura 16).

Producto de amplificacion
para COX2 IL-2 (-)

- g UL I
188pb=—3 " ..‘h’ et
s > T e

05 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 16. Productos de amplificacion para COX2 en células INBL
cultivadas en ausencia de IL-2. Se puede observar en las muestras el
producto de amplificacion de 188pb para el RNAm de COX2, excepto
en la muestra correspondiente a 5 min.

En lo que se refiere a las células INBL cultivadas en presencia de IL-2, no se
observo una expresion tan marcada del producto de amplificacién de 188 pb en
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todas las muestras a diferencia de los controles, excepto en la muestra de
5min, donde se regula positivamente la expresion del mensajero, con respecto
a los controles. (Figura 17).

Producto de amplificacion para COX2
IL-2 (+)

188pb ——> INBL

0.5 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 17. Productos de amplificacién para COX2 en células INBL
cultivadas en presencia de IL-2. Se localizé producto de amplificacion
de 188pb para el RNAmM de COX2.

EXPRESION DE COX2 EN LA LINEA CELULAR CALO

Para la linea celular CALO cultivadas en ausenciade IL-2,a20.5,1,2,3,4y5
minutos, se puede observar una banda de 188 pb a los 4 y 5min, a diferencia
del resto de la muestra en las cuales no se detecto la expresion del mensajero

para este complejo mitocondrial. (Figura 18).

Producto de amplificacion
para COX2 IL-2 (-)

188pb —» . CALO

05 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo en minutos

Figura 18. Productos de amplificacién para COX2 en células CALO
cultivadas en ausencia de IL-2. Solo se puede observar el producto
de amplificacion de 188pb para el RNAmM de COX2, en las muestras de
4y 5min.
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Para el caso de la linea celular CALO, cultivada en presencia de IL-2 se
observé un incremento en la expresion del producto de amplificacion de 188
pb, esto se pudo observar en todas las muestras comparadas con las

muestras control. (Figura 19).

Producto de amplificacion para

COX2 IL-2 (+)
0.5 1 2 3 4 5

Tiempo de cultivo en minutos

Figura 19. Productos de amplificacion para COX2 en células CALO
cultivadas en presencia de IL-2. Se localizé producto de amplificacion
de 188pb para el RNAm de COX2. Se observé un incremento de la
expresién en todas las muestra con respecto al control.
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DISCUSION

Debido a su papel esencial en el metabolismo energético, el genoma
mitocondrial ha sido durante mucho tiempo considerado como el responsable
de contribuir en las alteraciones metabdlicas en los tumores. Desde la década
de los 60s se cuenta con reportes sobre numerosas mutaciones somaticas del
DNA mitocondrial (DNAmt)) en varios tipos de tumores humanos (Brandon,
2006; Modica-Napolitano, 2007). La disfuncién de enzimas de la cadena
respiratoria, ha sido reportada una como consecuencia de las mutaciones en el
DNAmMt, lo que tiene un papel importante en la formacién de tumores. Estas
afirmaciones se basan en estudios con células cultivadas in vitro (Petros, 2005,
Modica-Napolitano, 2007). También Chatterjee (2006) y Baysal, (2006) han
reportado que en diferentes tipos tumorales se han detectado mutaciones
somaticas en el DNA mitocondrial. En oncocitomas renales se ha detectado
una pérdida del complejo | de la cadena respiratoria, como consecuencia de
mutaciones en el DNAmt lo que resulta en la formacién de tumores. (Johannes,
2008).

Mutaciones en las subunidades del complejo 1 pueden causar enfermedades
mitocondriales, entre las que destaca el sindrome de Leigh. Hay algunas
evidencias de que defectos en el complejo | pueden jugar cierto papel en la

etiologia de la enfermedad de Parkinson y cancer.

Recientemente, se demostro que COX1l es un integrante de las vias
apoptoticas. Este complejo, parece tener una doble funcidn en la creacion de
un gradiente de protones en condiciones normales y en la participacion de la
apoptosis después de la activacion de caspasa-3 (Ricci, 2004). La pérdida de
esta etapa intermedia de la apoptosis debido a una deficiencia de COX1 podria
representar una ventaja a las células tumorales. En otras palabras, ante la falta
de COX1 la apoptosis es atenuada, lo que a su vez favorece la formacion de

tumores.
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Es importante considerar estos antecedentes, ya que muestran la importancia
de COX1 en la induccién de apoptosis y que numerosos tumores se originan
debido a su ausencia o por la presencia de mutaciones para el gen de este
complejo. (Lorenc, 2003; Shidara, 2005).

Al respecto en este trabajo, demostramos que las células de las lineas CALO
e INBL, derivadas de CaCu no expresan el RNAm para COX1 como se ha
reportado previamente otros tipos de células tumorales. Los antecedentes
arriba descritos son relevantes ya que el hecho de que las lineas CALO e
INBL no expresa producto de amplificacion para COX1 se puede interpretarse
como un mecanismo de escape de apoptosis que presentan este tipo de

células tumorales.

Y que este mecanismo es mas eficiente en células en estadios avanzados, esta
suposicion la hacemos en base al hecho de que en la linea INBL, estadio IVB,
no se pudo inducir la expresion del mensajero para COX1 en presencia de IL-2
a diferencia de la linea CALO, en la cual la presencia de IL-2 es capaz de
inducir la expresién del mensajero para COX1. Por lo tanto las células de CaCu
en estadios avanzados no parecen ser un buen candidato para regular a
COX1 y por tanto seria mas resistente a ser inducida a apoptosis Por lo que
proponemos a IL-2 como un agente inductor de apoptosis en tumores en

estadios tempranos.

La no expresién de COXL1 en la linea celular INBL, ni ain en presencia de IL-2,
y la regulacion de su expresiéon en CALO sugiere que la muerte celular para

esta linea es por apoptosis regulada por la via mitocondrial.

Por otro lado, dado que las enfermedades mitocondriales son un grupo
heterogéneo de alteraciones, caracterizadas por un fenotipo complejo en el que
la mayoria de los pacientes presentan encefalopatia y pueden afectarse los
musculos y otros 6rganos como corazoén, higado, rifiones, retina, médula ésea,

nervios periféricos y pancreas. (Rubio, 2004).
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La variacion en manifestaciones clinicas pueden explicarse no solo por la
heterogeneidad en las mutaciones del DNAmt, sino también por mutaciones en
el DNA nuclear que codifica parte de las subunidades proteicas de la cadena
respiratoria, y mas importante aun, por alteraciones del funcionamiento de las
numerosas etapas que requiere esta cadena, las cuales estan codificadas por
DNA nuclear. (Wallace, 2002).

Esta informacion es muy importante porque se sabe que COX2 esta constituido
de cuatro subunidades (SDH1, SDH2, SDH3 y SDH4) y que son codificadas
totalmente por DNA nuclear y su deficiencia es muy rara, (Recondo, 2001). Sin
embargo, podemos observar que en nuestros controles de la linea celular INBL
no se expresa este complejo mitocondrial en la muestra INBL control 5 min, lo
gue nos podria indicar que a manera que transcurre el tiempo, el complejo
mitocondrial se va perdiendo. En el caso de la linea celular CALO pasa lo
contrario COX2 no se expresa en las primeras muestras solo en las dos ultimas
que corresponden a CALO control 5min y CALO control 4min, lo que sugiere
gue a manera que avanza el tiempo COX2 empieza a expresarse, esto puede
estar asociado a la naturaleza nuclear de este complejo, porque aunque se
comporta de manera distinta en las lineas celulares debido a que corresponden
a estadios diferentes, se puede apreciar la expresion de RNAm para COX2

desde tiempos muy cortos a diferencia de COX1.

Con respecto a la expresion de RNAm de COX2, se puede decir que aun
cuando la IL-2 regula de manera distinta a cada una de las lineas celulares la
expresion de COX2 es constante en todas las muestras con tratamiento. Lo
que sugiere que la IL-2 podria estar induciendo muerte por apoptosis. De
manera que los resultados obtenidos sugieren que IL-2 participa en la
regulacion de la expresion de COX2 que estaria activando la muerte por

apoptosis.
Los resultados de este trabajo contribuyen en el entendimiento de los procesos

moleculares regulados por IL-2 para inducir la muerte de células de carcinoma

de cérvix.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio se puede concluir

lo siguiente:

IL-2 no modificé la expresion del RNAmM de COX1 en la linea
celular INBL.

IL-2 regul6 positivamente la expresion del RNAm de COX1 en la

linea celular CALO.

IL-2 reguld negativamente la expresion del RNAmM de COX2 en la

linea celular INBL.

IL-2 aumento la expresion del RNAmM de COX2 en la linea celular
CALO.

Es posible que en la linea celular CALO, proveniente de un CaCu
1B, a diferencia de la linea INBL estadio IV, la accion de IL-2 es

mas efectiva.
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