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ABREVIATURAS

Apaf-1: Factor activador de apoptosis.
Bad: Miembro apoptdtico de la familia Bcl-2.
Bax y Bad: Miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2.

Bcl-2: B cell lymphoma 2 miembro de la familia Bcl-2, identificada como el producto del proto-

oncogen bcl-2.
CaCu: Cancer cérvicouterino.

Bcl-w: Miembro de la familia Bcl-2 antiapoptético

Bcl-XL. Miembro antiapoptético de la familia Bcl-2. Se une y bloguea la activacion de Apaf-1

BH: (homologia Bcl-2). Segmentos alfa helicoidales que funcionan como motivos de interaccion

proteica.

BH3: Dominio pro-apoptético de la familia de proteinas Bcl-2.

BH4: Dominio antiapoptoético de la familia Bcl-2

Bid: Dominio de muerte para la interaccion BH3, del inglés BH-3 Interacting domain Death

BiK: Del inglés Bcl-2 interacting killer.

Bim: miembros proapoptéticos de la familia Bcl2 comparte la secuencia de homologia sélo en el
dominio BH3

BIR: (baculoviral IAP repeat) dominio muy conservado de 70 aminoacidos que es esencial para la

actividad antiapoptotica de IAP
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CARD: Dominio de reclutamiento de caspasas.

CASPASAS: Cisteina proteasas especificas de aspartato.

CPT: Camptotecina

CPTs: Compuestos derivados 0 analogos de camptotecina

dATP: Participa en el reclutamiento y activacién de la procaspasa 9.
DD: Dominio de muerte.

DED: Dominio efector de muerte.

DISC: Complejo de sefializacion de iniciacion de muerte.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

FADD: Dominio de muerte asociado a Fas.

FAS: Miembro de la superfamilia de los receptores de la muerte (TNF).
FBS: Suero fetal bovino.

FIGO: Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia.

FSC: (forward scatter). Dispersion frontal.

HR HPV: Virus del papiloma humano de alto riesgo.

IAP, inhibidor de proteinas apoptoticas, identificado como proteina virica. Posee uno o mas

dominios BIR criticos para su actividad. Su actividad es inhibida por smac/diablo.

ICAD/CAD, heterodimero inhibidor/desoxiribonucleasa, que para actuar como desoxiribonucleasa

activa necesita ser hidrolizado por caspasas para liberar CAD.

ICAD: DNAsa inhibidora de caspasas activadas.

IF: Intensidad de fluorescencia.

IFNs: Interferones.
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IL-2: interleucina-2.

RIL-2: Receptor de interleucina-2.

INF: Interferon.

ECM: Matriz extracelular.

LAK: Células asesinas naturales estimuladas por citocinas.
LR HPV: Virus del papiloma humano de bajo riesgo.

NF-kB: Factor nuclear del locus Kappa de las inmunoglobulinas en células B.

Noxa: Miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2.

Omi/HtrA2: Del inglés high temperatura required protein .

PARP, poli (ADP-ribosa) polimerasa. Enzima reparador del DNA inactivado por las caspasas.

NK: Células asesinas naturales.

PBS: Tamp6n salino de fosfato.

RAIDD: Proteina homologa asociada a RIP con dominio de muerte.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

RNA: Acido ribonucleico.

RNAmM: RNA mensajero.

Smac/DIABLO: Inhibidor de IAP, es el segundo activador mitocondrial de la caspasa, /proteina que

se une directamente y bloquea la accion inhibidora del IAP.

10
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SSC: (Side scatter). Dispersion lateral.

TGF beta: Factor transformador de crecimiento.
TNF: Factor de necrosis tumoral.

TNFR: Receptor de factor de necrosis tumoral.
TNFR1: Receptor de muerte del TNF.

TOPO I: Topoisomerasa |

TRADD: Proteina con dominio de muerte.
TRAF: Factor asociado al receptor TNF.

TRAIL: Ligando inductor de la apoptosis relacionado con el TNF.

11
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RESUMEN

El cancer cérvicouterino (CaCu), segun la Organizacién Mundial de la Salud es la segunda causa
de mortalidad femenina en todo el mundo. El 80% de los casos corresponden a los paises en vias
de desarrollo y cerca de 500 000 casos nuevos se presentan cada afo, con unas 300 000 muertes.
Tan so6lo en el afio 2002 se presentaron 493 243 casos y de estos, 273 505 fueron decesos.
GLOBOCAN 2008 sefiala que en México la incidencia mas alta en tumores ginecolégicos es el
cancer de mama con 13939 casos de los cuales 5217 fueron decesos y en segundo lugar el cancer
cervico uterino con 10186 de los cuales 5061 fueron decesos.

Por otra parte, interleucina 2 (IL-2) es utilizada sola 6 en combinaciéon en inmunoterapia, para
inducir regresién de tumores en estadios avanzados, mostrando una modesta respuesta
antitumoral, sin embargo su aplicacién via sistémica perturba vias de regulacion hematopoyética

importantes y puede provocar serios efectos secundarios, por lo cual su uso es limitado.

Investigaciones del Laboratorio de Oncologia Celular de la Unidad de Investigacion en
Diferenciacion Celular y Cancer FES-ZARAGOZA UNAM, han demostrado que 100 Ul/mL de IL-2
administrada en cultivos de lineas celulares de CaCu inhibe la proliferacién de las células y
después de tres dias las células mueren por apoptosis, esta Ultima determinada por la
fragmentacion del DNA extraido de células cultivadas en presencia de la citocina. Tomando en
cuenta que las CASPASAS, son los principales reguladores de la muerte celular por apoptosis y
gue caspasa 3 es una caspasa efectora y se considera como un indicador de muerte por esta via
de sefalizacion, se decidié estudiar si IL-2 regula la expresién de caspasa 3 en cultivos de las
lineas celulares de CaCu: CASKI, CALO, INBL y SIHA.

Los resultados de este trabajo muestran que en las lineas celulares de CaCu CASKI, CALO, INBL,
Y SIHA cultivadas en ausencia de IL-2 existen niveles basales de caspasa 3. Esto indica que la
enzima puede estar siendo constantemente sintetizada y almacenadas en su forma de precursor
inactivo (zimégeno). Por otra parte, el aumento de la intensidad de fluorescencia (IF), para
determinar la presencia de caspasa 3 en células de las 4 lineas de CacCu, indica que 100Ul/mL
de IL-2 regula el aumento de caspasa 3 en las lineas de CaCu CASKI, CALO, INBL y SIHA. Y que

la linea celular CALO mostr6 la mayor sintesis de caspasa 3 inducida por IL-2.

12
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También demostramos que el estadio clinico del tumor no es determinate en la regulacion de la
sintesis de caspasa 3 inducida por IL-2. Finalmente, mencionaremos que en este trabajo se
proporciona informacién importante del papel que juega el tipo de HPV que infecta a las células
de CaCu en la regulacion de la sintesis de caspasa 3 inducida por IL-2. Y proponemos el uso de
IL-2 como alternativa terapéutica para pacientes con CaCu en particular en tumores de estadio

clinico temprano.

13
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INTRODUCCION

La apoptosis es la forma fisiolégica de muerte celular que puede ser activada por dos vias; la via
intrinseca 6 mitocondrial y la via extrinseca 6 de los receptores de muerte. Este proceso interviene
en la embriogénesis, en el recambio celular de los tejidos y en la eliminacién de células infectadas,
mutadas 6 dafiadas. Morfolégicamente, en la apoptosis se produce la fragmentacion de ADN
mientras se mantiene la integridad de la membrana hasta estadios tardios en la muerte celular
(Jun-jie Liu et al 2011), pero en el cancer, aparecen mutaciones que dan lugar a la activacién de
oncogenes O a la inactivacion de genes supresores. De este modo el equilibrio se rompe y la
balanza se inclina hacia la proliferacién descontrolada y la inmortalizaciéon celular. Sin embargo,
el termino cancer se define, no s6lo por la inmortalizacién de las células sino también por su
capacidad invasora local y a distancia (Meléndez Zajgla y Ceballos Cancino 2008). De manera
normal las células tienen mecanismos de control de la proliferacion capaces de frenar el ciclo
celular si algun error ocurre. Ya sea para repararlo 6 bien para inducir la apoptosis cuando el
dafio es muy extenso y no se repara. En condiciones normales no se permite la progresién del
ciclo, en una célula, hasta que el error se haya corregido; no obstante, las células tumorales suelen
presentar mutaciones en proteinas reguladoras del ciclo celular y son capaces de repetir el ciclo

indefinidamente adn sin integridad del ADN.

Actualmente, se desarrollan terapias alternativas como la inmunoterapia. Se refiere al conjunto de
estrategias de tratamiento para estimular el sistema inmune frente enfermedades como el cancer o

para aminorar los efectos secundarios de tratamientos muy agresivos usados contra el cancer.

En la Unidad de Investigacién en Diferenciacion Celular y Cancer FES-ZARAGOZA UNAM. Se ha
estudiado el efecto de IL-2 sobre la proliferacién de las lineas celulares de cancer cérvicouterino
(CaCu) CALO e INBL pudiendo aclarar que dependiendo de la dosis de IL-2 administrada en
cultivos de las lineas celulares se puede inhibir la proliferacion de las células de CaCu en
presencia de altas dosis de IL-2 exdgena, sin embargo, en presencia de 5-10 Ul/mL de IL-2
podemos inducir la proliferacion de estas mismas células tumorales. (Rocha-Zavaleta et al 2004,
Carpi A 2009).

14
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Este trabajo tiene como principal objetivo determinar el comportamiento de caspasa 3 en las lineas
celulares de (CaCu) cultivadas en presencia de (100 Ul/mL) de IL-2 y observar si la expresion de
esta proteina es regulada por la presencia de altas dosis de IL-2 exdgena en los cultivos de estas
lineas celulares, la regulacion de esta proteina proporciona datos interesantes debido a que es uno
de los principales indicadores de apoptosis por ser una caspasa que regula la ejecucion de las
sefiales apoptoéticas y es la principal reguladora de la degradaciéon de sustratos que favorecen la

fragmentacion del DNA y la culminacién de la apoptosis.
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MARCO TEORICO

HUELLAS DEL CANCER

Las células cancerosas se originan en respuesta a mutaciones genéticas (Hanahan y Weinberg
2000), que sugieren que el gran catalogo de genotipos en la célula del cancer es una manifestacion
de seis alteraciones esenciales en la fisiologia de la célula que dicta de manera colectiva el
crecimiento maligno y son: autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a los
factores que inhiben el crecimiento, invasion de tejidos y metastasis, potencial replicativo ilimitado,
mantenimiento de la angiogénesis y evasion del programa de apoptosis observados en la Figura 1
(Hanahan y Weinberg 2011).

Autosuficienciaen las
sefales de crecimiento

Insensibilidad a los factores
que inhiben el crecimiento

Mantenimientode Invasion de tejidos
la angiogénesis y metastasis

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1. El esquema muestra las seis caracteristicas 6 huellas distintivas de las células cancerosas originales
propuestas en el afio 2000. “Tomado y modificado de Douglas Hanahan and Robert A. Weinberg”, 2011.

16
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El mantenimiento de sefializacion proliferativa

Posiblemente el rasgo més fundamental de las células cancerosas implica su capacidad para
sostener la proliferacion crénica. Los tejidos normales controlan cuidadosamente la produccion y
liberacién de la promocion del crecimiento asi como sefiales que indican la entrada y la progresion
a través del crecimiento celular y el ciclo de division, lo que asegura una homeostasis en la célula

(Hanahan y Weinberg).

Evasién de los supresores de crecimiento

Ademas de la capacidad caracteristica de inducir y mantener la accion positiva de las sefales de
crecimiento, las células cancerosas también, deben sortear los programas que regulan
negativamente la proliferacion celular, muchos de estos programas dependen de la accion de
genes supresores de tumores. Existen decenas de supresores de tumor que limitan el crecimiento
y la proliferacion celular. Los dos supresores de tumores mas descritos y que codifican un prototipo
de la proteina RB (retinoblastoma asociados) y las proteinas de TP53, que funcionan como nodos
de control central dentro de las dos claves complementarias como circuitos celulares, son los

principales reguladores de la proliferacién senescencia y apoptosis celular (Hanahany Weinberg).
Resistir a la muerte

El concepto de muerte celular programada por apoptosis actiia como una barrera natural contra el
desarrollo del cancer. Se basa en el esclarecimiento de los circuitos de sefializacién que regula las
vias apoptéticas debido a que estas se activan en respuesta a diversas tensiones fisiolégicas que
las células de cancer evaden durante el curso de la génesis del tumor. Una de ellas es el dafio al

ADN que se asocia con hiperproliferacién (Hanahany Weinberg).

Induccién de la angiogenésis

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren nutrientes y oxigeno, asi como capacidad
de evacuacion de desechos metabdlicos y el diéxido de carbono. La vasculatura del tumor,
generado por el proceso de la angiogenésis, responde a estas necesidades. Durante la
embriogénesis, el desarrollo de la vasculatura implica el nacimiento de nuevas células endoteliales
(angiogenésis) que producen nuevos vasos a partir de los ya existentes. Después de esto la

morfogénesis y la vasculatura normal se convierte en gran medida en reposo.

17
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En el adulto, participan como parte de los procesos fisiolégicos tales como la curacion de heridas y
ciclo reproductivo femenino, es decir la angiogenésis se activa transitoriamente. En contraste,
durante la progresion tumoral, un interruptor angiogénico es casi siempre activado y permanecera
encendido, causando la vasculatura y formacion de nuevos vasos que ayudaran a sostener la

expansion crecimientos neoplasicos (Hanahany Weinberg).
Replicacion que permite lainmortalidad

En el afio 2000, era ampliamente aceptado que era necesario inducir en las células de cancer un
potencial replicativo ilimitado a fin de generar tumores macroscépicos. Esta capacidad se encuentra
en marcado contraste con el comportamiento de las células en la mayoria de los linajes de células
normales en el cuerpo, que son capaces de pasar a través de un namero limitado crecimiento. En
raras ocasiones, las células surgen de una poblacién en crisis y muestran un potencial replicativo
ilimitado lo que da origen a la inmortalizacion de las células que es un rasgo caracteristico de las
células cancerosas que poseen la capacidad de proliferar en cultivo, sin evidencia de senescencia 6

muerte (Hanahan y Weinberg).

Activacién Invasion y metastasis

Los mecanismos subyacentes a la invasion y la metastasis eran en gran parte un enigma. Estaba
claro que los carcinomas que surgen de los tejidos epiteliales avanzan a grados superiores de
malignidad, que se refleja en la invasion local y metastasis a distancia, las células de cancer
asociado tipicamente desarrollado alteraciones en su forma, asi como en su adhesion a otras
células y a la matriz extracelular (ECM). La alteracibn mejor caracterizada de moléculas de
adhesioén en células tumorales es la pérdida de E-cadherina vy la re-expresion permite la regresion
tumoral. Por lo que E cadherina esta clasificada como un supresor de tumor. . Establecieron el

(Hanahan y Weinberg)

18
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CANCER

El cancer es un crecimiento tisular producido por la proliferacion continua de células anormales con
capacidad de invasion y destruccién de otros tejidos y puede originarse a partir de cualquier tipo de
célula o tejido corporal. Los tumores pueden ser benignos o malignos. En los tumores malignos las
células se vuelven atipicas, comienzan a crecer y a multiplicarse de manera réapida y
desorganizada. Estas células que proliferan en un 6rgano determinado pueden, con el tiempo,
invadir otras areas del cuerpo, a través de la sangre y del sistema linfatico, es lo que se conoce

como localizacion secundaria 0 metastasis.

Tipos de cancer

El cancer puede originarse casi en cualquier parte del cuerpo, es asi por lo que se pueden clasificar
los distintos tipos de cancer (Burgués Gasion 2005).

Carcinoma. Son los tipos mas comunes de cancer, se originan de las células que cubren las
superficies externas e internas del cuerpo entre ellos los mas frecuentes son de pulmén, mama,

colon y cancer cérvicouterino (CaCu).

Sarcoma. Estos tipos de cancer se originan de células que se encuentran en los tejidos de soporte

del cuerpo, como por ejemplo, hueso, cartilago, grasa, tejido conectivo y musculo.

Linfoma. Son canceres que se origina de en los ganglios linfaticos y en los tejidos del sistema

inmunoldgico.

Leucemia. Se origina de las células inmaduras de la sangre que crecen en la medula ésea y que

tienen la tendencia a acumularse en grandes cantidades en el torrente sanguineo.

Mieloma. Se presenta en las células plasmaticas de la médula ésea
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CANCER CERVICOUTERINO (CaCu)

El Cancer Cérvicouterino (CaCu) es una mutacion celular de la unién escamo-columnar en el
epitelio del cuello uterino. Se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de lenta y
progresiva evolucion, 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; Duefias-Gonzalez 2010). El cuello uterino 6 cérvix es la abertura del

Gtero o matriz que a la vez se conecta con la vagina.

Diversos estudios muestran que dentro de la etiopatogenia del cancer cérvicouterino se ha
identificado el virus del papiloma humano (VPH) como el principal agente infeccioso de transmisién
sexual. Existen otros factores de riesgo como son, inicio prematuro de vida sexual activa (antes de
los 18 aflos de edad), no haberse practicado un estudio citolégico como el Papanicolaou,
inmunodeficiencia adquirida 6 congénita, promiscuidad sexual propia 6 de la pareja, uso de
anticonceptivos orales por mas de 10 afios sin supervisibn médica, tabaquismo, multiparidad,

antecedentes familiares de cancer, infecciones genitales recurrentes.

En cuanto al VPH como un factor importante en la oncogénesis del CaCu se sabe que es el agente
causal de multiples procesos patoldgicos de cérvix que se transmiten por contacto sexual, ha sido
aislado de carcinomas epidermoides vulvares y vaginales; ademas, se asocia con otros tumores
epidérmicos y en lesiones proliferativas de la piel y las mucosas Los Virus del Papiloma han sido
aislados de mas de 60 especies de animales incluyendo mamiferos, reptiles y anfibios. La mayoria
de estos virus infectan las superficies epiteliales de la piel 6 las mucosas y produce verrugas. Los
virus del papiloma son especificos de especie y no producen infecciones cruzadas. (Garland y
Smith. 2010).

En el humano utilizando hibridacion molecular y analisis enzimatico restrictivo, se han identificado
100 tipos de VPH, algunos tipos se asocian a lesiones de alto riesgo ya que se encuentran con
mayor frecuencia en lesiones que progresan a CaCu. Algunos de los tipos de VPH de mayor

importancia se muestran en la tabla 1.
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Tipos de VPH Lesion que causan

1,2,3,4,7,10,28 Verruga comun
6,11,40,42,43,44,45,53,54,55,57,59,61 Condiloma ano genital, lesion de bajo
67,69,71,74,82 Riesgo (CIN grado 1).
16,18,31,32,33,34,35,39,51,52,56,58,61, Lesién ano genital de alto riesgo (NIC grado Il y
66,68,70,73 l); lesion laringoesofagica; cancer pulmonar
26,27 Verruga comun, deficiencia inmunitaria y

transplantes renales.

Tabla 1. Tipos de VPH, lesiones y 6rgano blanco. ” Tomado de Lagunas-Martinez 2009"".

En mas 99% de los casos de CaCu se detecta el ADN del virus del papiloma humano (VPH) en las
lesiones intraepiteliales 6 lesiones malignas. Algunos tipos de VPH se conocen como virus de bajo
riesgo porque raramente se convierten en cancer y ocasionan verrugas 6 Condiloma. (Lagunas-
Martinez 2009)

El virus del papiloma humano puede ser clasificado como de alto riesgo (HR-HPV) 6 tipos de bajo
riesgo (LR-HPV) sobre la base de sus asociaciones clinico genital. Los tipos VPH-HR, tales como
el VPH 16 y 18 se asocian con lesiones que pueden progresar a neoplasia intraepitelial de alto
grado y en dltima instancia, a un carcinoma, mientras que el LR-HPV, como HPV 6 y 11 se
encuentran asociados principalmente con lesiones genitales benignas , que rara vez progresan a
cancer (Lépez —Saavedra y zano-Soberén. 2006). EI CaCu es mas comun después de los 35 afios,
lo que sugiere infeccion a temprana edad y progresion lenta a cancer. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, el cancer cérvicouterino (CaCu) es la segunda mayor causa de mortalidad
femenina por cancer en todo el mundo, con unas 300 000 muertes al afio. El 80% de los casos
corresponden a los paises en vias de desarrollo y cerca de 500 000 casos nuevos se presentan
cada afo. Tan solo en el afio 2002 se presentaron 493 243 y de estos, 273 505 fueron decesos
(Ministerio de Salud 2004). Y segun GLOBOCAN 2008 en México la incidencia mas alta en tumores
ginecolégicos es el cancer de mama con 13939 casos de los cuales 5217 fueron decesos y en
segundo lugar el cancer cervico uterino con 10186 de los cuales 5061 fueron decesos estos datos

se encuentran referidos en la figura 2 (Ferlay J et al 2002).
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Figura 2. Tipos de «céncer con mayor Incidencia y mortalidad en México. “Tomado de
GLOBOCAN 2008 (IARC) Section of Cancer Information”, 2011

Estadificacion del cancer cérvicouterino (CaCu) FIGO

Estadio |
El cancer se encuentra solamente en el cuello uterino. El estadio | se divide en estadios IA e IB.

Estadio 1A: se detecta una cantidad muy pequefia de cancer en los tejidos del cuello uterino que
solo puede verse con un microscopio. El estadio IA se divide en estadios IA1 y IA2 de acuerdo con

el tamafio del tumor.
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En el estadio 1A1, el cancer no esta a mas de tres milimetros de profundidad y no mide mas de

siete milimetros de ancho.

En el estadio IA2, el cancer estd a mas de tres milimetros de profundidad, pero no a mas de cinco

milimetros de profundidad, y no mide mas de siete milimetros de ancho.

Estadio IB: en el estadio IB, el cancer solo se puede ver con un microscopio y esta a mas de cinco

s

milimetros de profundidad 6 mide mas de siete milimetros de ancho, 6 se puede ver sin un
microscopio. El cancer que se puede ver sin un microscopio se divide en los estadios IB1 e I1B2, de

acuerdo con el tamafio del tumor.
En el estadio IB1, el cancer se puede ver sin un microscopio y mide cuatro centimetros 6 menos.

En el estadio IB2, el cancer se puede ver sin un microscopio y mide mas de cuatro centimetros (8).
Estadio I

En el estadio Il, el cancer se disemindé mas alla del cuello uterino, pero no hasta la pared de la
pelvis (tejidos que revisten la parte del cuerpo entre las caderas) 6 hasta el tercio inferior de la
vagina. El estadio Il se divide en estadios IIA y 1IB, segun la distancia a la que el cancer se

diseminé.

Estadio IlA: el cancer se diseminé mas alla del cuello uterino hasta los dos tercios superiores de la
vagina, pero no hasta los tejidos que rodean el utero. El estadio IlIA se divide en los estadios IIA1y

I1A2, de acuerdo con el tamafio del tumor.
En el estadio IIA1, el tumor se puede ver sin un microscopio y mide cuatro centimetros o menos.
En el estadio 11A2, el tumor se puede ver sin un microscopio y mide mas de cuatro centimetros.

Estadio 1IB: el cdncer se disemindé més all4 del cuello uterino hasta los dos tercios superiores de la

vagina y los tejidos que rodean el utero (Globocan 2008; FIGO 2012).
Estadio Il

En el estadio lll, el cancer se disemind hasta el tercio inferior de la vagina, se puede haber
diseminado hasta la pared de la pelvis, 6 puede haber causado problemas en los rifiones. El

estadio Ill se divide en estadios IlIA y llIB, segun la distancia hasta la que el cancer se disemind.
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Estadio IlIA: el cancer se diseminé hasta el tercio inferior de la vagina, pero no hasta la pared de la
pelvis. Estadio IlIB: El cancer se disemind hasta la pared pélvica; 6 el tumor crecié lo suficiente
como para bloquear los uréteres (los tubos que conectan los rifiones con la vejiga). Este bloqueo

puede hacer que los riflones se agranden 6 dejen de funcionar (8).

Estadio IV

En el estadio IV, el cancer se diseminé hasta la vejiga, el recto u otras partes del cuerpo. El estadio

IV se divide en estadios IVA y IVB, segun el lugar donde se encuentre el cancer.
Estadio IVA: el cancer se diseminé hasta érganos cercanos, como la vejiga o el recto.

Estadio IVB: el cancer se disemind hasta otras partes del cuerpo, como el higado, los pulmones, los

huesos 6 ganglios linfaticos distantes (8).
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En condiciones normales existe un equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis, pero en el
cancer aparecen mutaciones que dan lugar a la activacion de oncogenes (codifican proteinas del
ciclo celular que favorecen la proliferacion celular) 6 a la inactivacion de genes supresores
(codifican proteinas que frenan el ciclo celular). De este modo si el equilibrio se rompe y la balanza
se decanta hacia la proliferaciébn desenfrenada y la inmortalizacion de la linea celular. Pero un
cancer se define no sélo por la inmortalizacion de las células sino también por la capacidad

invasora local y a distancia (Jun-jie Liu et al 2011).

El ciclo celular regula la divisién celular y es fundamental tanto para generar nuevas células en el
desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafiadas en un érgano adulto. Se
distinguen varias fases: en la fase GO 6 de reposo las células permanecen sin dividirse, pero
conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para repoblar un tejido; en la fase G1 (gap 1) 6 de
presintesis, las células producen ARN y proteinas; en la fase S se replica el ADN; en la fase G2
(gap 2) 6 de postsintesis el nlcleo se organiza para la divisién celular, que se produce en la fase M
o de mitosis. El ciclo completo dura desde 12 horas hasta meses 6 afos. Mientras la mitosis tiene
una duracién constante de 1 hora, las células pueden permanecer “arrestadas” en GO durante afios
(Burgués Gasion 2005). Las células tienen mecanismos de control capaces de frenar el ciclo celular
si algun error ocurre, bien para poder ser reparado, 6 bien para inducir la apoptosis cuando el dafio
es muy extenso. En condiciones normales no se permite la progresion del ciclo hasta que el error
no se haya corregido; sin embargo, las células tumorales tienen mutada alguna de las proteinas

reguladoras y son capaces de repetir el ciclo indefinidamente adn sin integridad del ADN.

La apoptosis es la forma fisiologica de muerte celular que interviene en la embriogénesis, en el
recambio celular de los tejidos y en la eliminacion de células infectadas, mutadas 6 dafiadas.
Morfolégicamente, la diferencia con la necrosis que es la muerte patolégica de las células o tejidos
del organismo y que es originada por una lesion aguda, irreversible, derivada de una situacion no
fisioldégica 6 condicion patologica y que no puede ser reparada por mecanismos de adaptacion y de
resistencia. Esta forma de muerte celular se califica como un proceso violento ya que las células se
hinchan, y se deterioran las estructuras celulares, ademas de que se paralizan algunas funciones

criticas para la vida. ( Lizarbe Iracheta 2007)
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La pérdida de viabilidad se asocia a la rotura de la membrana plasmatica con la consecuente lisis
celular y liberacién al exterior del contenido citoplasmatico y organelos, dafiando al tejido en el que
se encuentra. La liberacion del contenido celular puede provocar a su vez reacciones inflamatorias.
(Fernandes Alnemri et al 1994).

En la apoptosis se produce la fragmentacion de ADN mientras se mantiene la integridad de la
membrana hasta estadios tardios en la muerte celular (Burgués Gasién 2005). El volumen celular
total se reduce, la célula se encoge y se hace mas densa, los organelos citoplasmaticos se
condensan y el reticulo endoplasmatico se dilata, pero las mitocondrias se mantienen
morfolégicamente normales. A continuacion se produce la fragmentacion del ndcleo y del
citoplasma en pequefios corpusculos rodeados de membrana que se denominan cuerpos
apoptéticos que son fagocitados por macréfagos, estos procesos se encuentran descritos en la
figura 3.
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Figura 3. Esquema comparativo de las caracteristicas morfologicas de la muerte celular por apoptosis y necrosis, se observa también.
En las micrografias se compara el nicleo de una célula normal (parte superior) con el de una célula en la que se ha iniciado el proceso
de apoptosis (parte inferior). “Tomado de LIZARBE IRACHETA”, 2007.
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Al mismo tiempo se producen una serie de procesos bioquimicos que activan una serie de
endonucleasas dependientes de Ca y Mg que cortan el ADN gendmico por espacios
internucleosomales que generan fragmentos de ADN en un rango de 180-200 pb. Por otra parte, se
produce una pérdida del potencial mitocondrial, asi como una pérdida de la asimetria de la
membrana plasmatica: los residuos de fosfatidilserina que en condiciones normales se encuentran
en la cara interna de la membrana celular, aparecen también en la cara externa de la misma (Willis
y Adams 2005).

Este hecho permite que las células apoptoticas sean reconocidas y fagocitadas por los macréfagos.
Los procesos morfoldgicos y bioquimicos que caracterizan a la apoptosis estan mediados por
efectores de muerte celular como las caspasas (cisteina-proteasas). Las sefales apoptéticas, tanto
intracelular como extracelulares, convergen para activar a las caspasas. La primera etapa del
proceso de apoptosis es caracterizada por recibir estimulos ya sean internos 6 externos a las
células. La siguiente fase comprende la deteccion de esta sefal y la transduccion de la misma
mediante vias que envian la sefial a la maquinaria efectora de la muerte celular. La tercera fase es
la fase efectora en la que estan implicados las proteasas que activan la apoptosis, asi como sus
reguladores positivos y negativos. Y finalmente la fase en la que se produce la condensacion de la

cromatina y la degradacion del ADN (Vogelstein y Kinzler 2004).

PROTEINAS PROAPOPTOTICAS Y ANTIAPOPTOTICAS

Familia de proteinas Bcl-2

La familia de proteinas Bcl-2 han sido consideradas como uno de los principales reguladores en la
ruta intrinseca del proceso apoptético. Inicialmente, Bcl-2 fue identificada como producto del
oncogén hcl-2 siendo uno de los miembros de una familia de moléculas pro y antiapoptéticas (Bras
et al, 2005). En humanos se conocen mas de 20 miembros de esta familia. Los miembros de la
familia Bcl-2 regulan la liberacion de moléculas inductoras de apoptosis presentes en el espacio

intermembranal (Vogelstein y Kinzler 2004).
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Parecen tener localizaciones subcelulares diferentes ya que mientras que los miembros
antiapoptéticos suelen estar como proteinas integrales en las membranas del nucleo, del reticulo
endoplasmico y fundamentalmente de la mitocondria, los proapoptéticos se encuentran en el citosol
0 asociados con el citoesqueleto (Danial y Korsmeyer 2004). Los miembros de Bcl-2 se
caracterizan por que poseen al menos uno de los dominios de homologia de Bcl-2 conocidos como
dominios BH llamados BH1, BH2, BH3 y BH4, los cuales corresponden a segmentos de a-helice.
Segun estos criterios la familia se divide en tres subfamilias, los cuales se pueden clasificar en tres

grupos: (Bras et al, 2005).

1) Miembros “anti-apoptoticos”. como su nombre indica, interfieren en la ejecucion de la ruta
apoptdética mediante su unién a los miembros pro-apopt6ticos descritos a continuacién. Bcl-2, Bcl-
xL, Mcl-1, Bfl-1 y Bclw. Bcl-2 es la proteina que da nombre a esta familia. El gen Bcl-2 fue descrito
como un proto-oncogén que se activa como resultado de una translocacion cromosémica que
aparece en linfomas foliculares humanos de células B, de aqui el origen del hombre de Bcl-2
(linfoma de células B). Bcl-2 se encuentra anclado en la membrana nuclear, en la membrana del
reticulo endoplasmatico y en la membrana externa mitocondrial (Bortner y Cidlowski 2002). Mcl-1
se presenta en el citosol. Las proteinas Bcl-xL y Bcl-w son citosélicas y tras la sefial citotoxica que
induce un cambio conformacional sobre ellas, se unen fuertemente a membrana (Annan et al,
2003).

2) Miembros “pro-apoptoticos” tipo Bax: este conjunto de proteinas son claves en la ejecucion de la
apoptosis mitocondrial. Bax, Bak y Bok son los miembros conocidos de este grupo de proteinas. Se
ha propuesto que ejercen su funcion apoptética mediante la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial produciendo la liberacion de las proteinas pro-apoptéticas alojadas en dicho
compartimento La proteina Bax se encuentra localizada en el citosol en forma de monémero, tras
su activacién oligomeriza y se desplaza a la membrana mitocondrial donde induce permeabilizacion
mitocondrial. Bak por el contrario es una proteina integrada en la membrana externa mitocondrial

que se encuentra presente en forma de oligdmeros (Korsmeyer et al 2000).

3) Miembros “BH3 only”: Este grupo esta formado por Bid, BimL, Bad, Noxa, Puma, Bmf y Hrk. Se
caracterizan por poseer solo el dominio de homologia BH3, el cual es necesario y suficiente para
inducir apoptosis. Las proteinas Bid y Bim ejercen su funcion (tras ser activadas por diversos
mecanismos), mediante interaccion con los miembros pro-apoptéticos Bax y Bak, produciendo en

estos cambios conformacionales que inducen a su oligomerizacion y desencadenando en su
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activacion. Las proteinas Bad, Bik y Noxa interaccionan con Bcl-2 y Bcl-xL impidiendo de esta

manera su accion como inhibidores de la apoptosis (Annan et al, 2003; Willis y Adams 2005).

IAPs

Son inhibidores de la apoptosis liberados por la mitocondria que ejercen su accién inhibiendo a las
caspasas. Se han identificado ocho IAPs en mamiferos, entre las que se encuentran en humanos
NAIP, XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP y survivina.

Las IAPs son inhibidores directos de las caspasas. XIAP, c-IAP1 y c-IAP2 inhiben las caspasas -3,
-7 y —9. Estas proteinas inhiben a las caspasas mediante la unién a ellas por dominios BIR. Las
IAPs pueden presentar:

e uno 6 mas dominios BIR

e dominios RING, que actian como una ubiquitin-ligasa induciendo su autodegradacion vy la

degradacién de la caspasa que va unida a él, a través del proteasoma.

e Dominios CARD que pueden permitir la regulacion de la degradacion de caspasas por

interaccion entre dominios de este tipo.

Dentro de esta familia de proteinas, la mejor estudiada es la XIAP. Su estructura esta formada por
tres dominios BIR y un dominio RING. El dominio BIR2 inhibe las caspasas-3 y -7, mientras que el
dominio BIR3 inhibe a la caspasa -9. Los antagonistas de XIAP pueden bloquear su efecto inhibidor
e inducir la activacion proteolitica directa de la caspasa-3, activando posteriormente a las caspasas
-8 y -9 como consecuencia del bucle de amplificacion de la sefial apoptética. Esta primera
activacion de caspasa -3 es debida a que estos antagonistas de XIAP se unen a BIR2 impidiendo el
bloqueo de la caspasa. Ademas, el efecto apoptético del antagonista de XIAP no se observa en
células normales y posiblemente debido a que los niveles de expresion son menores que en las
células tumorales. Asi, el tratamiento con antagonistas de XIAP podria tener valor terapéutico en

los casos con elevados niveles de expresion de la proteina (Geserick et al, 2009).

Estas proteinas inhiben la ruta extrinseca a través de su capacidad de unirse a TRAF2 y de
ubiquitinizar proteinas, induciendo su degradacion. Y solo XIAP tendria capacidad de inhibir

caspasa -3y -7 a través de interaccion directa (Verhagen et al, 2000).
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Viaintrinseca de sefializacion de apoptosis

La via mitocondrial 6 intrinseca es activada por estrés intracelular, como por ejemplo el iniciado por
dafio al ADN 6 el desensamblado de microtubulos. Por diversas vias, estos inductores llevan a la
activacion de un grupo de proteinas, de la familia del oncogén Bcl-2, que se translocan a la
mitocondria e inhiben a miembros antiapoptoticos de la familia y activan especificamente a dos
miembros pro proapoptoéticos: Bak y Bax. Las proteinas Bax y Bak se activan y polimerizan en la
membrana mitocondrial externa. Este proceso esta inhibido por las proteinas Bcl-2 antiapoptéticas.
La polimerizacion de Bax y Bak induce la formacién de un poro por el que saldran proteinas del
espacio intermembranal de la mitocondria. Entre los factores apoptogénicos que se liberan al
citosol, se incluyen el citocromo ¢ (Wang 2001; Kurosaka et al, 2003), un componente de la cadena
de transporte electronico, HtrA2/Omi, una proteasa mitocondrial, Smac/Diablo (Vogelstein y Kinzler
2004) (Second mitochondria derived activator of caspase) (Ahsen et al 2000), AIF (Apoptosis
Inducing Factor), (Susin et al, 1999) y la endonucleasa G (Parrish et al, 2001).

AIF se transloca al nacleo, donde desencadena cambios nucleares independientes de caspasas,
provocando la condensacion de la cromatina nuclear y fragmentacion de ADN (Hengartner 2000).
La endonucleasas G induce fragmentacion del ADN internucleosomales, también de un modo
independiente de la activacién de las caspasas. Smac/Diablo activa apoptosis neutralizando la
actividad de las proteinas inhibidoras de apoptosis, las proteinas IAPs. HtrA2/Omi también actla
uniéndose a las proteinas IAP e inhibiendo su accion. Esta activacion lleva, a la liberacion de
diversas proteinas apoptéticas al citosol, entre las que destacan citocromo ¢ y Diablo. El primero
forma un complejo con la proteina APAF1 y dATP que recluta a la caspasa 9. Este complejo,
denominado apoptosoma, induce la activacion de esta caspasa iniciadora que a su vez corta a las
caspasas efectoras 3, 6 y 7, cuya funcion final es el corte especifico de una multitud de sustratos
celulares que culminan con la muerte celular apoptotica representada en la figura 4 (Meléndez y
Ceballos 2008).
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Figura 4. Via intrinseca de sefializacion del proceso de apoptosis “tomado de Gentech 2011 .

Via extrinseca 6 de los receptores de muerte

Los receptores de muerte pertenecen a una superfamilia de receptores relacionados con
fendmenos de proliferacién, diferenciacién y apoptosis denominada Superfamilia del Factor de
Necrosis Tumoral (TNF). Estos receptores son proteinas integrales de membrana, la mayoria de
tipo I, es decir, con un solo dominio transmembranal, con el extremo N-terminal extracelular y el C-
terminal intracelular (Strasser et al, 2000). Los receptores muerte tienen accién pleiotropica, es
decir, dependiendo del tipo celular y otras sefales que la célula recibe pueden, iniciar proliferacion,
diferenciacién 6 muerte celular (Bhardwaj y Aggarwal 2003).Los miembros de la familia del TNFR
son diversos en su estructura primaria pero todos poseen un dominio extracelular conservado rico
en cisteinas (que es el que permite el reconocimiento selectivo del ligando (Naismith y Sprang
1998), una region transmembranal y una region intracelular conservada de unos 80 aminoacidos
llamado dominio de muerte (DD). A través del DD se podran reclutar las proteinas adaptadoras
para el inicio de la sefializaciéon apoptética (Curtin J y Cotter 2003).
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La via extrinseca 6 de los receptores de muerte establece conexiones con el espacio extracelular,
recibiendo sefiales proapoptéticas desde el exterior de las célula y de las células vecinas. Dos
familias de receptores se han identificado con estas caracteristicas: Fas-R (receptor para la

proteina Fas) y el TNF-R (receptor para el factor de necrosis tumoral).

La proteina transmembranal Fas que su porcion intracelular se une con un factor intermedio
denominado FADD (factor asociado al dominio de muerte), Fas que participa activando las
caspasas 8 y 1. Esta via de Fas permanece inactiva hasta que se produce en su parte externa el
enlace con el cofactor llamado ligando Fas, proteina que actia como detonador que enciende una
via en la que solo las caspasas estan inactivas y el resto de la cadena estd preparada para recibir
el enlace exterior este proceso se encuentra representado en la figura 5. Esta caracteristica permite

actuar con gran rapidez sin necesidad de sintetizar otros factores.
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Figura 5. Via extrinseca del proceso de apoptosis “tomado de Gentech2011”.

Algo similar sucede con el otro receptor de membrana TNF. Su porcién intracelular conecta con
complejos intermedios como el Tradd (TNF receptor asociado al dominio de muerte) y Raidd
(receptor del dominio de muerte asociado a interleucina) que activan a las caspasas iniciadoras de
la apoptosis (Ghosh Y Baltimore 1990).

32



(Z
UNAM FES-ZARAGOZA gl Torres Corioriles Edgar Ivan | 2012

MEXICO

CASPASAS

Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las ejecutoras como se
muestra en la figura 6. Las caspasas iniciadoras son activadas por autoprotedlisis cuando son
translocadas a compartimientos especificos 0 mediante adaptadores/activadores (14). Las
caspasas ejecutoras son activadas mediante el corte especifico mediado por las caspasas
iniciadoras. Estas proteasas son las encargadas de los cortes finales de sustratos que provocan la
morfologia tipica de la apoptosis. Entre éstos se encuentran proteinas de sefial, de reparaciéon de
ADN, estructurales, factores de transcripcion. Las caspasas representan un nuevo paradigma de la
transduccién de la sefial y se encuentran implicadas en un gran nimero de procesos fisiolégicos y

patolégicos.

Las procaspasas son una familia de cisteina-proteasas que se encuentran como moléculas
precursoras inactivas que al recibir la sefial apoptogénica sufren un rompimiento proteolitico y dan
lugar a dos subunidades que constituyen la enzima activa o caspasa. Las procaspasas constan de
un predominio N-terminal y dos subunidades, una grande p20 y otra pequefia p10. A la fecha las
caspasas mas estudiadas son la -1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9 y —10. Tomando en cuenta la
estructura primaria, determinada por resonancia magnética nuclear (RMN) y cristalografia de Rayos
X, se pueden agrupar en dos clases: pertenecen a la clase | las procaspasas que tienen un
prodominio N-terminal grande, como las procaspasas-1, -2, -8, -9 y —10 (Inna et al, 2005). En las
procaspasas de clase Il el prodominio N-terminal es pequefio o carecen de él, pertenecen a esta
clase las procaspasas-3, -6, -7. Los predominios de las procaspasas de clase | contienen dominios
de interaccién proteina-proteina que propician la formacion de complejos homodiméricos. Estos
complejos estan compuestos por tetrameros de dos subunidades grandes y dos pequefias que
favorecen su rompimiento autoproteolitico en sitios especificos de residuos de acido aspartico.
Todas estas moléculas constan de 6 alfa hélices anfipaticas y antiparalelas las cuales estan muy
empaquetadas formando un centro hidrofébico originando interacciones hidrofébicas entre los
DEDs (dominio efector de muerte) e interacciones electrostaticas entre los CARDs (dominio
reclutador de caspasas). La auto activacion de las caspasas de clase | las dirige al citoplasma para
activar a las procaspasas de clase Il, que no tienen la capacidad de autoproteolizarse y durante su
activacion forman complejos heterodiméricos que favorecen su rompimiento proteolitico. En estas
condiciones las caspasas activas inician los mecanismos apoptéticos hidrolizando a las diversas
proteinas, del citoesqueleto, nucleares, proteinas que intervienen en la division celular, en el control
del ciclo celular, reparacion, replicacion y transcripcion del ADN (Inna et al 2005).
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En el caso de la formacion del DISC (complejo de iniciacion de sefializacion de muerte), los
receptores membranales para factores de muerte se caracterizan porque poseen, en el extremo
intracelular, una secuencia llamada dominio de muerte (DD) la cual sirve de union a diversas
proteinas adaptadoras que finalmente causan la activacibn de las caspasas (Fuentes-Prior y
Salvesen 2004). En todos los casos las interacciones de las procaspasas con los adaptadores que
se conocen a la fecha estdn mediadas por dominios especificos que se repiten en los prodominios
de las procaspasas, en las caspasas, en los adaptadores, en las cinasas y en los dominios
asociados a los receptores de muerte. La activacion de los receptores de muerte es consecuencia
de la union de su ligando, que induce la transmisiébn de una sefial, a través del dominio

transmembranal, al dominio citoplasmico del receptor.
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Figura 6. Se puede observar la familia de las caspasas clasificados en dos grupos principales las caspasas iniciadoras y
las caspasas efectoras o0 ejecutoras marcadas en purpura y naranja respectivamente, “tomado de Yigong Shi 2002”
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Este sufre un cambio conformacional que favorece su fosforilacion por una de las cinasas asociada
a ese receptor, que a su vez fosforila al 0 a los adaptadores FADD (dominio de muerte asociado a
Fas), TRADD (dominio de muerte asociado al receptor del factor de necrosis tumoral, TNFR) 6
TRAFs (factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral), para activar a la procaspasas 8
y 10 y asi iniciar la cascada de caspasas activas. A pesar de que las caspasas son muy similares,
existen diferencias en sus mecanismos de activacion que se demuestran por el tipo de adaptador.
Asi, las caspasas 1 y 2 son capaces de oligomerizarse en concentraciones elevadas sin la
intervencion de un adaptador, en cambio la caspasa-8 requiere del adaptador FADD vy la caspasa-9
de APAF-1 (Yigong Shi 2002).

CASPASA 3

La caspasa 3 es una de las principales ejecutoras de la apoptosis, la cual es responsable, ya sea
parcial o totalmente en la ruptura proteolitica de muchas proteinas importantes, como la enzima

polinuclear (ADPribosa), de la polimerasa PARP, proteina clave durante la apoptosis.

Es probablemente la mejor entendida de las caspasas de mamiferos en los términos de su
especificidad y su papel en la apoptosis. Caspasa 3 también es necesaria para algunas
caracteristicas tipicas de la apoptosis, y es indispensable para condensacion de la cromatina
apoptética y la fragmentacion del ADN. Caspasa 3 esta ampliamente distribuida, con una alta
expresion en los linajes celulares linfoides, lo que sugiere que puede ser un mediador importante de

la apoptosis en el sistema inmunolégico (Strasser 2000).

CITOCINAS

Se denomina genéricamente citocinas al conjunto de proteinas de bajo peso molecular, a menudo
glicosiladas y generalmente monomericas, que sintetizan las células del sistema inmune, los
productores mayoritarios de estas proteinas son los macréfagos y los linfocitos T, ya que actian
como los principales reguladores de la respuesta inmune innata y especifica, respectivamente en

respuesta a los patégenos 06 sus productos, 6 a otras sefales relacionadas.
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La secrecion de las citocinas es un acontecimiento breve y autolimitado, en general las citocinas no
se almacenan como moléculas preformadas y su sintesis se inicia con una nueva transcripcion.
Pueden influir en la sintesis y la activacion de otras citocinas. La accién de estas citocinas a
menudo son pleiotropicas y redundantes. Inician su accion uniéndose a receptores de membrana
especificos presentes en las células diana. Las acciones de las citocinas pueden ser locales 6
sistémicas. La mayoria de las citocinas actian cerca del lugar donde son producidas, en una célula
préxima 0 bien en la misma célula que la secreta, cuando se producen en grandes cantidades, las
citocinas pueden entrar en la circulacion y actuar a distancia del sitio de producciéon. Se pueden
incluir como citocinas las interleucinas (que se suelen enumerar como IL-1 a IL-18), los
interferones, los factores estimuladores de colonias (M-CSF, G-CSF, GM-CSF), el factor de
necrosis tumoral, los factores de crecimiento (NGF, EGF) y las quimiocinas (RANTES, MCP-1,
MIP-1). (Sarah et al, 2010)

INTERLEUCINA 2 (IL-2)

IL-2 es producida por los linfocitos T CD4+ y, en menores cantidades, por las células T CD8+. La
activacion de las células T por antigenos y coestimuladores estimula la transcripcién del gen de la
IL-2 y la sintesis y secrecién de esta proteina. La produccion de la IL-2 es transitoria, con una
secrecion maxima de 8 a 12 horas después de la activacion (Fainboim 2005). IL-2 secretada es una
glucoproteina de entre 14 y 17 KD que esta plegada formando una proteina globular que consta de
cuatro hélices a. Representa el prototipo de las citocinas de cuatro elices a que interaccionan con

los receptores de citocinas tipo .

Inicialmente se describié como factor de crecimiento de células T, ya que es el principal agente que
controla su proliferacion. Ejerce otros muchos efectos sobre el sistema inmune, teniendo un papel
esencial en el desarrollo de las respuestas inflamatorias cronicas, tanto humorales como celulares.
Es un factor estimulador del crecimiento de linfocitos T, B y NK. Promueve la actividad citotoxica
mediada por linfocitos T y células NK, asi como el desarrollo de células LAK (células asesinas
activadas por citocinas). Tras unirse a su receptor en linfocitos T, activa la secrecién de IFN-alfa,
linfotoxina, IL-4, IL-3, IL-5 y GM-CSF. Sobre los linfocitos B estimula su crecimiento y diferenciacién

e incrementa la expresién de moléculas de MHC de clase Il (Sarah et al, 2010).
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Se ha estudiado el efecto de IL-2 sobre la proliferacion de las lineas celulares de céncer
cérvicouterino (CaCu) CALO e INBL pudiendo aclarar que dependiendo de la dosis de IL-2
administrada en cultivos de estas lineas celulares se puede inhibir la proliferacion en presencia de
(100 UI/mL) de IL-2 exdgena, sin embargo, en presencia de 5-10 Ul/mL de IL-2 podemos inducir la

proliferacion de estas mismas células tumorales (Alvarado 1997; Rocha-Zavaleta et al, 2004).

Por otra parte, IL-2 es utilizada sola 6 en combinaciéon en inmunoterapia tanto en animales como
en humanos para inducir regresion de tumores en estadios avanzados, ha mostrado una modesta
respuesta antitumoral, pero su aplicacion via sistémica perturba vias de regulacién hematopoyética
importantes y puede provocar serios efectos secundarios, por lo cual su uso es limitado. Algunas
citocinas entre ellas IL-2, IL-11, el factor transformador del crecimiento (TGF beta) estimulan la
proliferacién, mientras que otros (IL-12, IL-18). Los interferones (IFNs) inhiben la misma en cancer
de mama. Hasta ahora, la IL-2, IFNalfa, IFNbeta y ocasionalmente IFNgamma, IL-6, IL-12 se han
utilizado para el tratamiento del cancer de mama avanzado ¢ bien para inducir 6 aumentar la
sensibilidad hormonal y para estimular la inmunidad celular. Si esta inmunoterapia prolonga la
supervivencia de los pacientes con cancer de mama metastasico, IL-2 e IFNbeta también puede ser
evaluado como tratamiento adyuvante de pacientes con receptores estrogénicos positivos (Carpi et

al, 2000).

El melanoma maligno es una enfermedad muy letal a menos que se detecte en un estadio
temprano. Un solo agente dentro de la quimioterapia es bien tolerado, pero se asocia con tasas de
respuesta muy bajas. La quimioterapia en combinacién con inmunoterapia puede mejorar las tasas
de respuesta objetiva, pero no prolongar la supervivencia y se asocian con una mayor toxicidad.
Los enfoques inmunoterapeuticos como altas dosis de interleucina 2 se asocian con respuestas
duraderas en un pequefio porcentaje de los pacientes, pero no son practicos para muchos
pacientes debido a la accesibilidad y la toxicidad de la misma (Tawbi y Nimmagadda 2009, Rangel-
Corona et al, 2010).
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CAMPTOTECINA

La camptotecina se aisl6 de Camptotheca acuminata, arbol de ornato chino. Los extractos de C.
acuminata se investigaron en la década de 1950. Como fuente de saponinas esteroidales para su
posterior conversién en cortisona y fue al azar que se decidié evaluar la actividad antitumoral (Wall
et al, 1996). El primer reporte de actividad antitumoral fue generado por los estudios realizados en
el NCI, y el principio activo resulté ser la camptotecina (Hsiang et al, 1985). Los estudios clinicos de
fase |, empleando la sal sddica de la camptotecina, se realizaron a los inicios de 1970, pero pronto
fueron suspendidos debido a la severa toxicidad. En de 1985 se revivid el interés debido al
novedoso mecanismo de accidn que involucra a la enzima Topoisomerasa | (Topo I). A partir de
estos estudios se realizaron modificaciones quimicas a la camptotecina obteniendo el topotecan el
cual se aprob6 en los Estados Unidos de Norteamérica en 1996 para el tratamiento de cancer de
ovario (Fan et al, 1998). Otras modificaciones basicas de la camptotecina produjeron al irinotecan,
clinicamente investigado como CPT-11, al 9-aminocamptotecina y 9 nitro-camptotecina (13). El uso
del irinotecan se inicié en 1994 en Japén y en 1996 fue aprobado en EEUU para el tratamiento del
cancer colorrectal, ovario, y pulmén (Shu 1998).

La 9-aminocamptotecina (9-AC) es un agente muy potente, pero su aplicacion en la clinica se
atras6 debido a los problemas de solubilidad, mismos que ya se resolvieron y actualmente la 9-AC
esta en fase Il. Otro de los derivados de la camptotecina es el DX-8915F, el cual se encuentra en
fase | en EEUU, tiene una potencia mayor que irinotecan y topotecan y también actda sobre la
topoisomerasa |. La Topo | es una enzima que tiene la capacidad de “relajar” el ADN muy enrollado

durante la transcripcion 6 replicacion.

La Topo | es un blanco muy atractivo ya que se ha encontrado que los niveles de esta enzima son
mas altos en los tumores malignos que en los tumores benignos 6 tejidos normales (Husain et al,
1994). La camptotecina y sus analogos (CPTs) actian al enlazarse con los aductos ADN-Topo |, lo
gue estabiliza el complejo divisible ADN-Topo | evitando la liberacion del ADN y provocando la

acumulacion de complejos divisibles estabilizados.
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La formacion del complejo ternario entre la CPTs-Topo I-ADN provoca la inhibicion de la sintesis del
ADN y ARN vy la exposicién prolongada a CPTs conduce a un dafio irreparable en el ADN y por lo
tanto provoca la muerte celular por apoptosis generalmente por la activacion de las caspasas
(Yigong 2002). Las células en fase S son muy sensibles a las CPTs, posiblemente porque la
replicacién del ADN requiere la actividad de la Topo | asociada con la separacion de las bandas del
ADN vy la conversion en la doble banda. Las estructuras quimicas de la camptotecina y sus

derivados se muestran en la Figura 7.
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Camptotecina (9)
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9-nitrocamptotecan (13) DX-8951F (14)

9-aminocamptotecan (12)

Figura 7. Compuestos derivados de camptotecina (9), topotecan (10), irinotecan (11), 9-aminocamptotecan (12),
9-nitrocamptotetan (13), DX-8951F (14). “tomado de Hulya Ulukan and Peter W. Swaan 2002"".
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JUSTIFICACION

Cada afio se diagnostican 500, 000 nuevos casos de cancer cérvicouterino (CaCu) en el mundo. En
América Latina se reportan 68, 000 casos al afio, las tasas mas altas corresponden a Chile y
México y las mas bajas a Cuba, Puerto Rico y Argentina. En México, anualmente se registran 4,000
muertes. En el 2005 se reportaron 4,270 casos por cada 100,000 mujeres (Floriano-Sanchez 2010
Ministerio de Salud 2004). El grupo mas afectado es el de 35 a 64 afios de edad y representa la
primera causa de mortalidad en tumores ginecoldgicos. La mayoria de las mujeres que desarrollan
este cancer tienen entre 40 y 50 afios de edad. Sin embargo, cada vez es mas comudn ver mujeres,
en edades de 20 y 30 afios las cuales son diagnosticadas con cancer cérvicouterino, sin embargo,
es una enfermedad totalmente curable si es detectada a tiempo (Parkin et al, 1997).

Para las pacientes en las que el cancer es detectado en estadios avanzados se intentan desarrollar
tratamientos alternativos como lo es el uso de citocinas, con respecto a esto en el Laboratorio de
Oncologia Celular de la Unidad de Investigacién en Diferenciacion Celular y Céancer se han
obtenido resultados favorables in-vitro con respecto a la proliferacién de las lineas celulares de
cancer ceérvico uterino, debido a que se encontré que a bajas concentraciones de IL-2 (10UI/mL) se
estimula la proliferacién celular y en altas concentraciones (100UI/mL) de la citocina induce la
muerte celular, que puede llevarse a cabo por via apoptética en la que gran parte de este proceso
esta mediado por las caspasas. Por lo ya mencionado el objetivo de este trabajo tiene como
finalidad determinar si IL-2 regula la expresién de caspasa 3 en las lineas celulares de CaCu
denominadas CASKi, CALO, INBL y SIHA, ademéas de determinar la muerte celular es por la
induccion de cualquier via de apoptosis debido a la presencia caspasa 3 que es una caspasa

efectora y es un indicador de este proceso.
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HIPOTESIS.

Utilizando la técnica de citometria de flujo con anticuerpos especificos para caspasa 3 sabremos si
las células cultivadas en presencia de IL-2 regulan la expresion de esta proteina en las lineas
celulares de cancer cérvicouterino: CASKI, CALO, INBL y SIHA.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la regulacion de la expresion de caspasa 3 producida por IL-2 en lineas celulares de
cancer cérvicouterino (CaCu) CASKI, CALO, INBL, SIHA.

OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar el cultivo celular de las lineas de cancer cérvicouterino CASKi, CALO, INBL Y SIHA en

presencia de IL-2.
Evaluar la expresiéon de caspasa 3 por de citometria de flujo: analizar y comparar los resultados.
Comparar los resultados obtenidos en funcion del estadio clinico y el tipo de virus de papiloma

(HPV) por el cual estan infectadas estas lineas celulares de cancer cérvicouterino CASKi, CALO,
INBL Y SIHA.
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METODO

Material biolégico

Las lineas celulares de cancer cérvicouterino (CaCu) con las que se desarrollo este trabajo se
muestran en tabla 2 y fueron obtenidas del laboratorio de oncologia celular de la Unidad de
Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM.

Linea celular Estadio clinico HPV
CASKI carcinoma epiteloide estadio IV B 16
INBL carcinoma epiteloide estadio 1V B 18
CALO carcinoma epiteloide estadio 11 B 18
SIHA carcinoma escamoso estadio |l B 16

Tabla 2. Caracteristicas de las lineas celulares de CaCu (CALO, CASKI, INBL, SIHA). (Rivory 1995; Kreimer et al, 2005)

Condiciones de cultivo y proliferacién de las lineas celulares

Las lineas celulares de CaCu, CASKi, CALO, INBL y SIHA se cultivaron en cajas de cultivo de 75
cm® con 5mL de medio de cultivo RPMI-1640 microLas) adicionado con 10% de SFB (suero fetal
bovino) ieco), mantenidos en una incubadora (rorm scienTiFic usa) con las siguientes condiciones,
37°C de temperatura y pH de 7.0-7.2 y en una atmosfera himeda saturante al 5% de COg, estas
células se incuban durante 2 6 3 dias aproximadamente, tiempo suficiente para que estas
proliferen y se tenga la cantidad de células necesarias para la estimulacién con interleucina 2

recombinante humana (IL-2) (rep system) y con el farmaco camptotecina.
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Cultivo en presencia de IL-2

Se partié de un millon de células para cada una de las lineas celulares de (CaCu), se evalla la
viabilidad de las lineas celulares, determinado por exclusién con azul de tripano (sicma), atraves de
una camara de Neubauer american opTicAL, usp), €stas se trasladan a una caja petri con medio de

cultivo RPMI-1640, en ausencia de suero fetal bovino para sincronizar nuestras células por 24hr.

El siguiente paso fue cultivar las células previamente sincronizadas para que los cultivos partan del
mismo punto del ciclo celular (G1), las células en presencia 6 ausencia de IL-2 La células
cultivadas en presencia de IL-2 tendran una concentracion de (100 Ul/mL), durante 24 hrs. Por otra
parte se cultivaron células en presencia de camptotecina que funcioné como un control positivo de

esta técnica.

Citometria de flujo

Al terminar el tiempo de estimulacion se realizan 3 lavados a las células con PBS estéril y filtrado
ver, después se fijaron las células con etanol al 70% durante 20 minutos a 37°c en incubacién, se
realizan tres lavados nuevamente con PBS, enseguida se incuban las células con el anticuerpo
primario (Purified anti-Caspase 3) ioLegend)y durante toda la noche a 4 °C en la siguiente

concentracion (1:1000mL).

Nuevamente se realizan 3 lavados con PBS/TWEEN al 1.1%, el siguiente paso es incubar el
anticuerpo secundario conjugado con FIT-C en una concentracion (1:500ml) (siesma) en incubacion
por 45 minutos 37°C. El siguiente paso es realizan 3 lavados 2 con PBS/TWEEN 1.1% y el ultimo
con PBS, finalmente se colocan las células en 500mL de PBS filtrado en una celda para obtener la
lectura en el clitbmetro de flujo y se analizaron 10 000 eventos para cada una de las lineas
celulares de cancer cérvicouterino CASKI, CALO, INBL Y SIHA en las diferentes condiciones de

cultivo; en presencia de IL-2, camptotecina y células control (sin estimulo).

La citometria de flujo permite evaluar caracteristicas fisicas y quimicas de células en suspension.
Entrega informacion sobre el tamafio celular, la granularidad 6 complejidad interna, asi como

también la intensidad de fluorescencia relativa que poseen las células.
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El principio basico de la citometria de flujo, es la interaccion de una fuente de luz, especificamente
un rayo laser, con células en suspension, las cuales son canalizadas individualmente por el laser,
adquiriendo la informacion de esta interaccion. De este modo, es posible la medicion de un gran
namero de células, en forma individual y en un periodo muy corto de tiempo mientras se desplazan
en un sistema de flujo 6 torrente liquido. Cada una de las células pasa por un punto donde son
impactadas por un laser que emite fluorescencia a una longitud de onda dependiente a cada tipo de

laser y cuya luz es desviada 6 alterada de acuerdo a caracteristicas propias de cada célula.

La variacion de la longitud de onda producida, es captada y depurada por un complejo sistema de
lentes y espejos, que concentran esta luz y la transforman en pulsos de voltaje, que son codificados
e interpretados por un computador provisto del programa adecuado. Los datos obtenidos de esta

manera pueden manejarse muy versatilmente, siendo de gran confiabilidad y exactitud.

La interaccion de la célula con la luz del laser (light scatering), puede producir la desviacion de esa
Gltima, en una angulo menor a 10 grados, lo que se conoce como dispersion frontal 6 FSC (forward
scatter) y la desviacién de la luz en mas de 10 grados, pero en menos de 90, se conoce como
dispersion lateral 6 SSC (side scatter). Es asi como FSC y SSC son parametros intrinsecos a la
célula. Si a la suspension celular se agrega un fluorocromo que tenga afinidad por algln
componente celular y que ademas este fluorocromo sea excitable con el rayo laser en uso, se
podré detectar un cambio en la longitud de onda de emisién del fluorocromo, esto se traducira en
formaciones de rangos canales de fluorescencia, la cual es detectada, facilitando la identificacion
de subgrupos especificos dentro de las grandes poblaciones celulares. Estas moléculas
fluorescentes pueden estar acopladas a anticuerpos especificos en solucion. Por ejemplo, la
fluoresceina que es ampliamente usado tanto en microscopia de fluorescencia como en citometria

de flujo y tiene una excitacion maxima a 490 nm, siendo su emisiébn maxima a 520 nm.
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RESULTADOS

Con la finalidad de estudiar el efecto de IL-2 sobre la regulacion de la expresion de caspasa 3 en
las lineas celulares de céncer cérvicouterino (CaCu); CASKI, CALO, INBL y SIHA. Se realizaron
cultivos por 24 h de las lineas celulares en presencia de IL-2. La evaluacion de la presencia de
caspasa 3 se realizé por citometria de flujo, la determinacién de esta caspasa es importante ya que
se trata de una de las caspasa ejecutora de la muerte por apoptosis. Asimismo, para contar con
un control positivo de nuestros experimentos. Se cultivaron células de las diferentes lineas de CaCu
en presencia de camptotecina, se utilizo este farmaco ya que existen numeras publicaciones que la
describen como un potente activador de apoptosis (Fernandez Herrera et al, 2010 ; Liu et al, 2000).
Como control negativo se cultivaron células en ausencia de IL-2. La evaluacién se realizd por

citometria de flujo adquiriendo 10 000 eventos en cada experimento.

Expresion de caspasa 3 en células de la linea de cancer cérvicouterino
(CaCu) CASKI

En la linea celular CASKI los resultados muestran que el 9520 de las células cultivadas en ausencia
de IL-2 de tienen una intensidad de fluorescencia (IF) de 48.30% (Figura 8a), 8510 de las células
del control positivo, cultivadas con camptotecina muestran una IF de 62.50 % con respecto al
control (Figura 8b). Para el caso de las células cultivadas en presencia de IL-2 observamos que el
9510 de ellas se observa una IF de 53%, muy similar a la obtenida para las células cultivadas en
presencia de camptotecina (Figura 8c). En la figura en la que se observa el traslape de
histogramas obtenidos para las diferentes condiciones de cultivo de las células CASKI, muestran
un incremento en la IF para las células cultivadas con camptotecina e IL-2 en comparacion al
control, sin embrago se aprecia un leve incremento de la IF en las células cultivadas con
camptotecina en comparacion a las células estimuladas con IL-2 (Figura 8d). En la (Figura 8e), se
observa un grafico de IF para las 3 condiciones de cultivo. Finalmente, la IF del control interno

de la técnica es semejante a la del control (Figura 8f).
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Figura 8. Expresion de caspasa 3 en células de la linea de CaCu CASKI. Se muestra la intensidad de fluorescencia a FIT-C en
cultivos a 24h. a): células en ausencia de IL-2; b): células cultivadas con camptotecina (control positivo); ¢): células cultivadas con 100
Ul/ml de IL-2; d): Traslape de histogramas obtenidos para las 3 condiciones de cultivo. e) intensidad de fluorescencia en las diferentes
condiciones de cultivo. Es evidente el incremento en la IF para las células cultivadas con camptotecina en comparacion al control, sin
embrago se aprecia un mayor incremento de la IF en las células cultivadas con camptotecina. (e): grafico de IF para las diferentes
condiciones de cultivo. (f) células control de anticuerpo secundario FIT-C.
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Expresion de caspasa 3 en células de lalinea de (CaCu) CALO

Los resultados indican que 9730 de las células CALO cultivadas en ausencia de IL-2 tienen una
intensidad de fluorescencia (IF) de 42.70 % (Figura 9a). Por su parte, 9410 de las células del
control positivo, cultivadas con camptotecina muestran un aumento considerable de la IF a 60.90 %
con respecto al control (Figura 9b). Para el caso de las células cultivadas en presencia de IL-2
observamos que el 9600 de ellas muestran una IF del 55%, muy similar a la obtenida para las
células cultivadas en presencia de camptotecina (Figura 9c). Por otra parte la figura que muestra el
traslape de histogramas obtenidos para las diferentes condiciones de cultivo de las células CALO,
muestran el incremento en la IF para las células cultivadas con camptotecina e IL-2 en comparacion
al control, ademas revela que estos histogramas son muy similares (Figura 9d). Se observa un
grafico de IF en las diferentes condiciones de cultivo (Figura 9e). Finalmente, la IF del control

interno de la técnica es semejante a la del control (Figura 9f).
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Figura 9. Expresion de caspasa 3 en células de la linea de CaCu CALO. Se muestra la intensidad de fluorescencia a FIT-C en
cultivos a 24h. a): células en ausencia de IL-2; b): células cultivadas con camptotecina (control positivo); c): células cultivadas con 100
Ul/ml de IL-2; d): Traslape de histogramas obtenidos para las 3 condiciones de cultivo y, e): Grafico de (IF) de las diferentes condiciones
de cultivo. Es evidente el incremento en la intensidad de fluorescencia para las células cultivadas con camptotecina e IL-2 en comparacion
al control. (e): grafico de IF de las diferentes condiciones de cultivo. (f) células control de anticuerpo secundario FIT-C.
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Expresion de caspasa 3 en células de la linea de cancer cérvicouterino
(CaCu) INBL

En la linea celular INBL los resultados muestran que el 9820 de las células cultivadas en ausencia
de IL-2 de la linea celular INBL tienen una intensidad de fluorescencia (IF) de 46.20% (Figura 10a).
Por su parte, 9980 de las células del control positivo, cultivadas con camptotecina muestran un
aumento de la IF a 54.70 % con respecto al control (Figura 10b). En el caso de las células
cultivadas en presencia de IL-2 observamos que el 9960 de ellas se observa una IF de 53.20 %,
muy similar a la obtenida para las células cultivadas en presencia de camptotecina (Figura 10c). En
la figura en la cual se observa el traslape de histogramas obtenidos para las diferentes
condiciones de cultivo de las células INBL, muestran un ligero incremento en la IF para las células
cultivadas con camptotecina e IL-2 en comparacién al control, sin embrago destaca el incremento
de la IF en las células cultivadas con camptotecina (Figura 10d). Se observa un grafico de IF para
las 3 condiciones de cultivo (Figura 10e). Finalmente, la IF del control interno de la técnica es

semejante a la del control (Figura 10f).
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Figura 10. Expresion de caspasa 3 en células de la linea de CaCu INBL. Se muestra la intensidad de fluorescencia a FIT-C en
cultivos a 24h. a): células en ausencia de IL-2; b): células cultivadas con camptotecina (control positivo); ¢): células cultivadas con 100
Ul/ml de IL-2; d): Traslape de histogramas obtenidos para las 3 condiciones de cultivo. e) intensidad de fluorescencia en las diferentes
condiciones de cultivo. Es evidente el incremento en la IF para las células cultivadas con camptotecina e IL-2 en comparacién al control,
sin embrago existe un destacado incremento de la IF en las células cultivadas con camptotecina. (e): grafico de IF en las diferentes
condiciones de cultivo. (f) células control de anticuerpo secundario FIT-C.
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Expresion de caspasa 3 en células de la linea de cancer cérvicouterino
(CaCu) SIHA

Los resultados de la linea celular SIHA muestran que el 9980 de las células cultivadas en ausencia
de IL-2 de la linea celular INBL tienen una intensidad de fluorescencia (IF) de 49.10% (Figura 11a).
Por su parte, 9970 de las células del control positivo, cultivadas con camptotecina muestran un
aumento ligero de la IF a 55.30% con respecto al control (Figura 11b). Para el caso de las células
cultivadas en presencia de IL-2 observamos que el 9990 de ellas se observa una IF de 52.70%,
muy similar a la obtenida para las células cultivadas en presencia de camptotecina (Figura 11c). En
la figura en la que se observa el traslape de histogramas obtenidos para las diferentes condiciones
de cultivo de las células SIHA, muestran un ligero incremento en la IF para las células cultivadas
con camptotecina e IL-2 en comparacion al control, sin embrago destaca el incremento de la IF en
las células cultivadas con camptotecina (Figura 11d). En la (Figura 11e), se observa un grafico de
IF para las 3 condiciones de cultivo. Finalmente, la IF del control interno de la técnica es

semejante a la del control (Figura 11f).

52



VNIVER4DAD NACJONAL

UNAM FES-ZARAGOZA APAIALDE Torres Corioriles Edgar Ivan | 2012
MEXICO
a) CAS3SHUA 001-CONTROL b) -CAS-3 SHUA 001-CAMPTO c) CAS-3 SHIUA,_001-IL-2
CIE p i 8_: |
8—5 §_: I 2 \! Iil
27 - 1 e [
o3 g R & \
=83 7] R E ] \
P 2.3 (9| 22l | ¢
)= gl \ (&R | ||
= e | .
=] 1 |1 ‘ Ex ]
=3 3 || e 1 |/ |9990
E o] I | a7 | A
%3 1 | \, EERT
Intensidad de fluorescencia (IF) Intensidad de fluorescencia (IF) Intensidad de fluorescencia (IF)
a SHUACAS- FIT-C
n 4]
8| I
& |
1 [
4 |
571 | 9970
o 1 I c |
Oaf |
o | |
14
o4
Intensidad de fluorescencia (IF)
d) >49.10 % e) IF Linea Celular SIHA
52.70 %  56.00%
w 0, !
55.30 % 5 oo
'3 54.00%
- :u: 53.00%
3 © 52.00% H control
o 3 51.00% H camptoecina
% 50.00% | ploed
T 49.00% | wi-2
2 48.00%
."..:’ 47.00%
£ 46.00%
0 T ™ YT v control camptoecina IL-2
10 10 107 103 ‘|04

Intensidad de fluorescencia (IF)

Figura 11. Expresion de caspasa 3 en células de la linea de CaCu SIHA. Se muestra la intensidad de fluorescencia a FIT-C en
cultivos a 24h. a): células en ausencia de IL-2; ): células cultivadas con camptotecina (control positivo); c): células cultivadas con 100
Ul/ml de IL-2; d): Traslape de histogramas obtenidos para las 3 condiciones de cultivo. €) intensidad de fluorescencia en las diferentes
condiciones de cultivo. Es evidente el incremento en la IF para las células cultivadas con camptotecina e IL-2 en comparacion al control,
sin embrago existe un destacado incremento de la IF en las células cultivadas con camptotecina. (e): grafico de IF en las diferentes
condiciones de cultivo. (f) células control de anticuerpo secundario FIT-C.
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Determinacion de caspasa 3 en las lineas celulares de céancer

cérvicouterino, estadio clinico Il, CALO y SIHA

Con el proposito de determinar si la activacion de caspasa 3 por IL-2 depende del estadio del
tumor, se realizé la comparacién de la intensidad de fluorescencia (IF) para FIT-C obtenida para
las lineas celulares de cancer cérvicouterino CALO y SIHA, ambas clasificadas como estadio Il.
Debido a que estas provienen de un estadio clinico Il que se presenta como uno de los estadios
iniciales del CaCu el cual se caracteriza por presentar la localizacion del tumor mas alla del Gtero y
hasta en dos tercios de la vagina por lo cual es importante observar si IL-2 provoca una regulacion
en la expresion de caspasa 3 en células de estadio temprano.

En el caso de la IF calcula para las células de la linea CALO, cultivada en ausencia de IL-2, es
de 42.70 %, mientras que en las células cultivadas en presencia de camptotecina la IF es de 60.90
% y en las células cultivadas con IL-2 es del 55 % (Figura 12a). Para las células de la linea SIHA
se obtuvieron resultados similares, para las células cultivadas en ausencia de IL-2 la IF fue de
49.10 %, para las células cultivadas en presencia de camptotecina la IF es de 55.30 % y en el caso
de las células cultivadas en presencia de IL-2 la IF es de 52.70 % (Figura 12b).

CALO SIHA
a) > 4270 | control b) >49.10 %
, H camptoecinag 52.70 %
+ 55 %
= 60.90% -2 55.30 %
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Figura 12. Determinacion de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer cérvicouterino, estadio clinico Il, CALO y
SIHA. Se muestra la intensidad de fluorescencia a FIT-C en cultivos a 24h. a): traslape de histogramas de la linea celular
CALOQ; b): traslape de histogramas en la linea celular SIHA.
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Determinacion de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer

cérvicouterino, estadio clinico IV, CASKI e INBL

Se realizo el comparativo de la IF de las lineas celulares de cancer cérvicouterino CASKI e INBL,
con el propésito de determinar si la activacion de caspasa 3 por IL-2 depende del estadio del tumor,
para ello se realiz6 la comparacion de la intensidad de fluorescencia (IF) para FIT-C obtenida
para las lineas celulares de cancer cérvicouterino CASKI e INBL, ambas clasificadas como estadio
IV de acuerdo a la FIGO (Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia). Este estadio es el
mas avanzado caracterizado por la probable localizacién secundaria o metastasis por lo cual es

importante observar si IL-2 provoca una regulacion en la expresién de caspasa 3 en estas células.

La IF observada en las células de la linea CASKI cultivadas en ausencia de IL-2 es de 44.50 %,
mientras que en las células cultivadas en presencia de camptotecina presentan una IF de 62.50 %y
las células cultivadas con IL-2 es del 53 %, (Figura 13a). Por otra parte, en la linea celular INBL se
obtuvo una IF de 46.20 % en las células cultivadas en ausencia de IL-2, las células cultivadas en

presencia de camptotecina tienen una IF de 57.40 % y en el caso de las células cultivadas

CASKI INBL
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Figura 13. Determinacién de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer cérvicouterino, estadio clinico IV, CASKI e INBL. Se
muestra la intensidad de fluorescencia a FIT-C en cultivos a 24h. a): traslape de histogramas de la linea celular CASKI; b): traslape
de histogramas en la linea celular INBL.
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Determinacion de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer

cérvicouterino, HPV16+

Con el propdsito de determinar si el tipo de HPV que infecta las células de las lineas de CacCu,
CASKI, CALO INBL y SIHA, puede influir en la sintesis de caspasa 3 inducida por IL-2 en esta
células, se realizé la comparacion de la intensidad de fluorescencia (IF) obtenida tanto para las
lineas celulares de cancer cérvicouterino CASKI y SIHA infectadas con HPV 16, como para las
lineas CALO e INBL infectadas con HPV 18.

Para el caso de las células infectadas con HPV 16 no observamos diferencia entre los datos de
porcentaje de IF obtenidos para los cultivos de células en ausencia y presencia de IL-2 6 para
las cultivadas con camptotecina. Ya que al comparar las IF obtenidas para las lineas celulares
CASKI y SIHA, de diferente estadio e infectadas con el mismo HPV, observamos un patrén de
sintesis de caspasa 3 similar (Figura 14).
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Figura 14. Determinacion de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer cérvicouterino, HPV16+. Se muestra la intensidad de
fluorescencia a FIT-C en cultivos a 24h. a): traslape de histogramas de la linea celular CASKI; b): traslape de histogramas en la linea
celular SIHA.
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Determinacion de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer

cérvicouterino, HPV18+

Para las lineas celulares positivas a HPV 18 CALO e INBL, observamos que la linea CALO
presenta una IF mayor que INBL cuando las células son cultivadas en presencia de IL-2 6
camptotecina. Ya que al comparar las IF obtenidas para las lineas celulares CALO y SIHA, estadio
IIB infectadas con diferentes HPV, observamos un patrén. Ya que al comparar las IF obtenidas
para las lineas celulares CALO e INBL de diferente estadio e infectadas con HPV 18, observamos
un patrén de sintesis de caspasa 3 diferente siendo mayor en la linea CALO que estadio IIB a

diferencia del menor patrén de sintesis para la linea INBL estadio IVB (Figura 15).
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Figura 15. Determinacién de caspasa 3 en las lineas celulares de cancer cérvicouterino, HPV18+. Se muestra la intensidad de
fluorescencia a FIT-C en cultivos a 24h. a): traslape de histogramas de la linea celular CALO; b): traslape de histogramas en la linea
celular INBL.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente el cancer constituye uno de los problemas de salud publica mas graves y dificiles de
tratar, debido a las sucesivas mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores que
alteran el ciclo celular, se han desarrollado alternativas terapéuticas como la inmunoterapia con
citocinas como IL-2 que ha sido utilizada como terapia contra el cancer incluyendo el carcinoma de
cabeza y cuello, sarcomas y carcinoma de mama (Tawbi y Nimmagadda 2009; Guang et al, 2011;
Garcia-Tufién et al, 2004).

La interleucina 2 (IL-2) es una citocina linfocitotropica que estad implicada en el crecimiento y
diferenciacién de linfocitos T y B, no solo mejora las funciones citoliticas de células asesinas
naturales (NK), sino que también se sabe que tienen alguna funcién en la proliferacion de varios
tipos de células no linfoides. ElI complejo receptor de IL-2 (RIL-2) comprende tres subunidades (a,
y Y), codificadas por genes no relacionados. El tipo de afinidad de RIL-2 a su ligando depende de
gue subunidad del receptor se expresa en la superficie celular, las cadenas beta y gama juntos
forman el receptor de afinidad intermedia, mientras que el receptor de alta afinidad se forma con
la adicion de la subunidad alfa a este dimero.

Ademas, se ha reportado que IL-2 esta presente en otros tejidos normales, incluyendo células
endoteliales, epitelio intestinal y en células nerviosas. Existen referencia a cerca de que en
tejidos normales como los fibroblastos y células de rifién la presencia de IL-2 es mas abundante
en células mitéticas que en células que se encuentran en cualquier otra fase del ciclo celular.
También, se ha reportado la presencia de RIL-2 en células de tumores sélidos como cancer de
estdmago, rifidn, espinocelular y los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (Garcia-
Tufion et al, 2004). El uso de secuencias anti-sentido para IL-2, en carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello han demostrado que el bloqueo de la cadena beta del receptor

para IL-2 (RIL-2) tienen como consecuencia la inhibicién del crecimiento celular en estas células.

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha demostrado la presencia del receptor para IL- 2 (RIL-2)
en las lineas de CaCu CALO e INBL, con una expresion diferencial del RIL-2 dependiente del

estadio clinico del tumor.
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De esta manera para tumores de estadios iniciales (estadio | y Il) s6lo se detecta la presencia de la
cadena alfa del receptor, mientras que en estadios avanzados (lll y IV) se observan las tres

cadenas que conforman el RIL-2 (Alvarado et al, 1997; Rocha-Zavaleta et al, 2004).

Asimismo, hemos demostrado que 100 Ul/ml de IL-2 administrada en cultivos de las lineas
celulares CALO e INBL inhibe su proliferacion y que esta inhibicion conduce, finalmente a su
muerte. En estas células se ha confirmado la fragmentaciéon del DNA, una caracteristica
morfoldgica de células que mueren por apoptosis (Del Rio Ortiz 2012). Por otro lado, 10 Ul/mL de
IL-2 induce la proliferacion de esas mismas células tumorales demostrando asi, que no solo se
esta expresando el RIL-2 en células de CaCu, sino que ademéas éste es funcional y que
dependiendo de la concentracion de IL-2 utilizada podemos tener una repuesta biol6gica
diferencial.

Por otra parte, hemos publicado que las lineas celulares de CaCu CALO e INBL producen y
secretan hasta 45 Ul/mL de IL-2 que es suficiente para mantener su proliferacion, en un modelo
autdcrino, que le puede servir como mecanismo de escape inmunolégico (Rangel-Corona et al,
2010). Otro dato importante que recién publicamos es que 100Ul/mL de IL-2 regula la expresion del
RNA mensajero para caspasa 3 en estas lineas celulares, expresién que parece estar regulada
ciclicamente (Martinez Fernandez 2011). Sin embargo, estos datos no son suficientes para sugerir
gue caspasa 3 es sintetizada ya que la determinacién de la expresion del mensajero para esta
caspasa ho implica su sintesis. En base a los antecedentes ya mencionados en este trabajo se
determiné el efecto de 100UI/mL de IL-2 sobre la expresion de caspasa 3 en las lineas celulares
CASKI, CALO, INBL, SIHA, asi como el papel que juega la infeccion por HPV en la induccion de
apoptosis por IL-2 para brindar mayor informacion sobre el papel que juega esta citocina en este

proceso de muerte en células de CaCu.

Es interesante destacar que células de las lineas de CaCu CALO, CASKI, INBL, Y SIHA en cultivos
en ausencia de IL-2, que se encuentran vivas, sin mostrar caracteristicas de muerte por apoptosis,
presentan niveles basales de caspasa 3. Esto indica que la enzima puede estar siendo

constantemente sintetizada y que puede encontrarse su forma de precursor inactivo (zimégeno).
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El cual, al recibir un estimulo apoptético, puede ser activado por hidrélisis para convertirse en
caspasa activa. Por lo que si se encuentra un mecanismo de activacién de caspasa 3 podriamos
regular la muerte por apoptosis de este tipo de células tumorales. La apoptosis es un mecanismo
normal de muerte limpia en las células que se caracteriza, por ser la forma fisiolégica de muerte
celular que también interviene en la embriogénesis, en el recambio celular de los tejidos y en la
eliminacion de células infectadas, mutadas o dafiadas. Morfolégicamente, en la apoptosis se
produce la fragmentacion de ADN mientras se mantiene la integridad de la membrana hasta
estadios tardios en la muerte celular (Del Rio Ortiz 2012; Yigong 2002). El volumen celular total se
reduce, la célula se encoge, los organelos citoplasméticos se condensan y el reticulo
endoplasmatico se dilata, pero las mitocondrias se mantienen morfol6gicamente normales. A
continuacion se produce la fragmentacion del nucleo y del citoplasma en pequefios corpusculos
rodeados de membrana que se denominan cuerpos apoptoticos que son fagocitados por

macréfagos.

Al mismo tiempo, se producen una serie de procesos bioquimicos que activan endonucleasas
dependientes de Ca y Mg que cortan el ADN gendmico por espacios internucleosomales que
generan fragmentos de ADN en un rango de 180-200 pb. Por otra parte, se produce pérdida del
potencial mitocondrial y asimetria de la membrana plasmatica: los residuos de fosfatidilserina que
en condiciones normales se encuentran en la cara interna de la membrana celular, aparecen
también en la cara externa de la misma. Este hecho permite que las células apoptéticas sean

reconocidas y fagocitadas por los macrofagos. (Kurosaka et al, 2003)

Los procesos morfolégicos y bioquimicos que caracterizan a la apoptosis estdn mediados por
efectores de muerte celular como las caspasas (cisteina-proteasas). Las sefales apoptoéticas, tanto
intracelular como extracelulares, primer etapa del proceso apoptético, convergen para activar a las
caspasas efectoras como es el caso de caspasa 3. La siguiente fase comprende la deteccion de
esta sefal y la transduccion de la misma mediante vias que envian la sefial a la maquinaria
efectora de la muerte celular. La tercera fase es la efectora en la que estan implicados las
proteasas que activan la apoptosis, asi como sus reguladores positivos y negativos. Y finalmente la

fase en la que se produce la condensacién de la cromatina y la degradacion del DNA. (59)

Las sefales que inducen la apoptosis son diversas entre ellas, se encuentran el dafio al DNA,

agentes toxicos, estrés celular, radiaciones y factores y muerte.
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Se sabe que Camptotecina, un farmaco utilizado en el tratamiento de diversos tipos de cancer,
induce muerte por apoptosis. Camptotecina (CPT) y sus analogos (CPTs) actian al enlazarse con
los aductos ADN-Topo I, lo gue estabiliza el complejo divisible ADN-Topo | evitando la liberacion del

ADN y provocando la acumulacion de complejos divisibles estabilizados.

La formacion del complejo ternario entre la CPTs-Topo I-ADN provoca la inhibicion de la sintesis del
ADN y ARN y la exposicion prolongada a CPTs conduce a un dafio irreparable en el ADN y por lo
tanto provoca la muerte celular por la activacion de las caspasas (Liu et al 2000; Wallet al, 1966;
Hsiang,et al 1985 , Husain et al, 1994, Fan et al 1998).

Asi mismo, se ha reportado que camptotecina induce apoptosis en las células SIHA mediante la
induccién de cambios de permeabilidad de la membrana mitocondrial que conducen a la pérdida de
potencial de membrana mitocondrial, disminucion de los niveles de Bcl-2, liberacion del citocromo
¢, activacién de la caspasa-3 y la fragmentacion del ADN (Sang et al, 2009). Por lo cual este
farmaco es utilizado como control positivo para evaluar muerte por apoptosis por activacién de

caspasa 3.

Por esta razén, la intensidad de fluorescencia (IF) obtenidas en nuestras evaluaciones de
citometria, para las cuatro lineas celulares cultivadas con camptotecina sirve como punto de
comparacion para la IF obtenidas para las mismas lineas celulares cultivadas en presencia de
100UI/mL de IL-2. Es decir la IF obtenida para células cultivadas con camptotecina nos indica que
las células estan sintetizando caspasa 3 y si la IF para las células cultivadas con IL-2 al ser
semejante a la obtenida para las células del control positivo confirma que IL-2 regula la sintesis de
caspasa 3. Al comparar la IF de células cultivadas ya sea con camptotecina o IL-2 con la IF de
células cultivadas en ausencia de IL-2, vemos que la presencia de caspasa 3 aumenta en un 20%.
Por tanto, IL-2 muestra ser un eficiente inductor de la sintesis de caspasa 3, tanto como lo hace
camptotecina siendo mas evidente en la linea celular CALO. Tomando en consideracién lo anterior
pensamos que IL-2 puede ser utilizada como una citocina para controlar la expresiéon de caspasa 3

y asi inducir la muerte por apoptosis en tumores de CaCu.

A pesar de que las cuatro lineas de CaCu utilizadas en este trabajo, pertenecen a dos estadio
clinicos diferentes; CASKI e INBL estadio clinico IVB, y CALO y SIHA estadio clinico I,
nuestros datos indican que el estadio clinico no influyen significativamente en la respuesta que las

células de CaCu tienen ante IL-2 para sintetizar caspasa 3. Esta afirmacion se basa en el hecho
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de que los datos de IF para caspasa 3 obtenidos en CASKI e INBL son semejantes entre ellos y
si los comparamos con los datos de IF para CALO y SIHA muestran niveles de sintesis de
caspasa 3 muy similar entre las cuatro lineas celulares. Sin embargo, debemos destacar que la
linea CALO al tener el mayor porcentaje de IF muestra ser la mas eficiente en la sintesis de
caspasa 3. Esta eficiencia de las células CALO para sintetizar caspasa 3, cuando son cultivadas
en presencia de IL-2, pareciera no ser una consecuencia directa de su estadio, sino mas bien del
tipo de HPV que la infecta. Se sabe que los HPVs constituyen el Unico agente etioldgico causante
de cancer de cuello uterino, multiples procesos patolégicos de cérvix y otras mucosas genitales,
gue se transmiten por contacto sexual, ha sido aislado de carcinomas epidermoides vulvares y
vaginales; ademas, se asocia con otros tumores epidérmicos y en lesiones proliferativas de la piel y

las mucosas (42).

También, se ha publicado que los tipos mas frecuentes de HPV son: 6, 11, 16, 18, 31,33y 52. Y
gue los canceres inducidos por VPH con frecuencia tienen secuencias virales integradas en el ADN
celular. Algunos de los genes tempranos de VPH, como E6 y E7, actian como oncogenes
promoviendo la proliferacién celular y la transformacién tumoral los dos tipos mas importantes son
VPH 16 y 18. El VPH 16 esta asociado con casi el 60% de los casos de cancer cervical, y VPH 18
por otro 10% de los casos. La accién conjunta de E7 (inhibiendo pRb) y E6 (degradando p53)
produce un efecto sinérgico en la activacion del ciclo celular, dando como resultado la proliferacién
descontrolada de las células infectadas por el virus que, asociado al efecto anti-apoptotico

resultante de la inactivacion de p53, es una potente combinacion oncogénica.

Estos son algunos ejemplos de las alteraciones moleculares descritas, como consecuencia de la
insercion del genoma del HPV en células del cérvix. Por lo que pensamos que, si las lineas de
CaCu utilizadas en este trabajo también estan infectadas con HPV, la presencia del virus les
puede conferir una sensibilidad diferencial a IL-2, la cual dependiera del tipo de HPV que
portan. En base a esto y tomando en cuenta los resultados obtenidos para la linea CALO
estadios tempranos y positivas a HPV 18, gue mostro la mayor sintesis de caspasa 3 en
presencia de IL-2. Proponemos que células de CaCu que cumplan con las caracteristicas de
estadio temprano e infeccion con HPV 18 son mejores candidatos para ser tratadas con IL-2. Ya
gue el tipo de virus que las infecta parece jugar un papel regulador en la sintesis de caspasa 3

inducida por esta citocina.
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Esta hipotesis de que el tipo de HPV que infecta a las células de CaCu determina su respuesta a
IL-2 para inducir la sintesis de caspasa 3, se basa en el hecho de que las lineas celulares SIHA,
estadio IIB y CASKI, estadio IVB infectadas con HPV 16, no mostraron una mayor eficiencia
para inducir la sintesis de caspasa 3 cuando fueron cultivadas en presencia de IL-2, como lo

reportado para CALO.

Estos resultados nos permiten sugerir que las cuatro lineas celulares utilizadas en este trabajo
responden a la sintesis de caspasa 3 en presencia de IL-2 y que conservan intactas las vias de
induccién de apoptosis y que sélo requieren de un estimulo, como IL-2 para activarse. Por otro
lado, proporcionamos informacién importante del papel que juega el tipo de HPV en esta respuesta
a IL-2. Y proponemos el uso de IL-2 como alternativa terapéutica para pacientes con CaCu en

particular en tumores de estadio clinico temprano.

63



S
UNAM FES-ZARAGOZA AVENMA DE Torres Corioriles Edgar Ivan | 2012

MEXICO

CONCLUSIONES.

= Las lineas de céncer cérvicouterino (CaCu) CASKI, CALO, INBL, Y SIHA cultivadas en
ausencia de IL-2 expresan niveles basales de caspasa 3.

= |IL-2 regula positivamente la expresion de caspasa 3 en las lineas celulares de CaCu CASKI,
CALO, INBL y SIHA.

= Lalinea CALO mostré la mayor sintesis de caspasa 3 inducida por IL-2.

= El estadio clinico del tumor no es determinate en la regulacion de la sintesis de caspasa
3 inducida por IL-2.

= EIHPV 18 regula la sintesis de caspasa 3 inducida por IL-2 en tumores de estadio clinico

temprano.
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PERSRECTIVAS

Para ampliar los resultados obtenidos en el presente trabajo, seria interesarte continuar con las

siguientes propuestas:

» Determinar la regulacion de caspasa 3 activa en células cultivadas en presencia de IL-2 a
100 Ul/mL.

» Determinar cudl es el tipo de muerte celular que predomina en estas lineas celulares de

CaCu quiza con la técnica de Anexina V.

» Analizar la expresion caspasa 3 en lineas celulares de estadios tempranos de CaCu
tratadas con 100 Ul/mL de IL-2 , para observar el comportamiento que genera esta citocina
en la sintesis y activacion de caspasa 3 en células tumorales que presenten infeccién por
HPV18

» Determinar si IL-2 en una concentracién de 100 Ul/mL, regula la sintesis y activacién de las

caspasas iniciadoras para comprender cual es el tipo de muerte celular que detona esta

citocina.
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