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|.Abreviaturas

Apaf-1: Factor activador de apoptosis.

ATP: Adenosin trifosfato.

BID: Dominio de muerte para la interaccién

Bax y Bad: Miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2.
CaCe: Carcinoma de cérvix.

CARD: Dominio de reclutamiento de caspasas.

CASPASAS: Cisteina proteasas especificas de aspartato.
CPT: Camptotecina

DD: Dominio de muerte.

DED: Dominio efector de muerte.

DISC: Complejo de sefializacion de iniciacion de muerte.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ECM: Matriz extracelular.

FADD: Dominio de muerte asociado a Fas.

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

FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia.
HPV: Virus del papiloma humano.

IL-2: interleucina 2.

NIC: Neoplasia Intraepitelial cervical

NK: Células asesinas naturales.

PBS: Tampon salino de fosfato.

R IL-2: Receptor de interleucina-2.

ARN: Acido ribonucleico.

ARN: RNA mensajero.

TOPO |: Topoisomerasa |

UIDCC: Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer.

Z-DEVD-fmk: péptido sintético Asp-Glu-Val-Asp fluorometilcetona
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II.Resumen

Las células que componen al cuerpo humano se dividen y mueren bajo un control
riguroso. Cuando este control se pierde a través de un proceso de Carcinogénesis,
se desencadena el crecimiento descontrolado de las células y asi se conduce al

desarrollo de un cancer.

El Carcinoma de Cérvix (CaCe) ocupa el séptimo lugar entre las neoplasias en la
poblacion mundial, y el cuarto lugar de neoplasias mas frecuentes entre las
mujeres, con un aproximado de 528 mil casos diagnosticados al afio, 85% de los
cuales se registran en paises en vias de desarrollo. En América Latina es la
segunda neoplasia mas comun en la poblacion femenina con 68 mil casos

anuales.

En México el CaCe es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer.
Anualmente se estiman 13,960 casos. Para enfrentar este problema, se han
empleado diferentes métodos, entre los que se encuentra la inmunoterapia en la
gue se emplean citocinas como Interleucina 2 (IL-2), que se ha mostrado puede
inducir regresion tumoral en estadios avanzados, sin embargo, los efectos
secundarios implicados, han limitado el uso de estas terapias, lo cual hace
indispensable, dilucidar el mecanismo de accién de la IL-2 para superar las

limitaciones de esta terapia.

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 la linea celular INBL

de CaCe, regula positivamente la apoptosis, asi como la sintesis de caspasa 3.

Los resultados de este trabajo muestran que en la linea celular INBL cultivada en
presencia de 100UI/ml de IL-2 los niveles de caspasa 3 activa aumentan
considerablemente respecto a la expresion basal. Sin embargo, al inhibir caspasa3

activa con un inhibidor especifico de caspasa 3 activa (Z-DEVD-fmk), se observo

5
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la presencia de caspasa 6 activa lo que nos hace pensar que la activacion se lleva
a cabo a través de una via independiente de caspasa 3. Interesantemente también
detectamos un aumento de caspasa 7 activa al usar el inhibidor Z-DEVD-fmk por
lo que proponemos que el aumento de su expresion es un fendmeno de
sustitucién o relevo de caspasa 3 cuando esta es bloqueada irreversiblemente por
el inhibidor. Asimismo, pensamos que caspasa 7 regula el proceso de apoptosis

en ausencia de caspasa 3 activa.
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Ill.Marco Tebrico
1. Cancer

Las células que componen al cuerpo humano crecen, se dividen y mueren bajo
un control estricto y riguroso, permaneciendo limitadas al area de donde se
originaron. Esto quiere decir que, cuando las células envejecen o se dafian, se

mueren y nuevas células toman su lugar (Macarulla & Ramos, 2009).

La division de una célula conlleva a la formacion de otras dos células
exactamente iguales a las de origen, con sus misSmos componentes y sus mismas
funciones. Esta division esta regulada por una serie de mecanismos de control
contenidos en el material genético, los cuales consisten en indicar a la célula el
momento adecuado en el que debe dividirse, asi como el momento adecuado
para detenerse (Figura 1). Es cuando la pérdida del correcto funcionamiento del
sistema de regulacion a través de un proceso de Carcinogénesis, que puede
desencadenar el crecimiento descontrolado de la célula y asi conducir a esta, al

desarrollo de un cancer (Macarulla & Ramos, 2009).
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Célula sana . Apoptosis

~_
Célula mutada

Figural. Proliferaciéon celular normal, donde las células con dafo

genético pasan por un riguroso control que culmina en la Apoptosis.
(Tomado y Modificado de TBTC 2014)

El Cancer es el nombre dado a un conjunto de enfermedades relacionadas a un
crecimiento anormal de células (Mercado et al., 2016). En todos los casos, el
cancer se produce por multiples cambios en la expresion de diferentes genes que
conducen a la proliferacion desequilibrada de las células y un proceso de muerte
celular programada deficiente, que finalmente, evoluciona en una poblacion de
células con la capacidad de proliferar indefinidamente invadiendo tejidos de todo

el organismo (Figura 2), fendmeno al que se le denomina metéastasis (Ruddon,

2007).
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Célula sana

Crecimiento
incontrolado de
células mutadas

Célula mutada

Conduce a la formacion
de tumores

La célula mutada no se
autodestruye (falla de
apoptosis) y contintia
dividiéndose

Figura 2. Proliferacién celular anormal, donde las células con dafio genético
logran evadir los procesos de control de proliferacién y, por tanto, la Apoptosis.
(Tomado y Modificado de TBTC, 2014)

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo. Segun datos de la Organizacién Mundial de la salud (OMS), tan solo en el
2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes
relacionadas con el cancer, y se calcula que el nUmero de casos aumentara en un
70% en los proximos 20 afios (Stewart & Wild, 2014).

Las caracteristicas que distinguen un cancer de un tumor benigno son las
habilidades para invadir localmente y extenderse a los ganglios linfaticos

regionales para hacer metastasis a los érganos distantes del cuerpo (Gupta &
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Massagué, 2006). Clinicamente, el cancer parece ser muchas enfermedades con
caracteristicas fenotipicas diferentes (Ruddon, 2007), y a medida que avanza el
crecimiento del cancer, la variabilidad genética en la poblacién celular, causada
por la acumulacibn de errores gendmicos, produce heterogeneidad en
caracteristicas tales como antigenicidad celular, invasividad, potencial
metastasico, tasa de proliferacion celular, estado de diferenciacién y respuesta a

agentes quimioterapéuticos (Ruddon, 2007).

En general, los canceres causan una morbilidad significativa y seran letales para
el huésped si no se tratan. Las excepciones a esto parecen ser canceres latentes
gue pueden permanecer clinicamente indetectables (o in situ), permitiendo que el

huésped tenga una expectativa de vida estandar (Ruddon, 2007).

2. Huellas del Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y
representd 7.6 millones (13% de todas las muertes) en el 2008 (Ferlay et al.,
2008). En los Estados Unidos, por ejemplo, las probabilidades de padecer cancer
oscilan entre 44% para los hombres y 38% para las mujeres (Jemal et al., 2010).
La determinacion de las causas del cancer es un tema complejo, pero los factores
de riesgo conocidos son el abuso del alcohol y el tabaco, las infecciones, la
radiacion, la obesidad y la falta de actividad fisica (Gutschner & Diederichs,
2012).

Aunque el cancer comprende un grupo heterogéneo de enfermedades, una
caracteristica que las relaciona, es la creacion de células anormales que crecen
mas alla de sus limites naturales. En 2000, Hanahan y Weinberg propusieron seis
caracteristicas del cancer que en conjunto forman el principio fundamental de

esta transformacion maligna, las cuales fueron actualizadas en 2011 (Figura 3).

10
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mantener la sefalizacion \
: 3 evadir los supresores
proliferativa e
del crecimiento

Y y

desregulacion de la
energia celular

evitando la destruccion
inmune

permitir la inmortalidad
replicativa

inflamacion que
promueve el tumor

inestabilidad y mutacion
del genoma

R

induci | s s activacion de invasion y
inducir la angiogénesis methstasis

Figura 3. Actualizacidn de las caracteristicas y ventajas adquiridas por las

células tumorales durante el desarrollo del cancer descrito por Hanahan
Weinberg en 2000 (Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011).

Dado que la formacién de tumores es un proceso de multiples etapas, las células
normales evolucionan progresivamente hasta el estadio neoplasico y, a lo largo
de su recorrido, adquieren capacidades particulares que les permiten volverse

tumorigénicas. Estas caracteristicas basicas distintivas son:

a) mantener la sefializacion proliferativa
b) evadir los supresores del crecimiento
C) evitando la destruccién inmune

d) permitir la inmortalidad replicativa

e) inflamacion que promueve el tumor

f) activacion de invasion y metastasis

11
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0) inducir la angiogénesis

h) inestabilidad, mutacién del genoma
) resistir la muerte celular

)] desregulacion de la energia celular
3. Clasificacion del Cancer

Existen dos formas actuales de clasificar el tipo de cancer, la primera es por el
sitio donde se origino, y el segundo es por el tipo histolégico o del tejido (de la
Torre, 2008). En la primera clasificacion de sitios primarios de origen, el cancer se
puede clasificar por tipos especificos, ya sea cancer de pecho, cancer de pulmén,
cancer de préstata, carcinoma renal, etc. (Figura 4). En cuanto a la segunda
clasificacion se utiliza la Clasificacion Internacional de las Enfermedades para la
Oncologia 3ed (ICD-0-3).

De acuerdo con la ICD-O-3 el cancer se clasifica en seis diferentes categorias,

Carcinoma, Sarcoma, Mieloma, Leucemia, Linfoma y combinado.

12
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Figura 4. Tipos de Cancer mas comunes (Tomado de PMF, University Health
Network” 2017)

El Carcinoma es el tipo de cancer mas comun, y este se origina en las células
epiteliales que forman las capas mas externas del cuerpo o en los tejidos que
recubren a los érganos internos. Los carcinomas pueden clasificarse en tres tipos,
carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas Yy
adenocarcinoma. El carcinoma de células basales es la forma mas comdn de
todos los canceres. Ocurre en las células que recubren la region profunda de la
capa externa de la piel. El carcinoma de células escamosas es el segundo tipo
mas comun de cancer, este se desarrolla a partir de las células planas y
escamosas que son el tipo de célula primaria que forman la capa mas externa de
la piel (la epidermis). EI Adenocarcinoma da origen en las células glandulares, las
cuales producen moco y otros fluidos, por lo que se encuentran en diferentes
organos de cuerpo (SEER Training, 2018).

13
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El Sarcoma es el tipo de cancer que se origina en los tejidos conectivos y de
apoyo, Organos entre los que se encuentran todos los musculos, huesos,
cartilagos y tejidos adiposos. El sarcoma del esqueleto se clasifica en
osteosarcoma (se origina de tejido 0seo), condrosarcoma (se origina de los
cartilagos) y fibrosarcoma (del componente fibroso del hueso) (SEER Training,
2018).

El mieloma es el tipo de cancer que se origina a partir de células del plasma de la
médula. Las células del plasma son capaces de producir los diversos anticuerpos
en respuesta a infecciones, pero durante esta afeccion se forman anticuerpos
deficientes, convirtiendo al organismo en blanco vulnerable a infecciones (Low,
2011).

La Leucemia es un grupo de tipos de Cancer que se agrupan dentro los tipos de
cancer de la sangre, afectando a la medula 6ésea como sitio de produccion de
glébulos. La leucemia provoca que la médula produzca glébulos blancos
inmaduros, en exceso y completamente no funcionales. La Leucemia se puede
clasificar en Leucemia Mielocitica Aguda (AML), Leucemia Mielocitica Cronica
(CML), Leucemia Linfética o Linfocitica, Leucemia linfatica o Linfoblastica Cronica
(CLL), y Eritremia (Verma & Singh, 2014).

El Linfoma se origina en sistema linfatico y a diferencia de la leucemia, este tipo
de cancer involucra el crecimiento de tumores sélidos. Este cancer afecta
directamente a los ganglios linfaticos y en sitios extranodales como son el

estdbmago, cerebro e intestinos.

Cuando se habla de un cancer combinado ser refiere a que el origen de este

puede ser en dos 6rganos de naturaleza diferente (Mandal, 2012).

14
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4. Estadificaciéon del Cancer

Cuando se determina la extension en que el cancer se ha propagado, se habla de
estadios o estadificacion del cancer. Esto es fundamental para conocer la
gravedad de la enfermedad en cuestién, y asi hacer una exhaustiva evaluacion

de tratamientos para lograr la sobrevivencia del paciente (ACS, 2016; NIH, 2015).

Existen muchos sistemas que clasifican la estatificacion, uno de ellos es el
sistema “TNM de estratificacién”, el cual se usa de forma poco especifica para
diferentes tipos de Cancer. Sin embargo, existen otras clasificaciones mas
especificas las cuales incluyen ubicaciones, tipo de células, tamafio del tumor y
grado de metastasis (NIH, 2015).

El Instituto Nacional del Cancer NIH, menciona que el sistema mas versatil a
utilizar para clasificar el estadio del cancer es el “TNM”, la T hace referencia a la
evaluacion del tamafio y extension del tumor principal o tumor primario; la letra N
hacer referencia a la evaluacion de la extension del cancer que se ha diseminado
a los ganglios o noédulos linfaticos cercanos; la letra M hace referencia a si el
cancer se ha diseminado desde el tumor primario a otras partes del cuerpo, en

otras palabras, si el cancer ha logrado la metastasis.

5. Clasificacion del CaCe

Cuando se habla de CaCe, se puede emplear dos tipos de clasificaciones, el
sistema TNM, que es comun para describir a los distintos tipos de cancer en
general, y el sistema de la “International Federation of Gynecology and
Obstetrics” (FIGO). ElI sistema FIGO clasifica la enfermedad en etapas
comprendidas entre 0 y IV, y las etapas descritas por este sistema son similares
al sistema TNM, excepto por que este sistema no incluye la informacion que
respecta a los ganglios linfaticos hasta después de la etapa Ill (Figura 5) (ACS,
2016).
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Estadios del cancer cervicouterino
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Figura 5. Estadios del cancer. (Tomado de Kasper et al., 2016).

-Etapa 0 (Tis, NO, MO0): las células cancerosas s6lo se encuentran en las células
de la superficie del cuello uterino sin invadir los tejidos mas profundos del cuello
uterino. Esta etapa también se llama carcinoma in situ (CIS), y es parte de
neoplasia intraepitelial cervical en grado 3 (CIN3). La etapa 0 no esta incluida en

el sistema de FIGO.

-Etapa | (T1, NO, MO): en esta etapa el cancer ha invadido el cuello uterino, pero
no fuera del atero. El cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos

cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IA (T1a, NO, M0): forma temprana de la etapa |. Hay una cantidad pequefia
células cancerosas que solo son visibles bajo el microscopio. El cancer no se ha

propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO0).
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Etapa 1Al (T1lal, NO, MO): el cancer es de menos de 3 de profundidad y de
menos de 7 mm de ancho. El cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos

cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IA2 (T1a2, NO, MO): el cancer es entre 3 mm y 5 mm de profundidad y de
menos de 7 mm de ancho. El cdncer no se ha propagado a los ganglios linfaticos
cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

IB (Tlb, NO, MO0): hay un crecimiento de células cancerosas capaces de
visualizarse a simple vista y bajo el microscopio; si se han propagado a mas de 5
mm de profundidad dentro del tejido conectivo del cuello uterino y tienen mas de
7 mm de ancho. No se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a
sitios distantes (MO0).

IB1 (T1b1, NO, M0): la masa cancerosa se puede apreciar a simple vista paro
este no logra superar los 4 cm. El cancer no se propagoé a los ganglios linfaticos

cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

IB2 (T1b2, NO, MO): el cancer se puede ver y mide mas de 4 cm. No se ha

propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO0).

-Etapa Il (T2, NO, MO): en esta etapa, el cancer ha crecido mas alla del cuello
uterino y el Gtero, pero no se ha propagado a las paredes de la pelvis o0 a la parte

inferior de la vagina.

Etapa IlA (T2a, NO, MO0): el cancer se ha propagado a los tejidos préximos al
cuello uterino (Parametrio). Puede que el cancer haya crecido hacia la parte
superior de la vagina. El cancer no se propagoé a los ganglios linfaticos cercanos
(NO) ni a sitios distantes (MO0).
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[IA1 (T2al, NO, M0): la masa cancerosa se puede observar a simple vista, pero
no tiene mas de 4 cm. El cAncer no se propagd a los ganglios linfaticos cercanos
(NO) ni a sitios distantes (MO0).

[IA2 (T2a2, NO, M0): la masa cancerosa se puede observar a simple vista y tiene

mas de 4 centimetros.

[IB (T2b, NO, MO): el cancer se ha propagado a los tejidos adyacentes al cuello

uterino.

-Etapa Il (T3, NO, M0): el cancer se ha propagado a la parte inferior de la vagina
0 a las paredes pélvicas. El cancer puede estar bloqueando los uréteres. El
cancer no se propago a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes
(MO).

[IIA (T3a, NO, MO0): el cancer se ha propagado al tercio inferior de la vagina, pero
no a las paredes pélvicas. ElI cancer no se propagd a los ganglios linfaticos
cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

1B (T3b, NO, MO; O T1-3, N1, MO): el cancer ha crecido hacia las paredes de la
pelvis y ha bloqueado uno o ambos uréteres provocando una hidronefrosis. El
cancer se propagé a los ganglios linfaticos en la pelvis (N1), pero no a sitios
distantes (MO0). El tumor puede ser de cualquier tamafio y pudo haberse

propagado a la parte inferior de la vagina o a las paredes pélvicas (T1la T3).

-Etapa IV: ésta es la etapa mas avanzada del carcinoma de cérvix. El cancer se

ha propagado a 6rganos adyacentes o0 a otras partes del cuerpo.

IVA (T4, NO, MO): el cancer se propag6 a la vejiga o al recto (T4). El cancer no se

propago a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

IVB (cualquier T, cualquier N, M1): el cancer se propag0 a érganos distantes mas

alla del &rea pélvica, tales como los pulmones o el higado (ACS, 2016).
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6. Neoplasia Intraepitelial Cervical

La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) se describe como una lesién precursora
del cancer del cuello uterino, la cual se caracteriza por presentar alteraciones de
la maduracion y anomalias nucleares (Arends et al., 1998). En diferentes estudios
se ha demostrado que la NIC evoluciona al estado de carcinoma in situ en tan
solo 5 afios aproximadamente, y para el desarrollo de un cancer invasor, solo se

requieren 10 afios (Mercado & Avilés, 2016).

La infeccion por VPH promueve la formacion de la lesion precancerosa conocida
como neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Esta infeccion, parece ser la causa
fundamental en el génesis del carcinoma de cérvix (De Palo & Vecchione, 1992;
Sarduy, 2008).

En la mayor parte de los carcinomas analizados se encuentra ADN viral integrado
en los cromosomas de las células huésped (De Palo et al., 2001). Esta no es la
Unica causa, pero si la principal en el proceso de carcinogénesis (Buckley et al.,
1982).

El VPH, en particular, los llamados “de alto riesgo”, son los serotipos 16 y 18, a
través de sus oncoproteinas E6 y E7 degradan el p53 supresor tumoral y pRb,
favoreciendo la transformacion maligna de las células (Mufioz et al., 2003). El
VPH es una enfermedad de trasmision sexual que se encuentras muy extendida
en mujeres y hombre, sin embargo, las condiciones anatomicas del varon y otros
factores hacen que esta se pueda desarrollar en forma subclinica o latente y
evolucione en pocas ocasiones a cancer de pene u otra localizacion genital. Sin
embargo, en la mujer ocurre con mayor frecuencia en la region del cérvix, la

vagina, la vulva o el perineo (Sarduy, 2008).
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La neoplasia intraepitelial cervical y su vinculacion con la infeccion del VPH
precede a la apariciéon del Carcinoma de Cérvix, por lo que resulta importante
detectarla y tratarla para evitar su evolucion hacia etapas invasoras (Sarduy,
2008).

7. Carcinoma de Cérvix

El CaCe es el segundo cancer mas comunmente diagnosticado y la tercera causa
de muerte por cancer entre las mujeres en los paises menos desarrollados. Se
han diagnosticado alrededor de 527,600 nuevos casos y 265,700 muertes en todo
el mundo en el 2012 (Torre et al., 2012).

El CaCe es una de las formas de cancer mas frecuente en mujeres con edades
desde los 25 hasta los 50 afios, siendo los 35 afios la edad con mas incidencia
(Mercado & Avilés, 2016), y es el cuarto cAncer mas comudn entre las mujeres en
todo el mundo (Siegel et al., 2016). Actualmente es el principal problema de Salud
Publica en las mujeres en edad reproductiva (Mercado & Avilés, 2016). El 90% de

las muertes por CaCe ocurren en paises en desarrollo.

Gracias al desarrollo de la Biologia Molecular se ha identificado una estrecha
relacion entre la infeccion persistente de algunas cepas del Virus del Papiloma
humano (VPH) como factor etiologico del CaCe (Mercado & Avilés, 2016). Esto
convierte a la infeccion por VPH la causa mas significante, ya que se detecta en
el 99% de los casos (Trottier & Franco, 2006).

Por otro lado, la introduccién de una vacuna especifica contra el VPH en la
practica clinica, la incidencia de CaCe esta disminuyendo gradualmente (Herrero
et al.,2015). A pesar de los avances logrados en la prevencion del CaCe, cuando

la enfermedad recae o se diagnostica en una etapa tardia, el prondstico es
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extremadamente pobre y es por esto por lo que este tipo de cancer sigue siendo

la causa mas frecuente de muerte en mujeres de todo el mundo (Lin et al.., 2010).

La infeccibn es extremadamente comldn en mujeres jovenes en su primera
década de actividad sexual. Se establecen infecciones persistentes y precancer,
generalmente dentro de 5-10 afios, de menos del 10% de las nuevas infecciones.
El cancer invasivo surge durante muchos afios, incluso décadas, en una minoria
de mujeres con precancer, con un pico 0 meseta en riesgo a aproximadamente
35-55 afios (Schiffman et al., 2007).

Hay cuatros pasos principales en el desarrollo del CaCe, la infeccion del epitelio
metaplasico en la zona de transformacion cervical, persistencia viral, progresion
del epitelio infectado persistente al precancer cervical e invasion a través de la

membrana basal del epitelio (schiffman et al., 2007).

El CaCe por lo general surge de un anillo de mucosa llamado zona de
transformacion cervical. EI VPH promueve la neoplasia en las zonas de
transformacion entre los diferentes tipos de epitelio que recubren al cuello uterino,
ya sea a las células escamosas que componen al ectocérvix (epitelio escamoso),
0 a las células glandulares que componen al endocérvix (epitelio Columnar) (Prkin
& Bray, 2006) (Figura 6). La posicién de la zona de transformacion es dinamica,
donde el epitelio escamoso estratificado del ectocérvix penetra progresivamente y
reemplaza el epitelio glandular del endocérvix (Castle et al.,, 2006; Jacobson at
al., 1999).
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Utero

Epitelio Columnar

Cervix (endocervix)
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transformacion (ectocervix)
Vagina —

Figura 6. El Carcinoma de Cérvix comienza en las células que
recubren la parte inferior del Gtero llamado cuello uterino, justo
en la zona de transformacion. (Modificado de Bengtsson & Malm.
2014)

8. El cancer en México

En México, a partir de 1922 a 2001 la mortalidad creci6 exponencialmente de
0.60 a 13%, ocupando el tercer puesto de en las causas de muerte en este
periodo (Fernandez, et al., 2011). En 2017, la Secretaria de Salud publica de
México, recalcé nuevamente que el cancer ocupa el tercer puesto de las causas
de muerte en el pais, en donde 14 de cada 100 habitantes padecen esta
enfermedad, con mayor incidencia en Nuevo Leoén y el Distrito Federal (Sosa &
Garcia, 2013). Segun los reportes del proyecto GLOBOCAN en 2012 de la World
Health Organitation, la morbilidad del cancer en México se distribuye
principalmente en: pecho (13.8%), prostata (9.5%), colon-rectal (5.8%), pulmon
(5.7%), estomago (5.2%), higado (4.3%), en una poblacién total de 147,985
personas. El mismo reporte sefiala que el cancer de cérvix ocupa el segundo
lugar en morbilidad con un 16.9% de incidencia, y en mortalidad con un 11.9%

por cada 6,657,718 mujeres.
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La mortalidad por cancer en México representa el 13% del total de las muertes,
ocupando el tercer lugar (Tabla 1) con una tasa de 62.8 por cada 100,000
habitantes; en orden de frecuencia por localizacion en ambos sexos, se localiza

en pulmon y bronquios, estobmago, prostata (Sosa & Garcia, 2013).

Diez principales causas de mortalidad en México, 1960-2008

1960 1970 1980 1990 2000 2008*
1 Gastroenteritis Neumonia Accidentes Enfermedades Enfermedades Enfermedades
y colitis e influenza del corazdn del corazdn del corazdn
2 Neumonia Enteritis y otras Enfermedades Tumores Tumores Diabetes
e influenza enfermedades infecciosas malignos malignos mellitus
diarreicas intestinales
3 Enfermedades Accidentes, Neumonia e Accidentes Diabetes mellitus Tumores
propias de la  envenenamiento influenza malignos
infancia y violencia
4 Enfermedades  Enfermedades Enfermedades del Diabetes mellitus Accidentes Accidentes
del corazén del corazén corazon
5 Accidentes Causas Tumares Ciertas afeccio-  Enfermedades Enfermedades
perinatales malignos nes originadas del higado del higado
en el periodo
perinatal
6 Tumores Tumores Enfermedades Neumonia Enfermedades Enfermedades
malignos malignos cerebrovasculares & influenza cersbrovasculares cerebrovasculares
7 Homicidios Enfermedades Cirrosis y otras Enfermedades Cierlas afecciones  Enfermedades
cerebrovasculares  enfermedades infecciosas originadas en el pulmonares
cronicas del intestinales periodo perinatal obstructivas
higado cranicas
8 Bronquitis Sarampion Diabetes mellitus ~ Enfermedades Neumonia Ciertas afecciones
cerebrovasculares e influenza originadas en el

periodo perinatal

9 Tuberculosis  Cirrosis hepatica Homicidio y Cirrosis y otras Enfermedades Agresiones
lesiones infligidas  enfermedades  pulmonares obs- (homicidias)
intencionalmente cronicas del  tructivas cronicas

por otras personas higado

10 Cirrosis hepatica Tuberculosis en  Bronguitis cronica y Homicidio y Agresiones Neumonia

todas sus formas la no especificada, lesiones infligidas (homicidios) e influenza

enfisemay asma  intencionalmente
por olras personas

Tabla 1. Evolucion de las 10 principales causas de mortalidad en México en el
periodo comprendido entre el afio 1960 y 2008. Modificado de Sosa & Garcia, 2013
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9. Importancia del Carcinoma de Cérvix

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), determinan
gue en la década en la que estamos actualmente se espera una incidencia en
aumento de cancer de 22 millones por afio, asi mismo la mortalidad que sera de

13 millones al afio (Stewart & Kleihues, 2003).

América Latina y la regién del Caribe, se encuentran el segundo puesto de
incidencia de cancer con 242 casos por cada 100 mil habitantes, y en tercer
puesto de mortalidad con 101 decesos por cada 100 mil habitantes (Torres et al.,
2014). Sin embargo, los datos arrojados por las investigaciones de la World
Health Organization en su proyecto Globocan 2012, arrojan que México tiene una
menor incidencia con 131 casos por cada 100 mil habitantes y por lo tanto la

mortalidad es de 68 por cada 100 mil habitantes.

10. Tratamiento contra el cancer

La cirugia, la quimioterapia y la radioterapia son las principales opciones
terapéuticas para tratar el Cancer en general, siendo la quimioterapia el mas
ampliamente utilizado como el mas importante tratamiento contra el cancer
(Padma, 2015).

La efectividad de estas terapias es limitada, debido a la poca selectividad de
estos tratamientos para las células tumorales sobre las normales. Esto resulta en
una terapia en donde la dosis del farmaco suele ser insuficiente, ademas de la
toxicidad sistémica y la aparicién de células tumorales resistentes a farmacos (Xu
& McLeod, 2001).

Uno de los defectos moleculares de estas terapias en las células cancerosas
radica en el aumento de la sensibilidad a los agentes terapéuticos y esto puede

conllevar a la resistencia de estos. La muerte celular inducida por el dafio al ADN
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resulta en una muerte celular por apoptosis, por lo que las células cancerosas
que albergan defectos en su programa normal de muerte celular en ocasiones

pueden escapar de los efectos de la terapia citotoxica (Alberts et al., 2002).

Las células cancerigenas varian en su respuesta a la radiacion y a los diferentes
tipos de farmacos citotoxicos, y es probable que esta diferencia se vea reflejada
en los defectos particulares que estan presentes en la reparacion del ADN, los

puntos de control del ciclo celular y las vias de apoptosis.

La inestabilidad genética en si misma puede ser tanto un punto negativo como
positivo para la terapia contra el cancer, la inestabilidad genética también puede
dificultar la erradicacion del cancer. La tasa de mutacion anormalmente alta de las
muchas células cancerigenas conlleva a una heterogeneidad alta en la poblacién
en diferentes aspectos, lo cual dificulta la erradicacion de la enfermedad con un
anico tratamiento. Ademas, esta alta variedad genética permite que las células
cancerosas desarrollen resistencia a los farmacos terapéuticos a un ritmo
acelerado (Alberts et al., 2002)

11. Alternativas terapéuticas, Inmunoterapia

Gracias a la continua investigacion en la biologia molecular de las células
cancerosas Y la progresion tumoral, se estan desarrollando mejores métodos para
tratar esta enfermedad, ya no solo atacando los defectos en el ciclo celular y los

procesos de reparacion del ADN (Alberts et al., 2002).

En los dltimos afios, se ha sugerido una gran variedad de nuevas formas de
atacar a las células tumorales, muchas de las cuales han demostrado funcionar
en sistemas modelos, reduciendo o previniendo el crecimiento tumoral. Muchos

de estos protocolos aun no pueden tener un uso clinico, debido a que no
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funcionan en humanos debido a los numerosos efectos secundarios negativos o

simplemente son complicados de implementar (Alberts et al., 2002).

Algunas de estas terapias alternativas, son la terapia hormonal, la cual consiste
en el uso de inhibidores hormonales (inhibidores de la aromatasa, analogos de
LHRH) para tratar al cancer, aprovechando la caracteristica de ciertos tipos de
cancer que dependen de algunas hormonas, como es el caso del Cancer de
Mama. Otras de las estrategias empleadas, es el uso de inhibidores de
crecimiento, ya que se ha descubierto que la presencia de niveles anormales de
factores de crecimiento contribuye a la formacion de las células cancerigenas
(Sudhakar, 2009).

Existen diferentes alternativas para tratar al Cancer, pero la que destaca de estas,
es la Inmunoterapia, la cual consisten en el uso de agentes biolégicos que imitan
algunas de las sefiales naturales que el cuerpo usa para controlar el crecimiento
del tumor. Estos agentes biol6gicos naturales ahora se pueden producir en un
laboratorio, en los que se incluyen, interferones, interleucinas, citocinas,

angioinhibidores endégenos y antigenos (Sudhakar, 2009).

Las citocinas que se liberan en respuesta a la infeccion, la inflamacion y la
inmunidad pueden funcionar para inhibir el desarrollo y la progresion del tumor.
Alternativamente, las células cancerosas pueden responder a citocinas derivadas
del huésped que promueven el crecimiento, atentan la apoptosis y facilitan la

invasion y metastasis (Dranoff, 2004).

Investigaciones recientes sobre la relacion entre el sistema inmune y el cancer
han esclarecido los mecanismos moleculares mediante los cuales las células
cancerosas aprovecha algunos mecanismos de los linfocitos T, con funcién
inhibitoria de la respuesta citotoxica, para defenderse del ataque del sistema

inmune desarrollado frente a estas (Messerschmidt, et al., 2016).
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En la inmunoterapia el CaCe desempefia un papel aln mas importante que en
otros tumores malignos, en primer lugar, por la restauracion de la respuesta
inmune contra las células cancerosas, ya que tal vez sea una estrategia exitosa
para detener el crecimiento del cancer, y, en segundo lugar, en las anormalidades
precancerosas Yy los tumores tempranos, se mejore la reacciéon inmune contra el
VPH, resultando en la inhibiciéon de la progresion del cancer (Liao, 2016; Lee et
al., 2016).

12. Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas que son producidas por
diferentes tipos de células reguladoras de la respuesta inmune, respuesta
inflamatoria, e intervienen como factores de crecimiento de las células
hematopoyéticas. Estas citocinas se clasifican en interleucinas (IL), factores de
necrosis tumoral (TNF), interferones (INF), los factores estimuladores de colonias

(CSF) y las quimiocinas.

13. Interleucina 2 (IL-2)

LA IL-2 es una citocina que promueve la proliferacion de células linfociticas T,
siendo sintetizada por estas células principalmente. Esta citocina ejerce su accion
biolégica a través de su receptor de membrana especifico constituido por tres
subunidades, a, B y y a través de la via de sefalizacién JAK/STAT para estimular
el crecimiento y la proliferacion de linfocitos T y células B (Figura 7) (Filella et al.,
2002; Barros et al., 2011). La citocina IL-2 contribuye en la generacion y
propagacion de la respuesta inmune del antigeno. Por lo que esta citocina es
estudiada ampliamente para aplicaciones clinicas, tales como las terapias contra
el cancer, sindromes de inmunodeficiencia y para tratar el rechazo de implantes
(Ali et al., 2009).
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Figura 7. A: Receptor de membrana de la IL-2; B) Activacion
de linfocitos T por IL-2. Modificado de Filella et al., 2002.
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14.  Apoptosis

Las células de los organismos multicelulares estdn ampliamente reguladas para
garantizar un equilibrio homeostatico para que estas funcionen de manera 6ptima.
Esta regulacién por lo general es a través de la proliferacion y la apoptosis. La
muerte celular programada o apoptosis, se caracteriza como un elemento critico
en la eliminacion de células después de la exposicion de estas a compuestos
toxicos, en determinados eventos durante el desarrollo embrionario y como

sintoma en algunos trastornos degenerativos (Ashe & Berry, 2003).

Los eventos bioquimicos apoptéticos conducen a cambios morfolégicos y
bioguimicos celulares, con el fin de tener una respuesta controlada y no obtener
una respuesta inflamatoria dafiina. Entre estos cambios se encuentran, la
reduccion del tamafo celular, la apertura de las mitocondrias y la salida del
citocromo c, la formacién de ampollas en la superficie celular, la degradacién de
la cromatina (ADN y proteinas) del nucleo, formacidén de cuerpos apoptoticos, el
fosfolipido fosfatidilserina que se encuentra en la cara interna de la membrana se
expone en la superficie, la fosfatidilserina se une al receptor de células
fagociticas. Los mecanismos necesarios para que se lleve a cabo la apoptosis
implica vias de sefalizacién de gran complejidad que se encuentran reguladas
principalmente por las proteasas llamadas caspasas (Porras & Marzo, 2010;
Cascales, 2003)

15. Vialntrinseca

La via de muerte celular intrinseca inicia como resultado de una alteracién de la
homeostasis intracelular. En esta via, también denominada mitocondrial, es
fundamental para la ejecucion de la muerte celular, por lo que en ocasiones a
esta via se le denomina también via de muerte celular mitocondrial (Elmore,
2007).
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La via se sefializacion intrinseca implica una amplia gama de estimulos iniciados
por las mitocondrias produciendo sefiales intracelulares que actian directamente
sobre objetivos dentro de la célula. Los estimulos que inician la via intrinseca
producen sefales intracelulares que causan cambios en la membrana
mitocondrial interna que da como resultado una apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial, la pérdida del potencial mitocondrial y la liberacion de
grupos de proteinas proapoptéticas (Saelens et al., 2004), entre las cuales se
encuentra el citocromo C, que se une y activa a Apaf-1 y a caspasa 9, formando
el apoptosoma (Hill et al., 2004). La formacién de este agrupamiento resulta en la
activacion de caspasa 9 y asi se da inicio la via dependiente de caspasas (Figura
8).

La regulacion de los eventos apoptoticos mitocondriales se da gracias a los
miembros de la familia de proteinas Bcl-2 y esta a su vez, es regulada por la
proteina supresora de tumores p53. (Schuler & Green, 2001).

16. Via extrinseca

La via de sefializacion extrinseca inicia por la interaccion mediada por receptores
transmembranales denominados receptores de muerte con su ligando. Estos
receptores son miembros de la superfamilia de genes del receptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR). Los miembros de esta superfamilia comparten dominios
extracelulares ricos en cisteina con un dominio citoplasmatico de
aproximadamente 80 aminoacidos que forman el dominio de muerte (Locksley et
al., 2001).

Los ligandos y receptores mejores caracterizados y que mejor definen el modelo
extrinseco de sefializacion son FasL/FasR y TNFa/TNFR1. La union del ligando
Fas al receptor Fas da como resultado la unién de la proteina adaptadora FADD,

la cual se asocia con caspasa 8 por la dimerizacion del dominio efector de muerte
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formando el complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC), resultando en la
activacion autocatalitica de caspasa 8 (Wajant, 2002). Cuando caspasa 8 se
encuentra activa, se desencadena la fase de ejecucion apoptosis, en donde se da

lugar a la activacion de las caspasas efectoras 3, 6 y 7 (Figura 8).

A pesar de los diferentes mecanismos de iniciacion de estas vias, ambas
convergen para dar lugar finalmente a alteraciones morfolégicas y bioquimicas
celulares caracteristicas de la apoptosis. Ademas de la convergencia final,
también es evidente que existe una relacion cruzada considerable entre las rutas
de sefializacion, siendo asi que las células tienen un cierto grado de redundancia
en sus vias apoptéticas (Ashe & Berry, 2003; Igney and Krammer, 2002). El
ejemplo mas estudiado de esta convergencia es en el que la via de Fas a través
de caspasa 8 activa, escinde a BID y su fragmento C terminal (tBID) actla sobre
la mitocondria para facilitar la salida del citocromo C (Figura 8) (Yang et al.,
1997).
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Figura 8. Modelo clasico de la via de sefalizacién apoptética

extrinseca e intrinseca. Tomado de Elmore 2007.
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17. Fase de ejecucion de la apoptosis

Las vias intrinseca y extrinseca culminan en la activaciéon de las caspasas
efectoras, las cuales tienen como papel principal la activacion de la endonucleasa
citoplasmatica que degrada el material nuclear, y las proteasas que degradan las
proteinas nucleares y citoesqueléticas. Las caspasas efectoras 3, 6 y 7 escinden
varios sustratos que causan la morfologia y los cambios bioquimicos observados

en células apoptoticas (Slee et al., 2001).

Caspasa 3 se considera la mas importante de las caspas efectoras, esta es capaz

de ser activada por cualquiera de las caspasas iniciadoras (caspasa 8, 9y 10)

18. Caspasas

Las caspasas son proteasas especificas de cisteina-aspartato, son una familia de
proteinas intracelulares involucradas en el inicio y la ejecucion de la apoptosis. La
activacion de las caspasas de ejecucion a menudo se denomina como un punto
sin retorno que conduce a apoptosis. En la actualidad, se ha identificado al menos
14 caspasas en mamiferos, de las cuales se conoce que ciertas caspasas

desempefian papeles importantes en la apoptosis y la inflamacion.

Las caspasas se sintetizan como zimdgenos inactivos denominados como
procaspasas, que luego se procesan proteoliticamente en residuos criticos de
aspartato, para obtener sus formas activas. Todas las procaspasas contiene un
dominio de proteasa altamente homoéloga en su amino (NH2) terminal. EI dominio
proteasa (prodominio) contiene dos subunidades de aproximadamente 20 y 10
kDa respectivamente (Figura 9), que se asocian para formar un heterodimero
después de la escision proteolitica del prodominio. La caspasa en su forma activa
consta de dos heterodimeros que se asocian para formar un tetradimero (Walker
et al., 1994).
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El dominio terminal NH2 es de longitud variable dependiente de la categoria
funcional de la caspasa. Las caspasas iniciadoras e inflamatorias poseen
productos largos de mas de 100 aminoacidos, mientras que las caspasas
efectoras tienen productos cortos de menos de 30 aminoacidos. Los prodominios
contienen un elemento conservado en la secuencia de aminoacidos o motivo,
esencial para la actividad de la caspasa. Estos motivos pueden ser dominios
efectores de muerte (DED) como en caspasa 8 y 10, o dominios de reclutamiento
de caspasas (CARD) como en las caspasas 1,2,4,5,9,11,12,13 y 14 (Figura 9)
(Ashe & Berry, 2003; Troy et al., 2011). Estos dominios median las interacciones
entre las caspasas y una variedad de moléculas adaptadoras implicadas en la

sefalizacion celular.

A Group |

=0 GARD N, (M COOH  Caspase-1 (ICE)
I pED
I Large catalytic subunit NH’-:'__—-"OOOH Caspase-4 (ICE -1l ICH-2, TX)

v, —— oo aspae-1 (v
] N coon  cames-e

COOH Caspase-13

COOH Caspase-14 (MICE)
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COOH Caspase-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

Figura 9. Estructura de las caspasas (A) Grupo |: caspasas inflamatorias; grupo Il
caspasas iniciadoras; grupo lll: caspasas efectoras. Subunidades cataliticas CARD,
DED, subunidad grane (p20) y pequefia (p10). Tomado de Lavrik et al., 2005.
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La induccion de la apoptosis a través de mecanismos de muerte intrinsecos o
extrinsecos, dan como resultado la activacién de las caspasas iniciadoras. Los
receptores de muerte a través de moléculas adaptadoras es que se reclutan las
caspasas iniciadoras 2, 8 o 10, mientras que la sefalizacion de muerte intrinseca
da como resultado la activacion de caspasa 9. La activacion de las caspasas
iniciadoras es el primer paso que se da en la via proteolitica altamente regulada.

Las caspasas iniciadoras pueden escindir procaspasas Yy, por lo tanto, pueden
activar por protedlisis a las caspasas efectoras como la 3, 6 y 7. Las caspasas
efectoras son comunes tanto a las vias de muerte extrinseca como intrinseca, v,
por lo tanto, son los principales rasgos bioquimicos de la apoptosis (Chang &
Yang, 2000). Por ejemplo, la caspasa 8 en la via de sefalizacion extrinseca,
activa proteoliticamente a caspasa 3 y 7, ademas es capaz de activar la via
mitocondrial y por consecuencia a caspas 9, la cual activa las caspasas efectoras
3, 6y 7 (Cascales, 2003)

A través del procesamiento proteolitico, las caspasas activan o inhiben proteinas
diana que exhiben papeles en el mantenimiento de la morfologia celular, muerte
celular, metabolismo, regulaciéon del ciclo celular y en la transduccion de sefiales
(Cardone et al., 1997). La especificidad de las caspasas para estos objetivos da
como resultado una eliminacion altamente controlada y eficiente de las células

dafiadas o no deseadas.

De forma general, las caspasas con productos largos se someten a dimerizacion
con un cambio estructural que proporciona la formacién de un sitio activo (Pop &
Salvese, 2009). La mayoria de las caspasas iniciadoras existen como monémeros
en forma de zimogeno, por lo que se necesitan de la interaccidon de la proteina
adaptadora especifica con el prodominio para formar un dimero y activarse. Ya
activo el zimégeno, hay una protedlisis limitada del interdominio (Troy et al.,

2011). La activacion de las caspasas efectoras depende de la escisién en un
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residuo de aspartato situada en el enlace de las subunidades (Figura 10.)
(Boatright & Salvesen, 2003).

Initiator caspase
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Cell death signal

DXL
Induced proximity

)
Proteolytic cleavage m
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Dimerization E
‘ o
Substrate cleavage 3
after aspartate Effector ¢
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¥
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Differentiation

Figura 10. La caspasa iniciadora consta de un prodominio
N-terminal y un dominio de caspasa que consiste en dos
subunidades, p20 y pl0, con la diada His-Cys conservada
localizada en el dominio p20. La activacion de las caspasas
iniciadoras requiere la escision proteolitica después de dos
residuos de aspartato diferentes, por lo tanto, separa las dos
subunidades y elimina el prodominio, seguido por la
dimerizacion de dos subunidades p20 y dos subunidades
pl0, formando la caspasa iniciadora completamente
activada. Las caspasas iniciadoras activan las caspasas
efectoras mediante escision dirigida por aspartato, y las
caspasas efectoras conducen a la muerte celular.
Modificado de Hill & Nystrém 2015
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19. Camptotecina

La camptotecina fue aisaldo por primera vez en 1963 por Monroe E. Wall y
Mansukh C. Wani de un arbol de origen asiatico Camtotheca acuminata (Wall et
al., 1966). Despues de ser sometida a procesos de extracion y purificacién, mostré
tener actividad antitumoral sobre la linea celular L1210 de leucemia, pero no fue
hasta 1985 que se dilucidé6 su mecanismo de accién de este alcaloide sobre la
Topoisomerasa | como blanco de accion en su actividad farmacologica (Hsiang et
al., 1989).

Las Topoisomerasas son enzimas isomerasas que regulan la topologia de ADN
mediante la ruptura, relajacion y reensamble de las hebras siendo una de las
enzimas esenciales en la replicacion del ADN. En especifico la Topoisomerasa |
(Topo I) corta una de las dos hebras de la doble hélice mediante la formacién de
un enlace fosforosil, permitiendo que un bucle de la hebra intacta pase a través de
la hendidura resultante por la fractura, donde posteriormente la formacion del
intermedio covalene, enzima-ADN, conserva la energia libre del enlace
fosfodiester roto, por lo que no se necesita ATP libre para reparar la rotura en el
ADN (Champoux, 2001; Devlin, 2006).

La actividad citotéxica de la camptotecina se debe a la formacion de un complejo
no covalente y reversible formado por la Topo | y el ADN llamado complejo
ternario (Topo [-ADN-Camptotecina) (Pommier et al., 1994), en donde la
camptotecina se une y estabiliza el estado de transicion, en el puno en que el
grupo hidroxilo de la tirosina 723 de la Topo | se une covalentemente al ADN a
través de su grupo fosfodiéster causando la ruptura de la hebra y formando el
intermedio fosforotirosina, llamado complejo binario covalente (Figura 11)
(Rodriguez, 2016). La formacion de este complejo ternario entre camptotecina
resulta en la disminucion de los porcentajes de religacion de la doble hélice del
ADN vy por ultimo la falta de la sintesis del ADN concluye en la muerte de la célula
blanco (Hsiang et al., 1989).
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Figura 11. A) Proceso de relajacién de ADN superenrollado por Topo 1; b) Modo de
accion de la camptotecina; en ausencia del farmaco el enlace fosfodiéster es

reparado por la relajacion y la liberacion de Topo |I. Tomado de (Rodriguez, 2016).

IV.Antecedentes

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la UMIEZ FES, Zaragoza se ha empleado la
citocina IL-2 como modelo de estudio para el tratamiento de CaCe debido a la importancia

clinica de este tumor y su alta incidencia en paises en vias de desarrollo como México.

Entre los hallazgos del grupo de trabajo del Laboratorio de Oncologia Celular se
encuentran: la confirmacion de la presencia del receptor para IL-2 (RIL-2) en las lineas
celulares de CaCe INBL y CALO, establecidas en el Laboratorio de Oncologia Celular a
partir de biopsias provenientes de pacientes mexicanas (Rocha et al., 2004); el receptor
IL-2R esta presente en las células de CaCe y tiene una funcién que depende de la

concentracion de IL-2 utilizada (Rangel et al., 1998), 10 Ul/ml induce a la proliferacion y
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100 Ul/ml provoca la muerte en células CALO e INBL (Alvarado, 1997; Rangel et al.,
1998); 100 Ul/ml de IL-2 induce un aumento en la expresién del ARNm para caspasa 8
(Sierra, 2011), aumenta la expresion del ARNm para caspasa 9 (Martinez, 2011),
aumenta la presencia de caspasa 3 activa en diferentes lineas de CaCe (Torres, 2012),
aumenta de forma considerable el ARNm de BiDt en INBL (Masse, 2013), aumenta el

ARNmM para Citocromo C y su liberacién medio citoplasmatico (Del Rio, 2013).

Estos reportes proporcionan evidencias de que la muerte inducida por 100 Ul/ml de IL-2,
en las células de CaCe, es a través de apoptosis. Sin embargo, para esclarecer este
proceso, es importante analizar la participacion de las caspasas efectoras 6 y 7 en la

muerte por apoptosis observada en células de CaCe.

Particularmente, en este trabajo, se emple6 el farmaco camptotecina, por sus
antecedentes como agente citotéxico, donde se ha demostrado que induce apoptosis en
la linea celular SiHa y HeLa de CaCe a través de la activacién de caspasa 3 entre otras
moléculas proapoptoticas (Sang et al., 2009; Zeng et al., 2012; Zare et al., 2012), por esta
razon es que el farmaco es ideal como control positivo para evaluar apoptosis en la linea
celular INBL.

V.Justificacion

La deteccion del cancer de manera oportuna y en estadios poco avanzados,
representa hasta ahora la mejor oportunidad para las pacientes de sobrevivir

frente a este agravado problema.

Sin embargo, para las pacientes con estadios mas avanzados, es muy dificil
lograr una recuperacion total evitando fuertes repercusiones sobre la salud. Es
por este motivo que es necesario desarrollar nuevas terapias alternativas, con las

cuales se propone el uso de citocinas.

Con respecto a ello, en el Laboratorio de Oncologia Celular de la Unidad de
Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer se han obtenido resultados
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favorables respecto a la proliferacion de las lineas celulares de carcinoma de
cérvix. Se ha determinado que 100 Ul de IL-2 induce la muerte celular a través de
la via apoptética a través de la induccion de la activacion de caspasas efectoras
por un mecanismo aun no esclarecido, en donde caspasa 3 es la molécula mas

importante en este proceso, pero no la Unica.

Es por esto que el objetivo del presente trabajo es determinar si la via apoptética
inducida por las altas dosis de IL-2 en la linea celular de CaCe INBL es sélo y

exclusivamente regulada por caspasa 3.

VI.Hipotesis

Se ha comprobado que 100 Ul/ml de IL-2 exdgena induce la muerte celular por
apoptosis de las células de la linea de CaCe INBL regulando positivamente
diferentes moléculas proapoptéticas como las caspasas efectoras 3, 6 y 7. Por
tanto si cultivamos las células de la linea INBL en presencia de 100 Ul/ml de IL-2,

y un inhibidor especifico de caspasa 3, se reducira la expresion de caspasa 6y 7.

VII.Objetivos
General:
o Contribuir a esclarecer el papel de IL-2 en la induccion de caspasa 3,6y 7
en células de CaCe. Asi como proporcionar informacion para detallar los

mecanismos moleculares de la via apoptoética para inducir la muerte de células de
la linea de CaCe INBL.
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Particulares:

o Realizar cultivo celular de la linea de CaCe, INBL, en presencia de IL-2 o
camptotecina.

o Realizar cultivo celular de la linea de CaCe INBL en presencia del inhibidor
especifico de caspasa 3 (Z-DEVD-fmk) e IL-2 o camptotecina.

o Determinar la presencia de caspasa 3, 6 y 7 por citometria de flujo, en
células de la linea de CaCe INBL estimuladas con IL-2 o camptotecina cultivadas
por 24 horas.

o Determinar la presencia de caspasa 3, 6 y 7 por citometria de flujo, en
células de la linea de CaCe INBL estimuladas con IL-2 e inhibidor Z-DEVD-FMK
cultivadas por 24 horas.

o Determinar la presencia de caspasa 3, 6 y 7 por Citometria de flujo, en
células de la linea de CaCe INBL estimuladas con Camptotecina e inhibidor Z-
DEVD-FMK cultivadas por 24 horas.

o Determinar cambios en la simetria por la presencia de Fosfatidilserina a
través de la técnica de Anexina V de citometria de flujo en la linea celular INBL
después de ser cultivadas en presencia de IL-2 o Camptotecina.

o Determinar cambios en la simetria por la presencia de Fosfatidilserina a
través de la técnica de Anexina V de citometria de flujo en la linea celular INBL
después de ser cultivadas en presencia de IL-2 e inhibidor Z-DEVD-fmk.

o Determinar cambios en la simetria por la presencia de Fosfatidilserina a
través de la técnica de Anexina V de citometria de flujo en la linea celular INBL

después de ser cultivadas en presencia de Camptotecina e inhibidor Z-DEVD-fmk
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VIll.Procedimiento

Material Biolégico

El material biolégico empleado, consistio en la linea celular de CaCe: INBL
(Carcinoma epidermoide metastasico, estadio clinico IV B, positivo a VPH 18), las
cuales fueron obtenidas del banco de criopreservacion de la Unidad de
Investigacion en Diferenciacién Celular y Céncer, Laboratorio de Oncologia

celular de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

Condiciones de Cultivo y Proliferacion Celular

La linea celular INBL, se cultivd en medio RPMI-1640 (Microlab), suplementado al
10% con suero Fetal Bovino (SFB) (GIBCO). Los cultivos se mantuvieron bajo
condiciones constantes a 37°C de temperatura, con un pH de 7.0-7.5, con una
atmosfera humeda saturante al 5% de CO:2 en una incubadora (Form Scientific
EE. UU.).

La linea celular se cultivd en cajas Petri de 75cm? (Corning) hasta alcanzar una
proliferacion no mayor al 80% para asegura el uso de estas cuanto estén en su
fase exponencial de crecimiento. Las células por sus propiedades adherentes
fueron recuperadas del sustrato adicionando 8ml de solucibn de Verseno
(consultar Anexo) por 5 minutos en la incubadora, posteriormente se transfirieron
a tubos coénicos de centrifugacién de 15ml (Corning), y se centrifugaron a 1,500
rpm por 5 minutos en una centrifuga clinica (BIOHAZARD) para recuperar el
botén celular por decantacion, este se resuspendio en 1 ml de medio RPMI-1640.
Se evaluo la viabilidad celular por exclusion con Azul Tripano (SIGMA) en una
cadmara Neubauer, ademas de determinar el volumen necesario para obtener

1x108 de células para cada condicién a evaluar por Citometria de flujo.
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Las células fueron transferidas a cajas Petri de 60mm x 15mm tratadas para
cultivo en monocapa (Corning) con medio RPMI-1640 en ausencia de SFB,
incubadas durante 24 horas, con el fin de arrestar la poblacion celular en la fase
GO.

Tratamiento celular

Los ensayos experimentales en total consistieron en 4 variables. La primera
variable parti6 de 1x10° células, estas fueron cultivadas en presencia de 100
Ul/ml de IL-2 recombinante Humana (IL-2) (R&D system). La segunda variable
parti6 de 1x106 células, las cuales fueron cultivadas en presencia de 20uM de Z-
DEVD-fmk (inhibidor de caspasa 3 Activa) por 30 minutos, posteriormente, se
adicion6 por 24 horas 100 Ul/ml de IL-2 (R&D system). La tercera variable partio
de 1x108 células, estas fueron cultivadas en presencia de 5pg/ml de camptotecina
por 24 horas. La cuarta y Ultima variable partié de 1x10° células, las cuales fueron
cultivadas en presencia de 20uM de Z-DEVD-fmk por 30 minutos, posteriormente,
se adicion6é por 24 horas 5ug/ml de camptotecina. Estas cuatro variables se

realizaron por triplicado para poder analizar tres caspasas diferentes.

Los tiempos de estimulo de estos ensayos se establecieron gracias a trabajos
previos, donde se demuestra que la linea celular INBL, al ser estimulada a 24
horas con 100 Ul/ml de IL-2, se induce la activacion de las vias de sefalizacién

de las caspasas efectoras (Torres, 2012).

Citometria de flujo, determinacion de caspasas efectoras

Las células fueron separadas de su sustrato adicionando Verseno y colocandolas

en tubos de 15ml, posteriormente fueron centrifugadas a 1,500 rpm durante 5
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minutos. Se descarté la fase acuosa quedando solo el botén celular, al que se le
adiciono 500ul de Etanol al 70% filtrado para permear y fijar las células. Una vez
fijadas las células, se adiciono 1ml de PBS a cada tubo y se centrifugd a 1,500
rom durante 5 minutos. Se descarté la fase acuosa, y al boton celular se le
adiciono 100ul de Anticuerpo Primario Anti caspasa 3 Activa (Sigma) en una

concentracién 1:1000 con PBS.

El mismo procedimiento se realizd, pero con los Anticuerpos primarios Anti
caspasa 6 Activa (GeneTex) en una concentracion 1:25 con PBS, y Anti caspasa
7 Activa (GeneTex) en una concentracion 1:25 con PBS. Una vez colocado el

anticuerpo primario se incubé en refrigeracion por 24 horas.

Una vez concluido el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, se adiciond
1ml de PBS y se centrifugd a 1,500 rpm con el fin de lavar las células y eliminar el
exceso de anticuerpo. Este ultimo paso se repitid 2 veces. Una vez lavadas las
células, se adiciond a todos los tubos 100ul de anticuerpo secundario Anti Igg
conjugado con FIT-C en una concentracién 2:1000 en PBS. Las muestras fueron

incubadas por un periodo de 45 minutos dentro de la incubadora a 37°C.

Concluido el tiempo de incubacion, se lavaron las muestras 3 veces con PBS
como se describié anteriormente adicionando 500ul de PBS filtrado al final. Las

células fueron transferidas a celdas facs para citometria (Falcon).

Las muestras fueron evaluadas en un citdmetro de Flujo “FacsAria II” (BD) en
donde fueron adquiridos 1x10* eventos por cada muestra. Los datos adquiridos

fueron analizados con el software Flowing Software.
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Citometria de Flujo, Determinacion de Apoptosis por Anexina V

Utilizando las cuatro variables descritas anteriormente, junto con las condiciones
descritas anteriormente, una vez terminados los plazos de estimulo con IL-2, IL-2
e inhibidor, camptotecina y camptotecina e inhibidor, se recuperé el medio usado
de los cultivos para asi obtener las células muertas en tubos de centrifuga de
15ml, posteriormente se despegaron las células del sustrato adicionando Verseno
y colocando el resuspendido en sus respectivos tubos junto al medio recuperado,
se centrifugd a 1,500 rpm durante 5 minutos. Ya centrifugadas las células, se
descart6 la fase acuosa quedando solo el boton celular. Se adicioné 200ul de
Anexina V conjugado con FIT-C (Santa Cruz Biotechnology) en una
concentracion 1:200 de PBS durante 35 minutos. Después, las muestras fueron
lavadas 2 veces con PBS, para finalmente adicionar 500ul de PBS y ser

transferidas a tubos facs para citometria.

Se adquirieron 1x10* eventos en el citbmetro y posteriormente, los datos fueron

analizados con el software Flowing Software.
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IX.Resultados

Determinacion de Caspasa 3, 6y 7 Activas

Con el objetivo de analizar el efecto de la IL-2 exdgena sobre la regulacion de la
expresion de caspasa 3, 6 y 7 activas en la linea celular de carcinoma de cérvix (CaCe)
INBL; se realizaron cultivos por 24 horas de células INBL en presencia de IL-2 e IL-2 mas

el inhibidor especifico de caspasa 3 activa (Z-DEVD-fmk).

En cada experimento se utiliz6 camptotecina como control positivo a apoptosis,
obteniendo en cada determinacién una referencia para comparar el nimero de
células positivas obtenidas cuando se cultivé con IL-2 e IL-2 + Z-DEVD-fmk. En
otras palabras, el niumero de células positivas obtenidas con Camptotecina nos
indica que las células estan sintetizando caspasa 3,6 y 7 activa, ademas de
mostrar una pérdida de la simetria de la membrana celular. El control negativo en

cada experimento consisti6 en células cultivadas con medio RPMI 1640 y suero fetal

bovino.

Los experimentos se realizaron por triplicado, y los histogramas presentados, fueron
tomados de un solo experimento representativo. No se realizd un andlisis estadistico, solo

se compararon los promedios del nimero de células positivas mayores al estado basal.

46



<R NACONAL ATONDR
Ve

A ¢

! UNAM FES-ZARAGOZA Téllez Ramirez Sergio Gersan 2018

Presencia de caspasa 3 activa en células de la linea INBL

Los resultados obtenidos muestran que, cuando las células de la linea INBL son
cultivadas en presencia de camptotecina, se observa un aumento en la expresion de
caspasa 3 activa en comparaciéon a las células cultivadas en medio RPMI; mientras que
en las células cultivadas con camptotecina + Z-DEVD-fmk existe una disminucion
importante de las células positivas a caspasa 3 activa. Por otro lado, las células cultivadas
en presencia del IL-2, se obtiene un nimero de células positivas a caspasa 3 activa,
semejante al de las células cultivadas con camptotecina, la cual disminuye cuando las

células son cultivadas con IL-2 + Z-DEVD-fmk. (Figura 12).

|Determinacién de caspasa 3 activa|
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Figura 12. Determinacion de caspasa 3 activa en células de la linea INBL cultivadas en
presencia de camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2 (rojo), IL-2 + Z-
DEVD-fmk (rosa). Las células cultivadas con camptotecina e IL-2 presentan el mayor niUmero
de células positivas a caspasa 3 activa. La reduccién de células positivas a caspasa 3 activa

es similar en los cultivos con camptotecina + Z-DEVD-fmk e IL-2 + Z-DEVD-fmk.

N: namero de experimentos realizados.
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Con respecto al porcentaje de células positivas a caspasa 3 activa después de 24 horas
de cultivo en diferentes condiciones, podemos decir que de forma general la presencia de
las combinaciones de camptotecina y IL-2 con el inhibidor Z-DEVD-fmk, reduce en 90%
las células positivas a caspasa 3 activa. En el caso especifico de las células cultivadas en
presencia de camptotecina + Z-DEVD-fmk, se observa solo el 10% de células positivas,
mientras que para las células cultivadas con IL-2 + Z-DEVD-fmk tenemos solo el 9% de

células positivas (Figura 13).
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Figura 13. Nimero de células positivas a caspasa 3 activa cultivada presencia de
camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2 (rojo), IL-2 + Z-
DEVD-fmk (rosa). Hay una reduccion de células positivas del 90% en las células
cultivada con Camptotecina + Z-DEVD-fmk y IL-2 + Z-DEVD-fmk.

Presencia de Caspasa 6 activa en células de la linea INBL

En cuanto a los resultados obtenidos para la determinacion de caspasa 6 activa, se
observé que, las células de la linea INBL cultivadas en presencia de camptotecina,

muestran un aumento en la expresion de caspasa 6 activa, en comparacion a las células
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cultivadas en medio RPMI. Por otro lado, en las células cultivadas con camptotecina + Z-
DEVD-fmk no existe un cambio aparente en el nUmero de células positivas a caspasa 6
activa. En cuanto a las células cultivadas en presencia de IL-2, se obtuvo un nimero de
células positivas a caspasa 6 activa, menor al de las células cultivadas con camptotecina,

el cual no cambia cuando las células son cultivadas con IL-2 + Z-DEVD-fmk (Figura 14).

|Determinacién de caspasa 6 activa|
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Figura 14. Determinacion de caspasa 6 Activa en células de la linea INBL
cultivadas en presencia de camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk
(verde), IL-2 (rojo), IL-2 + Z-DEVD-fmk (rosa). En las diferentes condiciones
no se observa un aparente cambio en el nimero de células positivas a

caspasa 6 Activa aun en presencia de Z-DEVD-fmk.

N: nimero de experimentos realizados

El porcentaje de células positivas a caspasa 6 activa después de 24 horas de cultivo en
diferentes condiciones muestran de forma general que camptotecina e 1l-2 + Z-DEVD-fmk
reduce el porcentaje de células positivas a caspasa 6 activa. En el caso especifico de las

células cultivadas en presencia de Camptotecina + Z-DEVD-fmk, el nimero de células
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positivas (1,278 células) se redujo en un 14%. En las células cultivadas con IL-2 + Z-

DEVD-fmk, el nimero de células positivas (467 células) se redujo en un 3% (Figura 15).
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Figura 15. Nomero de células positivas a caspasa 6 Activa cultivadas en
presencia de camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2
(rojo), IL-2 + Z-DEVD-fmk (rosa). La mayor reduccidon de células positivas a
caspasa 6 Activa se observa en los cultivos con camptotecina + Z-DEVD-fmk,

con un 13% de diferencia respecto a las cultivadas con camptotecina.

Presencia de caspasa 7 activa en células de la linea INBL

En este tercer caso, los resultados obtenidos muestran que, cuando las células de la linea
INBL son cultivadas en presencia de camptotecina, se observa un aumento en la
expresion de caspasa 7 activa en comparacion a las células cultivadas en medio RPMI.
Por otro lado, las células cultivadas con camptotecina + Z-DEVD-fmk no exhiben un

cambio significativo del nimero de células positivas a caspasa 7 activa. En cuanto a las
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células cultivadas en presencia de IL-2, se obtuvo un mayor nimero de células positivas a
caspasa 7 cctiva, en comparacion a las células cultivadas con camptotecina, la cual sigue

constante cuando las células son cultivadas con IL-2 + Z-DEVD-fmk (Figura 16).

[Determinacion de caspasa 7 activa|
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Figura 16. Determinacion de caspasa 7 activa en células de la linea INBL cultivadas en presencia
de camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2 (rojo), IL-2 + Z-DEVD-fmk (rosa).
No se observa un aparente cambio de células positivas a caspasa 7 cctiva con el uso de Z-DEVD-
fmk.

N: nimero de experimentos realizados.

El porcentaje de células positivas a caspasa 7 activa después de 24 horas de cultivo en
diferentes condiciones, en el caso especifico de las células cultivadas en presencia de
camptotecina con el inhibidor Z-DEVD-fmk, se observa 92% de células positivas, mientras
gue las células cultivadas con IL-2 y el inhibidor Z-DEVD-fmk se observa un incremento

de células positivas en un del 37% (Figura 17).
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Figura 17. Nimero de células positivas a caspasa 7 Activa cultivadas en
presencia de camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2
(rojo), IL-2 + Z-DEVD-fmk (rosa). El aumento que se observa de células
positivas a caspasa 7 Activa se observa en los cultivos con IL-2 + Z-DEVD-

fmk, con un 37% de aumento respecto a las cultivadas con IL-2.

Determinacién de Anexina V

Por dltimo, los resultados obtenidos en esta determinaciébn muestran que cuando las
células de la linea INBL son cultivadas en presencia de camptotecina, se observa un
aumento en la exposicion de anexina V en comparacion a las células cultivadas en medio
RPMI. Las células cultivadas con camptotecina + Z-DEVD-fmk muestran una disminucion
importante de células positivas a anexina V. Por otro lado, en las células cultivadas en
presencia del IL-2, se obtiene un nimero de células positivas a anexina V, semejante al
valor obtenido en las células cultivadas con camptotecina, por su parte cuando las células
son cultivadas con IL-2 + el inhibidor Z-DEVD-fmk, se obtiene el menor nimero de células

positivas (Figura 18).
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Figura 18. Determinacion de Anexina V en células de la linea INBL cultivadas en
presencia de camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2
(rojo), IL-2 + Z-DEVD-fmk (rosa). Las células cultivadas con Camptotecina e IL-2
presentan el mayor numero de células positivas a Anexina V. La mayor
reduccién de células positivas a Anexina V se obtiene cuando las células son

cultivadas en presencia de IL-2 + Z-DEVD-fmk.

N=numero de experimentos realizados.

En este dltimo experimento, el porcentaje de células positivas a Anexina V después de 24
horas de cultivo en diferentes condiciones, podemos decir de forma general que la
presencia de las combinaciones de Camptotecina e IL-2 con el inhibidor Z-DEVD-fmk,
reduce significativamente el nimero de células positivas a Anexina V. En el caso
especifico de las células cultivadas en presencia de Camptotecina + Z-DEVD-fmk, se
observa 47% de células positivas, mientras que para las células cultivadas con IL-2 + Z-

DEVD-fmk se tiene 12% de células positivas (Figura 19).
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Figura 19. Numero de células positivas a Anexina V cultivadas en presencia de
camptotecina (azul), camptotecina + Z-DEVD-fmk (verde), IL-2 (rojo), IL-2 + Z-
DEVD-fmk (rosa). La mayor reduccion de células positivas a Anexina V se
observa en los cultivos con IL-2 + DEVD-fmk, con un 80% de diferencia

respecto a las células cultivadas con IL-2.

X.Discusion de Resultados

La citocina IL-2 es un potente mediador y activador de diversas células del sistema
inmune, como linfocitos T, Células NK, macrofagos y linfocitos B, entre otros. El
uso de esta citocina como terapia contra el cancer, ha sido utilizada en diversos
modelos tumorales preclinicos, ya sea para tratar el carcinoma hepatocelular o

melanoma.

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la UMIEZ FES, Zaragoza se ha
empleado esta citocina como modelo de estudio para el tratamiento de CaCe
debido a la importancia clinica de este tumor y su alta incidencia en paises en vias

de desarrollo como México.
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Entre los hallazgos del grupo de trabajo del Laboratorio de Oncologia Celular se
encuentran: la confirmacién de la presencia del receptor para IL-2 (RIL-2) en las
lineas celulares de CaCe INBL y CALO, establecidas en el Laboratorio de
Oncologia Celular a partir de biopsias provenientes de pacientes mexicanas
(Rocha et al., 2004). Asimismo, se ha descrito que el RIL-2 presente en las
células de CaCe tiene un efecto sobre la proliferacién de las células tumorales que
depende de la concentraciéon de IL-2 utilizada, y 100 Ul/ml provoca la muerte en
células CALO e INBL (Alvarado, 1997; Rangel et al., 1998).

Actualmente, se desconoce el mecanismo exacto por el cual esta citocina induce
la muerte de las células de CaCe. En trabajos previos se ha reportado que 100
Ul/ml de IL-2 induce un aumento en la expresiéon del ARNm para caspasa 8,
conocida como iniciadora de la via de muerte por apoptosis a través de receptor
(Sierra, 2011);

Sabemos que la apoptosis es el resultado de una serie de procesos bioguimicos
gue conducen a cambios morfolégicos y estructurales que finalmente conducen a
la muerte celular. Entre los cambios que ocurren estan; la formacion de poros en
la membrana celular, perdida del potencial mitocondrial, contraccion celular,
fragmentacion del nucleo, condensacién de la cromatina y la fragmentacion de
ADN (Siegel & Lenardo, 2001). Etapas, en donde las caspasas iniciadoras y
efectoras, juegan un papel clave. La bibliografia indica que la apoptosis puede
darse a través de la via intrinseca o de la extrinseca. La via intrinseca se
desencadena como resultado del dafio al ADN, en donde p53 activa a las
proteinas de la familia Bcl-2 y estas a su vez provocan la salida de Citocromo ¢ de
la mitocondria que al unirse a caspasa 9 forma el apoptosoma que escinde a
caspasa 3. Por su parte, la via extrinseca esta mediada por receptores
transmembranales, los cuales son capaces de activar a caspasa 8 por medio de
factores intermedios, y una vez activa caspasa 8 escinde directamente a caspasa
3 6 actua sobre la mitocondria para promover la via mitocondrial en un proceso

similar al de la via intrinseca (Pérez & Lie. 2003; Siegel & Lenardo, 2001).
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Es por ello que los resultados de Martinez en el 2011 que indican el aumento de
la expresién del RNAm para caspasa 9, nos permite proponer que IL-2 favorece la
formacion del apoptosoma para activar a caspasa 3. Por su parte Torres en 2012,
establece que existe un aumento en la presencia de caspasa 3 activa en células
de diferentes lineas de CaCe. Masse en 2013, observa que en la linea INBL, en
presencia de IL-2, aumenta de forma considerable el RNAm de BIDt, cuya
expresion es normalmente regulada por caspasa 8 durante la cascada de
sefalizacion de la apoptosis mediada por receptor (Billen et al., 2008). Ya que su
papel principal es permeabilizar la membrana mitocondrial externa al formar un
dimero con Bax o Bak (Westphal et al., 2010). Evento que IL-2 parece regular
segun los datos de Del rio Ortiz 2013, quien demostré en células INBL cultivadas
con IL-2, un incremento significativo del RNAm para Citocromo c, y la liberacion de
éste en el medio citoplasmatico, evento importante en la activacion de la apoptosis
mitocondrial (Billen et al., 2008).

Estos reportes, arriba mencionados, proporcionan evidencias de que la muerte
inducida por 100 Ul/ml de IL-2, en las células de CaCe, es a través de apoptosis.
Sin embargo, para hacer una descripcion detallada de la via de sefalizacion de
muerte inducida por IL-2 en estas células, es importante esclarecer la participacion
de las caspasas efectoras 6 y 7 en este proceso. Por esta razén, en el presente
trabajo se utilizaron células de la linea de CaCe INBL, cultivadas en presencia de
IL-2, IL-2 + inhibidor especifico de caspasa 3 activa (Z-DEVD-fmk), para

determinar si la inhibicion de caspasa 3 activa, afecta la expresion de Caspasas 6

y7.

La literatura indica que caspasa 3 es una proteasa del acido cisteina-aspartico que
desempefia un papel central en la fase de ejecucion de la apoptosis celular, por lo
gue la convierte en la enzima mas estudiada (Seervi & Xue 2015). Las caspasas
efectoras en general se encuentran en un estado zimdgeno denominado
procaspasas las cuales al recibir un estimulo apoptoético sufren una protedlisis,

perdiendo asi su prodominio “N-terminal” formando dos subunidades, la p20 y p10,
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gue constituyen la enzima activa también llamada caspasa activa (Baez et al.,
2003). Dado que caspasa 3 puede ser activada a través de las vias extrinseca a
través de caspasa 8, e intrinseca a través de Caspasa 9. Normalmente es
considerada la caspasa ejecutora mas importante (Perry et al., 1997; Porter &
Janicke, 1999).

Por lo antes mencionado en este trabajo de investigacion se emple6 el farmaco
Camptotecina, como control positivo de muerte por apoptosis ya que es conocida
como agente citotdxico inductor de apoptosis a través de la activacion de caspasa
3 (Sang et al, 2009; Zeng et al, 2012; Zare et al, 2012).

Nuestros resultados muestran la presencia de caspasa 3 activa, en células de la
linea INBL, cultivadas tanto en presencia de Camptotecina como de IL-2 tal como
lo ha reportado Torres en 2012. Es decir que IL-2 es una citocina que induce un
mecanismo de muerte celular por apoptosis, en una via semejante a la
desencadenada por Camptotecina, en donde caspasa 3 es la molécula principal

gue la ejecuta.

Por ello, al utilizar el inhibidor de caspasa 3 activa (Z-DEVD-FMK), esperabamos
eliminar, en su totalidad, a la caspasa 3 inducida por IL-2 y Camptotecina. De
acuerdo con lo esperado nuestros resultados muestran que, cuando las células
fueron cultivadas en presencia de camptotecina + Z-DEVD-FMK 06 IL-2 + Z-DEVD-
fmk, se redujo el porcentaje de células positivas a caspasa 3 activa, ya que el
inhibidor utilizado en esta investigacion se une de forma especifica, permanente e
irreversible al sustrato de la caspasa 3 activa, metilando la cisteina del centro

activo, provocando la supresion de la apoptosis.

Por otro lado, se sabe que la activacién de caspasa 6 es cominmente a través de
la protedlisis de residuos de acido aspartico por accién de Caspasa 3, 7 0 9, esta
ultima a través de la via mitocondrial (Klaiman et al., 2009; Cowling & Downwars,
2002). Como menciona la literatura que caspasa 3 activa puede mediar la

activacion de caspasa 6, y nosotros hemos observado que IL-2 aumenta la
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presencia de caspasa 3 en células de CaCe, pensamos que al inhibir caspasa 3
con Z-DEVD-fmk también inhibiriamos o reduciriamos el numero de células
positivas a caspasa 6, sin embargo, esto no ocurrid. Nuestros resultados muestran
gue el numero de células positivas a caspasa 6 es semejante al control de muerte
con camptotecina. Este evento sugiere que en las células de CaCe, caspasa 6 no
es activada por caspasa 3 como lo sugiere la literatura, es decir que en células de
CaCe cultivadas con IL-2, caspasa 6 podria estar siendo activada por caspasa 9 6
caspasa 7, en una via alterna de induccién de apoptosis. Evidentemente habria

gue utilizar inhibidores para caspasa 9 y 7 para demostrarlo.

En lo que se refiere a caspasa 7, ésta se activa a traves de la via mediada por
receptores de muerte por caspasa 8 y por la via mitocondrial a través de caspasa
9, tal como sucede con caspasa 3. No obstante, en este trabajo observamos que
al cultivar células de CaCe INBL con IL-2 + Z-DEVD-fmk, los niveles de aspasa 7
aumentan en comparacion a las células cultivadas con IL-2. Estos datos son muy
relevantes ya que sugieren que IL-2 puede estar activando a caspasa 7 a través
de caspasa 8 y 9. Proponemos que este aumento de caspasa 7, en células
cultivadas con IL-2 e inhibidor a caspasa 3, parece ser un mecanismo alterno para
relevar a caspasa 3. Aunado a esto cabe resaltar que el aumento de células
positivas a caspasa 7, en las muestras cultivadas con IL-2 + Z-DEVD-fmk, deberia
promover un aumento de células positivas a caspasa 6 como lo indica la literatura,
sin embargo, en nuestras condiciones de cultivo no se observé esto, es decir

caspasa 7 no activa a caspasa 6.

Tomando en cuenta lo arriba descrito, asi como los antecedentes directos del
efecto de IL-2 en células de CaCe, como son: el aumento del mensajero para
caspasa 8 y 9, Citocromo C y BIDt, podemos proponer un nuevo modelo de
sefializacion de apoptosis, regulada por 100 Ul/ml de IL-2 en células de la linea de
CaCe INBL (Figura 20). En donde caspasa 8 jugaria un papel protagénico
activando dos vias de muerte. Una a través del receptor de IL-2, cuando éste se

une a su ligando, promoviendo la activacion de caspasa 8 que activaria a caspasa
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3y 7 de forma directa, regulando la via extrinseca de la apoptosis; y la segunda a
través de la via mitocondrial, que estaria regulada por la activaciéon de caspasa 9
gue a su vez activaria a caspasa 3, 6 y 7. Asi, activadas las caspasas efectoras 3,
6 y 7, estas dirigiran a la célula a apoptosis, siendo caspasa 3 la mas eficiente,
mientras que caspasa 7, de acuerdo a nuestros resultados, parece relevar la

ausencia de caspasa 3.

Por dltimo, para analizar la actividad Apoptotica de caspasa 6 y 7 en presencia del
inhibidor de caspasa 3 activa, se determind la exposicion del lipido fosfatidilserina
en la membrana plasmatica a través de Anexina-V para identificar la apoptosis en
su estadio mas temprano (Cederholm & Frostegard, 2007). Los resultados
obtenidos, muestran que cuando caspasa 3 es bloqueada con Z-DEVD-fmk, la
actividad de la apoptosis se ve atenuada, pero no en su totalidad lo cual respaldan
lo antes mencionado, donde caspasa 6 y 7 inducen independientemente

apoptosis, aungue caspasa 3 es mas eficiente.

Para concluir, cabe resaltar que la actividad de IL-2 en células de CaCe INBL
parece desencadena una via de sefializacién apoptética multiple que culmina con

la induccion de una apoptosis mas eficiente.
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Figura 20. A) Via clasica de apoptosis mediada por receptor; el ligando se une a un receptor de
muerte que mediante la formacion de complejo DISC, escinde a caspasa 8 y este a su vez es
capaz de activar a caspasa 3 y 7, ademas de iniciar la via mitocondrial con la escision de BID que
resulta en la activacion de caspasa 9. caspasa 3, 7 y 9 son capaces de activar a caspasa 6; B) Via
de sefializacién resultante de inhibir caspasa 3 en células de CaCe INBL con IL-2, donde
aparentemente se sigue un ruta similar a la via clasica; C) Modelo propuesto para la apoposis
mediada por IL-2 en células de carcinoma de cérvix INBL, en donde IL-2 se une a su receptor
activando caspasa 8 y ésta activa directamente a caspasa 3, 7, y a caspasa 6 a través de la via
mitocondrial.
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Xl.Conclusiones

o IL-2 regula la activacion de las caspasas efectoras 3, 6 y 7 en la linea de
CaCe INBL.
o IL-2 regula la apoptosis principalmente por la induccion de caspasa 3 activa

en células de CaCe INBL.

o En células de CaCe INBL cultivadas con IL-2, la activacion de caspasa 6 no

es resultado del aumento de caspasa 3 activa.

o Los niveles de caspasa 6 no cambian al inhibir caspasa 3 en células de

CaCe INBL cultivadas e presencia de IL-2

o Los niveles de caspasa 7 aumentan al inhibir caspasa 3 en células de CaCe
INBL cultivadas e presencia de IL-2

o Los niveles de anexina V no se abaten en su totalidad al inhibir a caspasa 3
en células de CaCe INBL cultivadas con IL-2

o caspasa 7 y 6 son capacees de mantener la actividad apoptética en el
proceso de apoptosis en células de CaCe INBL cultivadas con IL-2 y Z-DEVD-fmk.

Xll.Perspectivas

o Evaluar la presencia de caspasa 3, 6 y 7 usando un inhibidor especifico de

caspasa 9 activa (Z-LEHD-fmk)

o Evaluar la presencia de caspasa 3, 6 y 7 usando un inhibidor especifico de

caspasa 8 activa (Z-IETD-fmk)
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