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s

El proceso de muerte celular programada @ apoptosis. se caracteriza generalmente por distintas
caracteristicas morfologicas y bioquimicas dependientes de energia. La apoptosis es considerada un
componente vital de varios procesos bioldgicos, en los que se incluye la renovacion celular (homeostasis) y
el funcionamiento del sistema inmunolagico. Alteraciones en el proceso de apoptosis, son consideras como
un factor en el desarrollo de muchas enfermedades, incluidas las neurodegenerativas y muchos tipos de
cancer. Por tanto, las investigaciones siguen centrandose en el esclarecimiento y anélisis de la maguinaria
del ciclo celular, asi como las vias de sefializacion que controlan el proceso de apoptosis. Actualmente, se
realizan trabajos de investigacion basica para disefiar nuevas alternativas terapéuticas contra el cancer.
Entre ellas se encuentra el uso de citocinas comao la interleucina-2 (IL-2). la cual se sabe es secretada por
linfocitos T para inducir una respuesta antitumoral. En particular nuestro grupo de investigacian, en el
laboratorio de Oncologia Celular, ha demostrado que la IL-2 tiene un efecto antitumoral en células de
Cancer Cervicouterino (CaCu) ya que las induce a una muerte por apoptosis. Se sabe que en este proceso
participan diferentes moléculas, como las caspasas.

las caspasas son proteinas clave en la transduccion y ejecucion de la seial apoptdtica, inducida por una
diversidad de estimulos. Se encuentran en la célula como precursores inactivos que necesitan ser cortados
para iniciar su actividad. Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las
ejecutoras. las caspasas iniciadoras son activadas por autoprotedlisis cuando son translocadas a
compartimientos especificos o mediante adaptadores/activadores. Las caspasas ejecutoras son activadas
mediante el corte especifico mediado por las caspasas iniciadoras. Estas proteasas son las encargadas de
|os cortes finales de sustratos que provocan la morfologia tipica de la apoptosis. Por esta razan, el objetivo
del presente estudio fue determinar la requlacian de los productos de amplificacicn para el gene de caspasa-
9 (iniciadora) y la caspasa-3 (ejecutora), en cultivos celulares de las lineas CaCu C33 y VIBO negativas al
VPH, cultivadas en ausencia y presencia de 100 Ul/ml de IL-2 a diferentes tiempos.

Por medio de la extraccion de RNA mensajero y la técnica de RT-PCR, se obtuvieron productos de
amplificacion para las caspasas-J y caspasa-d. Los resultados demuestran que en las lineas celulares £33 y
VIBO estan transcribiendo constantemente el RNA mensajero para ambas caspasas, con una mayor expresidn
de caspasa-J en relacidn a caspasa-3. Por otra parte la presencia de 100 Ul/ml de IL-2, no modifica esta
expresion. Y el estadio del tumor no determina la respuesta de las lineas celulares a IL-2.

Las caspasas representan un nuevo paradigma en la transduccidn de sefales y se encuentran implicadas en
un gran nimero de procesos fisio
procesos patoldgicos y como blanco de nuevas terapias.

dgicos y patolagicos. En un futuro podrian servir como marcadores de
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El cuerpo humano se encuentra inmerso en el proceso de |a evolucion. Las funciones normales del organismo
requieren de grandes y continuas renovaciones de poblaciones celulares, por lo que existe el riesgo de que
cada division celular pueda ser el inicio de algin cambio que conlleve a una transformacian maligna. En este

contexto el cancer puede ser el precio de la multicelularidad y una fuerte eleccion de los organismos
multicelulares [l].

La carcinogénesis es reconocida como la evolucian somética, pero en este contexto en realidad compiten dos
procesos evolutivos: el potencial de las células cancerigenas, que evolucionan con adaptaciones para
superar los mecanismos supresores de tumores del organismo hospedador y las estrategias evolutivas del
organismo para reducir la probabilidad de muerte por cancer antes y durante la reproduccitn natural [2].

De hecho, la vida y la muerte de las células es un proceso equilibrado ya que las células cuentan con un
mecanismo intrinseco de autorrequlacion llamado muerte celular programada o apoptasis [3).

APOPTOSIS

La apoptosis se da normalmente durante el desarrollo y el envejecimiento como un mecanismo homeostatico
para mantener las poblaciones celulares de los tejidos. La apoptosis también, ocurre como un mecanismo de
defensa a reacciones inmunes o cuando las células son dafiadas por agentes patogénicos o toxicos [4).
Aungue hay una gran variedad de estimulos y condiciones, tanto fisioldgicas como patoldgicas que pueden

desencadenar la apoptosis, no todas |as células morirén necesariamente en respuesta al mismo estimulo [a].

Otro tipo de muerte celular que se puede presentar es la necrosis. La necrosis es un proceso pasivo
accidental que ocasiona la ruptura de la membrana celular y la degradacion progresiva de las estructuras
celulares en respuesta a perturbaciones ambientales violentas como la hipoxia/isquemia, temperaturas
extremas y mecanismos trauma. Este tipo de muerte celular estd asociada con la hinchazan de los organelos
y la inflamacidn [B].

Por el contrario, |a apoptosis @ muerte celular programada requiere de un aporte energético para la
funcian de la maquinaria intracelular, la apoptosis estd rigidamente requlada y es conservada a lo largo de
la evolucian [7]. La apoptosis afecta a una sola célula de forma asincranica, por lo general en ausencia de
inflamacian [B). Todo este proceso estd controlado por un gran nimero de moléculas, entre las que se

encuentran las caspasas.
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CASPASAS

las caspasas pertenecen a la familia de cisteina proteasas las cuales tienen un papel importante en |
regulacian de la apoptosis. Una década de investigacion ha generado una gran cantidad de informacian, sobre
las vias de transduccion de sefiales reguladas por las caspasas y los mecanismos por los cuales median la
apoptosis en una variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos [8].

Las caspasas son proteinas de cistein-aspartato con actividad catalitica, que cortan sustratos con residuos
de 4cido apértico (Asp). El primer miembro conocido de esta familia fue la caspasa-l, también llamada
interleucina-1B convertidora (ICE), enzima necesaria para la maduracian de [L-18 [3.10].

Posteriormente en 1993 la clonacian del gen CED-3 (CED muerte celular anormal), pro-apoptatico obtenido de
C-elegans, reveld que éste codifica para una proteina altamente homdloga a ICE. Desde entonces por |o
menos 14 caspasas en mamiferos y cinco en Drosophila han sido clonadas [Il]. Hasta la fecha en el genoma
humano se han encontrado |l genes que codifican para caspasa-l a caspasa-10 y caspasa-14. Mientras que
para el genoma de ratan se han descrito 10 genes que codifican para las caspasas 1,2, 3.6, 7,8, 9,11 12,y
|4. En el ser humano la caspasa-4 y -a son ortdlogos funcionales de |a caspasa-1l y -12 en ratan, mientras que
la caspasa-l0 estd ausente en el genoma del ratdn. Las caspasas que quedan con el mismo nimero en
humano y ratan son funcionales-ortalogos entre si [12].

Las caspasas se pueden clasificar en base a su funcion principal en dos subfamilias que se denominan pro-
apoptoticas y pro-inflamatorias. Las caspasas pro-apoptoticas; caspasa-Z, -3, -6, -7, -8, -9, -10 tienen
funciones principalmente implicadas en la traduccian de sefiales de muerte, mientras que las caspasas pro-
inflamatorias; caspasa-l, -4, -0, -Il, -12 regulan la maduracion de citocinas durante la inflamacion. Esta
clasificacion, puede ser algo simplista ya que existe evidencias que indican que las caspasas tienen
maltiples roles en diferentes procesos celulares [13].

Una clasificacian alternativa es dividir a las caspasas de acuerdo a la longitud de sus predominios, los cuales
se correlacionan con su posician en |a cascada de sefalizacion del proceso de apoptosis. Con base a esta
clasificacian las caspasas se dividen en caspasas iniciadoras que incluyen a caspasa-l, -2, -4, -0, -8, -9, -10,
-l -12 y las caspasas efectoras caspasa-d, -b, -7. Las caspasas iniciadoras poseen prodominios largos los
cuales presentan uno de los dos motivos de interaccidn de proteina-proteina: el dominio efector de muerte
(DED) & el dominio reclutador de caspasas (CARD); estos dominios participan interactuando con moléculas
adaptadoras. Por su parte, las caspasas efectoras poseen dominios cortos, los cuales realizan diferentes
pasos de ejecucian rio abajo, en maltiples sustratos clave para el proceso de apoptosis, estas caspasas son
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procesadas y activadas por caspasas rio arriba (Figura la). Cabe sefialar que la relacion rio arriba no es
absoluta, ya que pueden existir salo en las primeras fases durante la apoptosis [13]).

Normalmente las células presentan caspasas. en forma de precursores inactivos, llamados zimagenos. A
pesar de esto |as caspasas zimdgeno contienen una pequedia actividad catalitica, que se mantiene controlada
por una variedad de moléculas reguladoras. Al recibir una sefial de apoptosis, las caspasas zimageno sufren
un procesamiento proteolitico que genera dos subunidades para conforman a la enzima activa [12.14).

los estudios han demostrado que las pro-caspasas son sintetizadas como proenzimas tripartidas,
cataliticamente-inactivas, una sola cadena polipeptidica de 32-35 kDa representada por 3 dominios en
comin; con un dominio interno de gran tamaiio (p20) de 17-21 kDa conocido como gran subunidad catalitica
(centro activo), un dominio pequedio (pl0) de 10-13 kDa también llamada subunidad catalitica pequefia,
presente en el carboxilo terminal (C-terminal), también posee un prodominio amino terminal (NH2 -terminal)
de 3-24 kDa, llamado dominio de muerte (DD). En diferentes procaspasas (zimdgenno) las subunidades pl y
p20 estan separadas por una pequefia secuencia conectora. El gran prodominio N-terminal de las
procaspasas contiene de 80-100 residuos los cuales son motivos estructurales de la superfamilia de
receptores de muerte que participan en la transduccidn de seiiales apoptaticas [15,16]

Los DD de las caspasas presentan dos subdominios, el dominio efector de muerte (DED) y el dominio
reclutador de caspasas (CARD), el cual es critico rio abajo, debido a que recluta caspasas a la membrana
plasmatica para su posterior activacidn. El DED y CARD estan compuestos por B-7 o-hélices anti-paralelas y
anfipaticas, que interactian con otras proteinas homotipicas, a través de interacciones electrostaticas o

hidrofabicas [17.18]

La activacion de |os zimdgenos por divisiones proteoliticas separa |a subunidad grande y pequefia, eliminando
el prodominio. El residuo catalitico de la subunidad pZ0 consisten en un sitio activo llamado Cys285 que
conserva una secuencia pentapeptidica JACXG y His237 (caspasa-l) [12).

Cada procaspasa inactiva es activada en respuesta a sefiales especificas, debido a procesos proteoliticos
selectivos de residuos de 4cido aspartico (Asp). Este proceso genera subunidades que formaran una
proteasa activa heterotetramérica que iniciara la apoptosis. La presencia de sitios clave de Asp para la
maduracidn es consistente con |a capacidad de las caspasas de autoactivarse o de ser activadas por otras
como parte de una cascada de amplificacion (basado en caspasa-) [19).

Se ha sugerido que las caspasas se presentan en forma de tetrameros, con dos subunidades grandes y dos
pequefias heterodiméricas (pl0;-p20;) (heterodimeros de homodimeros). Las subunidades de cada
heterodimero (pl0-p20) estan formadas por interacciones hidrofabicas que se pliegan en forma de un
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cilindro compacto, centralmente dominado por seis hebras-B antiparalelas. Los heterodimeros interactdan
a través de las 12 hebras-B, que estdn rodeadas por cinco o-hélice que se distribuyen en opasicidn a las
hojas-B (Figura Ib). En una estructura cuaternaria [20]).

Esta caspasa tetramérica, presenta dos cilindros que se alinean en una configuracion de cabeza y cola,
posicionando los dos sitios activos en los extremos opuestos de la molécula. Esta configuracian de tetramero
y la orientacian de las subunidades dentro de ella sugieren un mecanismo de activacion muy atractivo de las
proteasas, que se relaciona con la a proximidad del C-terminal de la subunidad grande, con el N-terminal de
la subunidad pequefia en oposician heterodimérica. Los componentes del mecanismo proteolitico, incluyen el
sitin activo Cys284 y His237: estos residuos se encuentran en la subunidad grande P20 [21].

la caspasa presenta cuatro sitios activos o loops (LI-L4), que se encuentran en los extremos opuestos de las
hojas-B. Los Loops Ll y una porcion de L2 contienen un residuo catalizador de Cys, son parte de la subunidad
P20, mientras que L3 y L4 provienen de |a subunidad P10 (figura Ic). Durante la activacian de la caspasas, el
loop L2 se enciende entre P10 y P20 conformando dos segmentos o subunidades. El segmento con C-terminal
estabiliza el sitio activo del monamero vecino. De los cuatro loops, Ll y L3 tienen una longitud y composicicn
relativamente conservada en todas las caspasas, mientras |2 y L4 muestran un mayor grado de variacian.
Estos cuatro centros activos determinan la secuencia especifica de las caspasas para los sustrato [22].

a(| cARD p20 I pi0 ICasp-1,2,4,5,9,11,12
DED/ [DED 20 L pio Wcasps,10
Figura 1. Estructura y organizacion de los
p20 IMCasp-&SJ,M dominios en las caspasas. (a) caspasas
0 0 O iniciadoras con dominios pequefios, mientras
L1 2 13 L4 las caspasas efectoras presentan dominios

largos como son CARD y DED. Presentan 4 loops
en gris y un sitio activo Cys en color rojo. (b)
representacion  de una caspasa  activa
(caspasa-3) y su organizacion espacial en
relacian a sus loops (LI-L4) y las subunidades.
(c) representacidn de los sitios activos y sitio
catalizador Cys en diferentes caspasas.

Active site con‘ormation

& Caspase-l ] Cas,pase.e D”EUQEI'IE 2[”]8

W Caspase-3 W Caspase-9
B Caspase-7
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Los sustratos de las caspasas pueden ser diversos, incluyendo como sustrato a otras caspasas, tal es el
caso de las caspasas efectoras caspasa-3, caspasa-b y caspasa-7, que son reclutadas y activadas por
caspasas iniciadoras como caspasa-Z, caspasa-8 y caspa Las caspasas efectoras escinden principalmente
componentes estructurales del citoesqueleto y el nicleo, asi como numerosas proteinas que participan en
las vias de sefializacidn [23). Estos sustratos de las caspasas se clasifican como proteinas citoplasmaticas
(actina, gelsolina, a-Fodrina, B-catenina, plakoglobina, filamentos de queratina, a-rabaptin, proteinas de
fusion endosomal), proteinas nucleares (laminina A, B, NUMA, proteinas de unidn al RNA y ribonucleoproteinas
cromosomales), proteinas de metabolismo y reparacian del ADN (PARD, DNA-PKcs, DNAtopoisomerasas, RNA-
polimerasas), proteinas quinasa (PKC y sus isoformas ;MAPK, ERK, AKT), proteinas de transduccitn de sefal
(proteinas pro-interleucinas, fosfolipasas) y proteinas del ciclo celular (p21, p27, pRB, proteinas

ubiquitinadas) [24].
CASPASA-3 (CCPP32/YAMA/APOPAIN).

La caspasa-3 es una de las principales ejecutoras de la apoptosis, la cual es responsable, ya sea parcial o
totalmente en la ruptura proteolitca de muchas proteinas importantes, como la enzima polinuclear
(ADPribosa). de la polimerasa PARP, proteina clave durante la apoptosis. Usando secuencias de ADN para la
codificacian de los sitios activos de las caspasa-l y CED-3, fue identificada y clonada una secuencia en
humano, la cual codificaba una cisteina proteasa de 32 kDa, llamada CPP3Z [23). Independientemente de
otros dos grupos de caspasa-3 identificados, uno denominado YAMA (dios hindi de la muerte) y el otro

APDPAIN [26].

La caspasa-3 es un miembro de |a subfamilia CED-3 de caspasas, estd ampliamente distribuida, con una alta
expresion en los lingjes celulares linfoides, lo que sugiere que puede ser un mediador importante de la
apoptosis en el sistema inmunolagico [2a). Usando electrospray MS y analisis de secuencias de N-terminal,
se demostrd que la enzima estaba compuesta de dos subunidades de 17 kDa y 12 kDa, derivadas de la ruptura
de |a proteina precursora en sitios clave de Asp-28-Ser-29 y Asp-17a-Ser-176 [27].

Durante la fase de ejecucian de la apoptosis |a caspasa-3 es responsable de todo o en parte de |a protedlisis
de un gran nimero de sustratos, cada uno de los cuales contienen en comdn un motiva de Asp-Xaa-Xaa-Asp
[28). En comparacian con la caspasa-|, la caspasa-3 no tiene un péptido enlazador y su prodominio es mucho
mas corto, |a estructura en tercera dimensian de la caspasa-3 muestra un complejo tetrapéptido inhibidor
de aldehido. A pesar de que la caspasa-3 se asemeja a la caspasa-| en estructura, el subsitio S-4 es muy
diferente en tamafio y composicidn quimica, lo que resulta en diferentes especificaciones de sustratos [29].
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CASPASA-3 (ICE-LAPE/MchB).

En la bisqueda de una base de datos de genes relacionados con la caspasa-7, un clon ADNc fue identificado
yl codificaba a una proteina de 416 aminoacidos, con una masa molecular de 40 kDa aproximadamente. La
caspasa-J es un miembro de |a subfamilia CED-3, teniendo una alta similitud con la caspasa-3. La principal
diferencia de |a caspasa-3 y otros miembros de la familia, es un sitio activo pentapeptidico QACGCC, en el
cual la Gly se encuentra en lugar del habitual Arg. La procaspasa-3 posee un prodominio N-terminal largo, el
cual tiene una alta similitud a los prodominios de CED-3 y con la caspasa-2. Analisis de Northern-blot
revelaron la presencia de miltiples RNAm para esta molécula, lo cual indica formas alternativas del miasma.
Los altos niveles de expresion para caspasa- se presentan en el corazdn, los testiculos y ovarios. La
procaspasa-d contiene dos sitios potenciales de procesamiento entre |a subunidad grande y pequedia, uno
similar con PARD, lo que sugiere que la caspasa- puede ser activada por la caspasa-3, mientras el otro
motivo puede ser activado por la granzima-B. La capacidad de la caspasa-3 para activar a la caspasa-J
sugiere que este iltimo es rio abajo de |a caspasa-3 y como tal puede ser responsable de algunos de los
cambios més tipicos en las células sometidas a la apoptosis [30].

ViA EXTRINSECA DE LA APOPTOSIS.

La superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) ejerce sus efectos bioldgicos principalmente, y aunque
no exclusivamente en el sistema inmunoldgico, en la modulacian de la inmunidad innata como en la inmunidad
adaptativa [31). Algunos de los ligandos de la superfamilia TNF por ejemplo, promueven respuestas
inflamatorias a infecciones microbianas, otros como LT-B, CO40L, LUZ RANKL y BLYS/BAFF, requlan aspectos
celulares especificos y la inmunidad humoral, incluyendo la formacian de drganos linfoides, activacian de
celulas dendriticas, estimulacion o la supervivencia de células Ty B. Sin embargo, otros ligandos, comao FASL
(también llamado APOIL O CDYal) y APOZL/TRAIL, regulan la activacian de la apoptosis inducida por los
linfocitos periféricos y media |a apoptosis al inducir la activacian de las células naturales asesinas (NK) y
linfocitos citotdxicos contra la infeccion por virus o células transformadas oncogénicamente. Varios
miembros de la superfamilia TNF también tienen un papel importante en la requlacion de tejidos y drganos
como el hueso o |a piel fuera del sistema inmunolagico. Cada miembro de la superfamilia de TNF se une a por
lo menos a un receptor de la superfamilia INF-receptores (INFR), algunos de los ligandos se unen a varios
receptores como son APOZL/TRAIL que se asocian a cinco receptores diferentes [32).

Lla mayoria de los miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R)
funcionan como transductores de sefiales transmembranales que responden a su ligando vinculante. Sin
embargo, algunos de los receptores no transcriben sefial. Por el contrario, parecen actuar como sefiuelos,
que compiten por la interaccian con el ligando. Los miembros de |a superfamilia TNFR que trasmiten sefial se
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pueden dividir, en base a su region citoplasmatica, en dos subgrupos principalmente. Una clase de
receptores presenta en su cola citoplasmatica un dominio de muerte (DD), lamandose receptores de muerte
(RD) [33]. Mientras la otra clase no lo presentan. Los DD median la interaccion de los receptores con las
proteinas adaptadoras que presentan dominios de muerte. La molécula adaptadora contiene los mddulos
secuenciales adicionales, que median |a union con enzimas efectoras intracelulares [34).

Los miembros de la superfamilia INFR son diversos en su estructura primaria, pero todos presentan en sus
subdominios extracelulares sitios ricos en cisteina. Esta caracteristica estructural dnica e individual de los
miembros de la familia, les permite reconocer a sus ligandos con especificidad y en la mayaria de los casos,
una exclusividad [33].

Los DD presentan también sitios ricos en cisteina, alrededor de 80 aminoécidos, las moléculas adaptadoras
(ligando-vinculante) como FADD (dominio de muerte asociada a FAS), TRADD (dominio de muerte asociado a
INFR) o DAXX (dominio de muerte asociado a proteinas) presentan dominios de muerte que pueden
interactuar con los DRs. Estos receptores pueden activar caspasas en cuestion de sequndos por medio del
ligando-vinculante, causando una muerte por apoptosis en la célula en blanco en horas [36). Hasta la fecha,

|os ligandos y sus receptores de muerte mas caracterizados son; FASL/FASR, TNF-a/TNFRI, APOSL/DRS,
APOZL/DR4 Y APDZL/DRa [37].

La secuencia de acontecimientos que definen la via extrinseca de la apoptosis se caracteriza mejor con los
modelos de FASL/FASR y INF-a/INFRI. En estos modelos, hay un agrupamiento y union homologa de
receptores y ligandos de forma trimérica. Tras la unidn del ligando, proteinas adaptadoras citoplasmaticas
con dominios de muerte son reclutadas para unirse al receptor. La unian de FASL con FASR favorece la unian
de |a proteina adaptadora FADD, mientras la union de TNF ligando con TNF receptor favorece la unidn de la
proteina adaptadora TRADD, que recluta también a FADD ya RIP [38].

La unian de FASL/FASR provoca oligomerizaciones (trimerizaciones), entre los DD del receptor y de la
molécula adaptadora FADD, también con las 2 isoformas de la procaspasa-8 (procaspasa-8a y procaspasa-
8b), la procaspasa-10 y la proteina inhibidora FLIP (FLIP L/S) conformando un complejo conocido coma DISC
(complejo inductor de sedalizacion de muerte) [39].

Las interacciones entre las moléculas que conforman el DISC se basan en contactos homotipicos. El DD del
receptor interactia con el DD de la molécula adaptadora FADD, mientras el dominio efector de muerte (DED)
de FADD interactua con el DED de la procaspasa-8.10 y FLIP L/S. La activacion de la procaspasa 8 se cree que
sigue el modelo de induccion por a proximidad, en la cual un alto reclutamiento local de la procaspasas-8 en
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el DISC la lleva a su activacian autoproteolitica. Esta es liberada al citosol para propagar la sedal de
apoptosis. La procaspasa-10 también puede ser activada por el complejo DISC (Figura 2a) [40)].

En el caso de la unian de TNF-ou con TNFR ocasiona una trimerizacidn similar con los DD de la proteina
adaptadora TRADD, reclutando a la procaspasa-8 para su posterior activacion que a su vez activa a caspasas
efectoras [I1]. Sin embargo el TNF-o unido a TNFR, solo en raras ocasiones induce la apoptaosis, la unidn del
adaptador de TNF asociado al cofactor-2 (TRAF-2) y a la molécula adaptadora TRADD junto con dos proteinas
anti-apoptaticas (c-IAP1 Y c-IAP2) inhiben |a apoptosis celular. La unian e interaccion del adaptador con la
proteina RIP, la tercera proteina capaz de interactuar con TRADD conduce a la activacidn del factor de
transcripcion NF-kpB (factor nuclear kB) que dara como resultado la transcripcitn de genes anti-apoptaticos
que promueven la supervivencia celular [41].

Para FASL/FASR, se han establecido dos tipos de sedalizacian que se pueden presentar; en el tipo | las
células se caracterizan por altos niveles de formacian de DISC por tanto una mayor cantidad de activos de
caspasa-8. que conducen directamente a la activacidn de caspasas efectoras rio abajo, mientras las células
tipo 2 presentan bajos niveles de formacian de DISC por o cual hay menos caspasa-8 activa [42).

En el caso de las células tipo 2, la caspasa-8 trunca (fosforila) a Bid, miembro de la familia Bel-Z, para
generar a t-Bit, el cual mediara la liberacion de citocromo C (Cc) de las mitocondrias. Esto conducird a la
formacion del apoptosoma, sequido por la activacion de la procaspasa-3, que a su vez activaré a caspasas
efectoras rio abajo. La sefializacion de apoptosis FAS tipp 2 puede ser blogqueada por miembros anti-
apoptoticos de la familia Bcl-2 como Bel-2 y Bel-XL [14), los cuales alteran |a mitocondria inhibiéndola, pero
esto no ocurre en las células tipo | (figura Z2a) [43].

VIA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS.

La via de sefalizacion intrinseca de |a apoptosis, implica una gran diversidad de estimulos no mediados por
receptores, que producen sefiales internas, que actian directamente sobre blancos intracelulares y éstos
inician eventos en la mitocondria. Los estimulos que inician la via intrinseca pueden generar sefales
intracelulares que pueden actuar en sentido afirmativo o negativo. Sefiales negativas implican la ausencia de
ciertos factores de crecimiento como hormonas y citocinas, que pueden generar un fracaso en la supresidn
de los programas de muerte, iniciando asi la apoptosis. En otras palabras, no es la retirada de factores, sino
la perdida en la supresidn de apoptosis, y posteriormente la activacion de la misma apoptosis. Otros
estimulos que actian de forma positiva son; la radiacian, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales y
radicales libres. Todos estos estimulos provocan cambios internos en la membrana mitocondrial, que se
traducen en la apertura de un poro y la permeabilizacidn transicional de la mitocondrial (MPT). La pérdida del
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potencial transmembranal de la mitocondria. ocasiona la liberacion de dos grupos de factores pro-
apoptoticos al citosol, secuestrados normalmente en el espacio intermembranal [44].

El primer grupo liberado consta del citocromo O (Cc).Smac (sequndo activador mitocondrial de
caspasas)/DIABLD y proteasas de serina HtrAZ/0mi [4a]. Estas proteinas activan caspasas dependientes de
|a via mitocondrial. En presencia de modestos niveles de dATP o ATP el Cc se une al primer factor activador
de proteasas apoptaticas (apaf-1), la cual es una proteina citosdlica, que contiene en su N-terminal un
dominio reclutador de caspasas (CARD), conformando un gran complejo heptamérico, denominado
"apoptosoma” [46].

El apoptosoma posteriormente recluta a la procaspasa-3 iniciadora (ProC8) a través de su propio dominio
CARD. lo cual resulta en su activacion [47). Sobre la base de dos importantes escuelas del pensamiento
sobre el apoptosoma, el apoptosoma activa a la ProCH ya sea por facilitar su dimerizacion dentro del
complejo [48). 0 induce un cambio conformacional de |a enzima monomérica (figura 2b) [49].

Aungue ninguno de los modelos es necesariamente, excluyente mutuamente. En cualquier caso, la actividad
de la Prold es marcadamente mejorada en su asociacion con el apoptosoma, posteriormente sufre un
procesamiento automatico entre la subunidad pequeiia y grande en el sitio Asp 315, conformando un
procesado de pda/pl2 de la enzima. Es importante destacar, que independientemente de su estado
conformacional, la caspasa-J estd obligada a unirse al complejo, esto significa que muestra su actividad
proteolitica unida, la ProC3 al apoptosoma en forma de rueda o C3-p3a/pl?Z activa, reclutando y activando
procaspasas efectoras (ProC3) [al).

El reclutamiento de |a procaspasa-3 lleva a su activacian, conformando a la caspasa-3 activa. Smac/DIABLD
y HtrAZ/0mi se reportan para promover a la apoptosis mediante la inhibician de la actividad de los [AP
(proteinas inhibidoras de apoptosis) [al].

El sequndo grupo de proteinas pro-apoptaticas liberadas durante |a apoptosis mitocondrial son; AlF (factor
inductor de apoptosis), endonucleasas G y CAD, pero éste es un evento tardio que se produce cuando la
célula ya esta comprometida a morir. Los AlF se translocan al nicleo ocasionando una fragmentacion del ADN
de 90-300 kb y una condensacian de la cromatina nuclear periférica [02]. Esta temprana condensacian
nuclear se conoce como etapa | de condensacian [33).

La endonucleasa b también se transloca al nicleo donde rompe la cromatina nuclear formando fragmentos
oligonucleosomales de ADN [54). Tanto los AIF como la endonucleasa G funcionan independientemente de las
caspasas. CAD es posteriormente liberado de la mitocondria y se transloca al nicleo, donde realiza una
condensacidn y fragmentacion més avanzada de la cromatina, después de la escisidn oligonucleosomal de
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fragmentos de ADN por parte de la caspasa-3 [00). Esta condensacion mas avanzada y pronunciada de |a
cromatina se conoce como etapa 2 de condensacidn [a3).

El control y la regulacian de estos eventos apoptaticos mitocondriales se produce a través de miembros de
|a familia de proteinas Bcl-2 [96].
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Figura 2. Representacidn de |as dos vias de |a apoptosis. (a) La via extrinseca representada por los receptores de muerte
los cuales reclutan a moléculas adaptadoras para conformar el DISC, el cual posteriormente activa a la caspasa-8/-10
iniciadora. (b) Por otra parte la via intrinseca se desencadena por la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
inducida por Bax, Bad, lo cual ocasiona la liberacion de factores apoptoticos (smac, citocromo ¢ etc.) uno de los
principales el citocromo C el cual conforma el complejo apoptosoma junto con Apaf-I, los cuales activaran a la caspasa-d
iniciadora. Tanto la caspasa-8 y -9 activan a caspasas ejecutoras (caspasa-3, -6, -7) que tienen como blanco componentes
celulares.

Nature Reviews, Cancer 2002.

22| Pagina
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



LINIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MOLECULAS PRO- Y ANTI-APOPTATICAS.
FAMILIA BCL-2.

La familia de proteinas Bcl-2 constituye un punto de control critico intracelular de la apoptosis. El miembro
fundador de esta familia es Bcl-2, fue caracterizado por primera vez como un punto molecular de obstaculo
intercromosomal, en el linfoma folicular de células B [a7].

La familia Bcl-2 estd compuesta de tres subfamilias que contienen entre uno y cuatro dominios de homaologia
BH (BHI, BHZ, BHS, BH4) de BCL-2. La subfamilia anti-apoptatica (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCLI, BCLZAl, BCL-R)
contiene proteinas que comprenden |os cuatro dominios BH. La mayoria de esta subfamilia también contienen
dominios transmembranales (TM), por lo que generalmente estan asociadas a membranas. La subfamilia pro-
apoptatica (BAX, BAK, BOK) carecen de dominios BH4, promueven la apoptosis mediante |a formacidn de
poros en las membranas mitocondriales. La otra subfamilia pro-apoptatica es un grupo estructuralmente
diverso que sdlo presentan un dominio BH (BH3-only) en homalogia (BID, BAD, BIM, BIK, BMF, NOXA, PUMA' Y
HRK). La subfamilia que tiene un dnico dominio BHS, promueven |a apoptosis cuando estan sobre-expresadas,
comparten homologia en su secuencia, pero se requlan de forma distinta. PUMA, NOXA y BID en menor medida
son requladas transcripcionalmente por pad, debido a incrementos de daiio en el ADN. BID también se puede
activar por protedlisis de caspasa-8 [a8).

Datos recientes muestran que tanto el nimero y funciones de las moléculas de la familia BCL-Z son
controladas via transcripcional y postranscripcional. Dependientes de influencias exdgenas y enddgenas, por
eiemplo un alza de RNAm para BCL-Z en las células, se ha observado que depende de factores de
supervivencia como IL-2 o [L-3 [09]. Los diferentes miembros de la familia pueden formar homo- y heto-
dimeros, mientras |a proporcidn relativa de proteinas anti- y pro-apoptaticas determina la susceptibilidad de
apoptosis [60].

Proteinas de la familia BCL-2 modulan la permeabilizacian de las membranas internas y externas, con lo cual
requlan |a liberacidn del citocromo C de la mitocondria (6],

IAP (PROTEINAS INHIBIDORAS DE APOPTOSIS).

Los |AP son una familia de proteinas celulares, identificadas originalmente en células infectadas por el
Baculovirus [62]. Se Incluyen 8 miembros de la familia AP en mamiferos [B3]. Con patrones de expresidn
diferencial muy conservados en distintos tejidos. En humanos se han identificado seis miembros de la familia

IAP como son: NAIP (proteina de inhibicidn de apoptosis neural), c-IAPI/HIAP-2, c-IAPZ/HIAR-1, XIAP/Hilp
(proteina inhibidora de apoptosis ligada al cromosoma X en mamiferos) SURVIVIN Y BRUCE [63].
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Los IAPs se caracterizan por presentar un dominio de 70-80 aminogcidos, denominados repeticiones de [AP
del Baculovirus (BIR) [64).Todos los miembros de la familia presentan de 1-3 repeticiones del dominio [AP
(BIR. BIRI, BIRZ, BIR3) y conservan un dominio en el C-terminal, denominado RING. Los dominios BIR son
estructuras parecidas a dedillos con zinc, los cuales pueden quelar iones de zinc. Estos dedos con zinc se
pueden unir a la superficie de las caspasas para que |a secuencia de aminoacidos o el enlace entre los
dominios BIR puedan bloquear las ranuras catalizadoras de las caspasas. El tercer dominio BIR (BIR3) puede
interactuar con la caspasa-3 [Ba).

La regian que une a BIRI y BIRZ se dirige selectivamente a las caspasas-3 y caspasa-7. Por |o tanto queda
inhibida la actividad de la caspasa-1 iniciadora y caspasas-3 y caspasa-7 efectoras. Los IAP no se pueden
unir o inhibir a la caspasa-8, pero si pueden unirse e inhibir su sustrato, como lo es |a caspasa-3, lo cual
arresta |a cascada de protedlisis y proporciona proteccitn frente a la induccian de apoptosis por FAS [BE].

Todas las proteinas que presentan dominios BIR no son inhibidoras de caspasas o de la apoptosis. SURVIVINA
contienen un anico dominio BIR, el cual puede actuar como un regulador de la mitosis en lugar de apoptosis,
mientras que su dominio RING tiene como actividad catalizar la ubiquitina ligasa E3. En la via apoptatica
mitocondrial, la inactivacion de las caspasas estd requlada por; XIAP, c-IAP y c-IAP2, los cuales se unen
directamente a la caspasa principal, la procaspasa-3. Esta vinculacian impide su procesamiento y activacian

inducida por el Cc [B7).

La sobreexpresian de proteinas de la familia [AP inhibe la apoptosis inducida por Bax y otras proteinas pro-
apoptaticas de |a familia Bel-2 [63).

C-FILP Y OTROS REGULADORES.

Los |AP son los inhibidores naturales de las caspasas. Pero normalmente hay otros requladores como son;
FLIP, pda, Calpainas, iones calcio etc. Las proteinas C-FLIP son inhibidores de la apoptosis inducida por los
receptores de muerte [68). Son homalogos inactivos de las caspasas, cuyo sitio catalizador esta dafiado y
son moduladores negativos dominantes en la cascada de sefializacian de caspasas [B3).

Hay dos grupos principales de FLIPs. Los codificados por el virus herpes gamma V-FLIP (proteinas inhibidoras
FLICE-virales) y sus homalogos en mamiferos, lamado FLIP celular (C-FLIP) [70). Tanto v- y c-FLIP poseen
dos DED en su N-terminal que facilita su reclutamiento en el DISC. Hay tres isoformas descritas de C-FLIP a

nivel proteina; G-FLIPL, C-FLIPS, C-FLIPR (7).

En condiciones de sobreexpresian todas las isoformas, inhiben la activacion de la procaspasa-8, blogueando
su transformacian en el complejo DISC [72).
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Al mismo tiempo hay méas evidencias que indican que la presencia de C-FLIP en el DISC, a bajas
concentraciones, facilita la rotura de la procaspasa-8 presente en el DISC, debido a la formacion del
heterodimero de C-FLIP con la procaspasa-8 [73].

la proteina baculoviral p3 es un inhibidor de caspasas molde. Forma un complejo inhibidor que se
caracteriza por un enlace tioester entre |a caspasa y pda [74].

Las Calpainas son una clase de cisteina proteasas dependientes de calcio (CaZ+) de la familia papainase. La
calpaina y la caspasa-3 comparten muchos sustratos en comin incluyendo; fodrinas, proteinas quinasa
dependientes de caZ+ y la ADP ribosil-transferasa / PARD [72]. En el proceso de muerte celular inducida por
estrés en el reticulo endoplasmatico RE, el papel de las calpainas es particularmente importante debido a la
perturbacian homeostatica de CaZ+. En células de cerebro de ratas que sufren hipoxia-isquimia unilateral,
las m-calpainas facilitan los primeros troceados de la procaspasa-3 en fragmentos de 29 kDa para su
posterior divisidn y activacion [76].

FASE FINAL DE LA APOPTOSIS.

Tanto |a via extrinseca e intrinseca terminan ambas en un punto de ejecucitn en comin, considerada coma la
fase final de la apoptosis. Se trata de la activacion de caspasas de ejecucion (efectoras) las cuales
comienzan esta fase final de la apoptosis. Las caspasas efectoras activan a endonucleasas citoplasmaticas,
que degradan materiales nucleares, y proteasas que degradaran proteinas nucleares y del citoesqueleto. Las
caspasas-3, caspasa-b y caspasa-7 funcionan coma caspasas efectoras o verdugo, las cuales cortan varios
sustratos, incluyendo citoqueratinas, proteinas de la membrana citoplasmatica como o-fodrina, proteinas
nucleares centrales como, Numa, PARP y otros que en dltima instancia dan el cambio morfolagico
caracteristico de las células en apoptosis [77).

La caspas-3 es considerada como la més importante caspasa verdugo, la cual es activada por cualquiera de
las caspasas iniciadoras (caspasa-8, caspasa-d, caspasa-l0). La caspasa-d activa principalmente a la
endonucleasa CAD. En células proliferantes CAD es un complejo unido con un inhibidor ICAD. En células
apoptaticas, con actividad de |a caspasa-3, ésta rompe el enlace de ICAD para liberar a CAD [78). Por lo tanto
CAD degrada el ADN nuclear cromosamico y posteriormente condensa la cromatina. La caspasa-d también
induce la reorganizacion del citoesqueleto y la desintegracian de la célula, para conformar los cuerpos
apoptaticos. Tanto |a Gelsoling y la proteina de union Actina, se han identificado como uno de los sustratos de
|a caspasa-3 [74].
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la captacion fagocitica es el dltimo componente de la apoptosis. La asimetria de los fosfolipidos vy la
externalizarian de |a fosfatidilserina en la superficie de las células apoptaticas y sus fragmentos, es el sello
distintivo de esta fase. Aunque el mecanismo de externalizarian de la fosfatidilserina o translocacicn a la
cara externa de las célula durante la apoptosis no estd del todo claro, se ha asociado con la pérdida de
actividad de |os aminofosfolipidos translocados y a la inespecifica diversidad de clases de fosfolipidos en el

FLIP-FLOP [80].

La aparicion de |a fosfatidilserina en la cara exterior de las células apoptdticas, facilita el reconocimiento
fagocitico no inflamatorio, lo que permite su reconocimiento temprano y posterior eliminacian. Este proceso
de eliminacidn es répido y eficiente sin |a liberacion de componentes celulares, resulta esencial, para que no
haya una respuesta inflamatoria [81].

FUNCIONES NO-APOPTATICAS DE LAS CASPASAS.

Es ampliamente reconocido que las funciones fisioldgicas de las caspasas, son conservadas en la mayoria de
las especies. Investigaciones recientes sobre la actividad y los sustratos de las caspasas en ausencia de
muerte celular, han ayudado en la caracterizacion de las funciones de las caspasas. Con base a estas
investigaciones se han descrito dos funciones principales de las caspasas: 1) la apoptatica y 2) la no-
apoptatica (82).

Las funciones no-apoptaticas de las caspasas involucran una variedad de procesos celulares uno de estos
es la proliferacion celular, donde gran cantidad de estudios han demostrado el papel esencial de |a caspasa-
8 en la proliferacion de linfocitos. Pacientes con mutaciones en los zimogenos de caspasa-8, muestran
deficiencias en la activacian de linfocitos T, B y células NK. (83).

Por otra parte, en la proliferacion de células linfoides, |a caspasa-3 media la fosforilacion de las quinasas
dependientes de ciclinas (COK) inhibidor de pZl que contribuye a la induccidn de la progresian del ciclo
celular. La union del inhibidor de CDK p2! al PCNA un cofactor de la ADN polimerasa, promueve la
proliteracian celular (84).

Otra de las funciones no-apoptaticas de las caspasa es la diferenciacian celular, que se ha demostrado a
través de la enucleacion para conformar megacariocitos, eritrocitos, plaguetas y queratinocitos, proceso
en el cual participan las caspasa efectoras -6 y -7. Las caspasa-Z, -3 y -3 se activan de forma transitoria
durante este proceso en la divisian de proteinas nucleares (85.86).
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CITOCINAS.

Actualmente diferentes grupos de investigacion se han centrado en el uso de citocinas como factores de
induccion de apoptosis debido a la actividad inmunolagica redundante de éstas.

Se denomina genéricamente citocinas al conjunto de proteinas de bajo peso molecular, @ menudo
glucosiladas y generalmente monoméricas, que sintetizan las células del sistema inmune (y otras). Los
productores mayoritarios de estas proteinas son los macrdafagos y los linfocitos T, ya que actian como los
principales requladores de la respuesta inmune innata y especifica respectivamente en respuesta a los
patfigenos o sus productos, o a otras sefales relacionadas [87).

Con pesos moleculares desde 0 hasta 70000 daltones (Da). Actian como moléculas de sefalizacian a muy
bajas concentraciones (a niveles de picomoles (1I07) o fentomales (I0%), como mediadores esenciales de
reacciones infecciosas o inflamatorias [88].

la secrecidn 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 |a sintesis y las activaciones de otras citocinas.

la accion de estas citocinas a menudo son pleiotrdpicas (capacidad de actuar sobre diferentes tipos
celulares) y redundantes (propiedad de varias citoquinas de tener los mismos efectos funcionales). Inician su
accion uniéndose a receptores de membrana especificos presentes en las células diana. Las acciones de las
citocinas pueden ser locales o sistémicas. La mayoria de las citocinas actdan cerca del lugar donde son
producidas, en una célula praxima (accion paracrina) o bien en la misma célula que la secreta (accidn
autocrina), cuando se producen en grandes cantidades, |as citocinas pueden entrar en |a circulacidn y actuar
a distancia del sitio de produccitn (accian endocrina) [89).

Sequn la citocina y las propiedades de la célula diana puede observarse supresian o exacerbacian en la
expresion de uno o més genes [30].

Se pueden incluir como citocinas las interleucinas (que se suelen enumerar como IL-1 & IL-18), los

interferones (IFN-a., INF-B, IFN-y), los factores estimuladores de colonias (M-CSF, G-CSF, GM-CSF), el factor
de necrosis tumoral (INF-a, TNF-B), los factores de crecimiento (NGF, EGF) y las quimiocinas (RANTES, MCP-
[. MIP-la) [81].
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INTERLELICINA 2 (IL-2).

La IL-2 es producida por los linfocitos TCD4+ y en menores cantidades, por las células TED8+. La activacidn
de las células T por antigenos y coestimuladores estimula la transcripcion del gen de la IL-2, |a sintesis y
secrecion de esta proteina. La produccion de la [L-2 es transitoria, con una secrecion méaxima de 8 a 12 horas
después de |a activacion [89].

La IL-Z secretada es una glucoproteina de entre 14 y 17 KD que estd plegada, formando una proteina globular
que consta de cuatro hélices o. Representa el prototipp de las citocinas de cuatro hélices a que

interaccionan con los receptores de citocinas tipo | [92).

Inicialmente se describid como factor de crecimiento de células T, ya que es el principal agente que controla
su proliferacian. Ejerce otros muchos efectos sobre el sistema inmune, teniendo un papel esencial en el
desarrollo de las respuestas inflamatorias crdnicas, tanto humorales como celulares. Es un factor
estimulador del crecimiento de linfocitos T, B y NK. Promueve |a 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 secrecidn de IFN-alfa, linfotoxina, IL-4, IL-3, IL-5 y GM-CSF. Sobre los
linfocitos B estimula su crecimiento y diferenciacion e incrementa la expresion de moléculas de MHC de clase
I [93]. Teniendo en cuenta las funciones antes citadas se ha establecio a la IL-2 como un candidato
inmunosupresor para el tratamiento del Cancer Cervicouterino.

CANCER CERVICOUTERIND (CaCu).

El Cancer Cervicouterino (CaCu) es una mutacion celular de la union escamo-columnar en el epitelio del
cuello uterino. Se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de lenta y progresiva evolucian,
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 [94). El cuello uterino o cérvix es la abertura del dtero o matriz
que a la vez se conecta con la vagina.

En el CaCu se reconocen dos tipos histoldgicos: el cancer epidermoide, que se presenta en el epitelio
escamoso (35%) y el adenocarcinoma en el epitelio glandular (3%). En un menor porcentaje se presenta el
carcinoma neuroendocrino de células pequedias [9a).
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Los principales factores de riesgo para desarrollar CaCu son: uso de anticonceptivos hormanales, habito de
fumar, conducta sexual, acceso limitado a los servicios de salud, infecciones virales (VIH, Herpes, VPH,
infecciones genitales en general). Casi todos (39.8%) los casos de CaCu se deben a tipos especificos de
virus del papiloma humano (VPH). principalmente los tipos VPH-1B y VPH-18 de los 100 tipos que se conocen,
pero no todos se convierten en céncer, ocasionando verrugas o condiloma [96].
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PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA.
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El cancer es responsable de uno de cada ocho muertes por enfermedades alrededor del mundo [87). Por su
parte el cancer cervicouterino (CaCu) es un problema de salud piblica. Segin la organizacian mundial de la
salud, el CaCu es la sequnda mayor causa de mortalidad femenina por céncer en todo el mundo, con unas
30000 muertes al afio. El 80% de los casos corresponde a los paises en vias de desarrollo [98). Prueba de
ello es que en la region latinoamericana tiene una incidencia de mortalidad por CaCu de 3-10 veces mayor
que en |os paises industrializados [93). Cerca de 000000 nuevos casos se presentan cada afio, tan solo en el

afio 2002 se presentaron 493243 casos y de éstos, 273005 fueron decesos [100].

En México, en el afio 2002, se presentaron 2512 nuevos casos de CaCu, de los cuales a777, o sea el 46% de
|os casos fueron decesos [I00]. Durante los dltimos 24 aiios en México, |os registros oficiales han calculado
més de (00000 muertes por CaCu y a partir del 2006 se convirtia en la sequnda causa de muerte debido a la
malignidad de los tumores, después del cancer de mama [101).

En diferentes reportes de tipo epidemioldgico, se han determinado diversos factores de riesgo asociados al
desarrollo del Calu, como son el nimero de parejas sexuales, inicio temprano de una vida sexual activa,
multiparidad, etc [I02). Sin embargo el factor etioldgico més importante para el desarrollo del CaCu es la
infeccian por un virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR), principalmente los tipos 16 y 18 [103].

Las disparidades relacionadas con el CaCu siguen existiendo en México, incluyendo una insuficiente cobertura
del tratamiento, problemas con el control de calidad y por consiguiente un mayor riesgo de mortalidad,
principalmente en mujeres de zonas marginadas. La falta de oportunidades y requisitos para una educacicn
continua, la acreditacion de personas involucradas con la salud y la seleccion de programas, son un
problema. Vacunas contra el VPH y las pruebas de ADN contra VPH son las dltimas tecnologias innovadoras
que ofrecen una solucion potencial al impacto negativo del CaCu en México. Sin embargo si no se reducen las
desigualdades, ampliando la cobertura, ajustando costos y teniendo un control de calidad, el impacto es y
serd limitado [104).

Por esta razan diferentes grupos de investigacion trabajan en el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas, para este tipo de cancer, como es el uso de citocinas. Al respecto nuestro grupo de trabajo de
la FACULTAD de ESTUDIOS SUPERIORES de ZARAGOZA, en el laboratorio de oncologia celular UMIE-Z UNAM,
estudia el efecto de la intrleucina-2 (IL-2) en el proceso de proliferacion celular de células de CaCu. Los
resultados obtenidos hasta el momento indican que a 10 Ul/ml de IL-2 ayuda a la proliferacian celular,
mientras que a |00-Ul/mL de IL-2 induce la muerte de estas células de CaCu, por apoptosis. De manera
normal la apoptosis es mediada por un grupo de enzimas degradativas denominadas caspasas como es el
caso de la caspasa-d y caspasa-d, por lo que la evaluacion de la expresion de estas caspasas por la
induccian de IL-2 podria dar informacicn valiosa sobre el tipo de apoptosis que se esté induciendo.
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ANTECEDENTES DIRECTOS,
HIPOTESIS Y
OBJETIVOS.
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ANTECEDENTES DIRECTDS.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las células de cancer cervicouterino (CaCu) CALO e INBL,
expresan en la superficie celular el receptor para interleucina-2 (IL-ZR), el cual es funcional (Rangel et al.,
1998 Differential expression of the two components of the Interleukin-2 receptor in cervical cancer

cells) [103].

También se ha observado que la interleucina-Z, tiene un efecto en la proliferacion de células CaCu (CALD e
INBL), ya que a bajas concentraciones de IL-2 (IDUI/ml) induce la proliferacion, mientras altas
concentraciones de IL-2 (I00UI/ml) induce la inhibicion de la proliferacian (Rangel., Alvarado., 1997
Presencia de la cadena o y B del receptor para interleucina 2 (RIL-Z) en células tumorales de
carcinoma cérvico uterino (CaCu) y el efecto proliferador inducido por la interleucina 2 (IL-2 ) en
estas células tumorales: un posible mecanismo de escape inmunoldgico) [I06].

Recientemente se ha determinado que la muerte de células de Calu debido a la estimulacian con 100 Ul/mL
de IL-2, es por apoptosis (Rangel., Del RiD., 2010 Estudio de la participacion de genes mitocondriales
citocromo c y cox 4 en células de carcinoma de cérvix CALD e INBL) [107).

Por otro |ado, Ferndndez Martinez 2011 [108], demuestra que IL-2 requla positivamente la transcripcidn de
|las caspasas-3 y caspasa-J en las lineas de Calu CALO e INBL.

Rasandose en estas premisas, en este trabajo se reporta la expresion diferencial del RNAm para caspasa-3
y caspasa-d en las lineas celulares de Calu C33 (I1A) y VIBO (I1B), negativas a VPH, cultivadas a diferentes
tiempos en presencia de [00UI/ml de IL-2.
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HIPOTESIS.

Si altas concentraciones (00 Ul/ml de IL-2 inducen la muerte de células de CaCu por apoptosis, la cual es

mediada por un grupo de caspasas, al utilizar la técnica RT-PCR con oligonucledtidos especificos para

caspasa-3 y caspasa-d, podremos observar |a expresian de estas caspasas en células de Calu de la linea;

33 y VIBO, cultivadas a diferentes tiempos en presencia de [L-Z.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar si hay expresion para caspasa-3 y caspasa-d a partir del RNA mensajero (RNAm) obtenido de

células de CaCu, de la linea celular C33 y VIBO, cultivadas en presencia de [L-2 (000l/ml) a diferentes

tiempos: aminutos, I0minutos, laminutos, 20minutos, 30minutos, thora, Zhoras, Idia y 2dias.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Cultivo de las lineas celulares C33 y VIBD.
Disefio de primers para caspasa-g y caspasa-J.
Extraer y purificar el RNAm de las lineas C33 y VIBO estimuladas con IL-2, a diferentes tiempos.

Retro-transcribir (RT) las muestras de RNAm obtenidas para posteriormente amplificar (ADNc) a
través de la técnica de PCR, por medio del disefio de oligonucledtidos especificos para caspasa-g y
caspasa-3.

Evaluar la expresidn de la caspasas-3 y caspasa-d por medio de una electroforesis.
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LINEAS CELULARES DE CaCu

El Material bioldgico consistio en las lineas celulares de CaCu C33 y VIBD mantenidas en el banco de
criopreservacion de la UMIE-Z Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

LINEA CELULAR ORIGEN ESTADIO TIPO-VPH
C33 CARCINOMA DE CERVIX IIA NEGATIVA -/-
VIBO CARCINOMA EPIDERMOIDE  11B NEGATIVA -/-

Cell Line Indexes, ATCC CULTURES 2011 Monroy 1991,

CULTIVO Y PROLIFERACION DE LAS LINEAS CELULARES.

las lineas celulares £33 y VIBD se cultivaron en botellas de 25cm’, con Sml de medio de cultiva (RPM|
WEROLE) oo 10% de Suero Fetal Bovino D)
estas se incubaron por 2 dias aproximadamente, tiempo suficiente para que éstas proliferaran y de ésta
manera obtener |a cantidad necesaria para ser cultivadas en presencia de IL-Z a 9minutos, {0min, [amin,

20min, 30min, thora, Zhrs, ldia y 2dias.
INDUCCIGN DE IL-2.

, bajo una atmasfera de 9% de CO; y 37°C de temperatura,

Para excluir células muertas, se realizaron ensayos de viabilidad con azul tripano antes de proceder a los
cultivos celulares.

Se conto un millan de células viables de cada linea celular (C33 y VIRO) para ello se utilizd una camara de
Neubauer, las células se sembraron en una botella de cultivo de 25cm® y 75cm® para los tiempos més largos.
Se agregaran 100 UI/ml de IL-2 en & ml de medio de cultivo. Las células se mantuvieron en cultivo a
aminutos, |0min, [amin, 20min, 30min, lhora, Zhrs, Idia y 2dias.

Como control de |os experimentos se utilizaron cultivos en ausencia de [L-2 de las mismas lineas.
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EXTRACCIGN DE RNA MENSAJERD (RNAm).

Una vez trascurrido el tiempo de cultivo, las células se retiran de las botellas, esto se realizé decantando el
medio de cultivo a un tubo eppendorf y agregando 9-7 ml de VERSEND o TRIPSINA (en el caso de VIBD), se
incubaron por o minutos. Tanto el medio de cultivo decantado como el verseno o tripsina agregados se le
centrifuga durante a minutos a 2000 rpm. se procede a retirar el sobrenadante y se realizan lavados con
PRS al botén celular, se le agrega ImL de Trizol ™™™ sg resuspende homogéneamente transfiriendo a un
tubo eppendorf de 1.5 ml y se deja reposar 15 minutos a temperatura ambiente, cumplido el tiempo se le

SIBA) para una posterior agitacidn durante 3 minutos en un vortex,

adicionara 200 pl de cloroforma ¢
posteriormente se deja reposar 3 minutos en hielo, y se le centrifuga durante 15 minutos a 12000 rpm a 4° C.
La parte acuosa se recupera (zona superior transparente) y se pasa a otro tubo nuevo donde se |e agrega

SEMY se resuspende y se deja reposar 10 minutos en hielo, pasadu el tiempo se vuelve

500 pL de isopropanal
a centrifugar durante 15 minutos a 12000 rpm a 4° C. Se guarda la muestra 24 horas a -70° C. Pasado el
tiempo nuevamente se centrifuga a las mismas condiciones anteriores (15 minutos a 12000rpm 4° C), se
decanta el isopropandl, el botdn que se forma se le adiciono | mL de etanal T8 a1 70 %, se resuspende y
centrifuga durante 5 minutas a 7500 rpm a 4° C, se decanta el etanal y se deja evaporar a temperatura

ambiente.

FERMENTAS)

Fvaporado el etanol se rehidrata la muestra con 20 pl de agua libre de RNAsas ' resuspendiendo

perfectamente para obtener un stock de cada tiempo determinado al igual que los controles.

CUANTIFICACION DE RNA MENSAJERD.

PISA

Se tomaran 4 pl del stock de RNAm y se resuspendid en 196 pl de agua inyectable ***, teniendo un volumen

total de 200pL. Se colocan en una celda, posteriormente se realiza la lectura en un  espectrofotdmetro

(EPPENDDRE) hara determinar las concentraciones de RNA (ug/mL), para lo cual se tomaron las absorbancias de

260,280 y la relacian 260/280.

RETROTRANSCRIPCION (RT).

Para llevar a cabo la retro-transcripcian es necesario tener la concentracian de lpg/pl para cada muestra
de RNAm de todos los tiempos, para lo cual se utilizo la siguiente farmula:
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(Absorbancia 260) (Volumen de la disolucian) (40)

= lpg/pl
(000

Teniendo los célculos para todas las muestras, se prosigui a realizar la RT con las siguientes condiciones
establecidas para una reaccian (Rx). las cuales se multiplicaron por el nimero total de reacciones que se
obtuvieron (20 muestras):

CONDICIONES PARAIRXEN RT.

Reactivos 1RX g RX g RX
controles estimulos
Amartiguador Sx "o apl 4oyl 4oyl
DNTP's 10 Mm ™/R0EE0 1.9yl 13.5yl 13.5yl
Enzima MMLV-RT ®F0ME0 1l Qul Qul
Dligo dt ©*Y 24l 18yl 18yl
Muestra &yl épl byl
Agua libre RNAsas ") &yl épl byl
Volumen Total 20l 200, 200yl

Cada muestra se prepard en tubos eppendorf en presencia de hielo, se procedia a preparar un mix el cual es
l]a suma total de reactivos para un nimero determinado de muestras. En el cual se coloca el amortiquador
ax, 0.1 MDTT, DNTPs aMm, oligo dt, y el agua, posteriormente se resuspende y se divide a otros tubos
dependiendo el nimero de muestras sumadas. Por dltimo se agrega la muestra a cada tubo y la enzima, se
resuspende ligeramente.

EPPENDIRF ESTANDAR) que Se programa para que Se mantuviera a

370 C durante | hora. Pasado el tiempo las muestras pueden ser guardadas a -70°C.

Las reacciones se colocaron en un termaciclador
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AMPLIFICACION POR REACCIGN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Con los ADNc obtenidos de la RT se lleva a cabo la PCR utilizando las condiciones establecidas para | Rx, las
cuales se multiplicaron por el nimero de reacciones que se requieren.

CONDICIONES PARA RX EN PCR.
Reactivos IRX 19 RX
Amortiguador ax Green Byl 14yl
(PROMEGA)
DNTP s 10 Mm ™TO5ED 0.8l 15.2,l
Primer 1 (Sentidg) "N ul 18yl
Primer 2 (Antisentido) 1yl 19ul
(PROMEGA)
Go Tag Polimerasa ") 015 ¢l 2.85,
Muestra cONA byl 16pl
Agua libre RNAsas M) 7.05 yl 133.95.
Volumen Total 204l 380l
SECUENCIA DE LOS PRIMERS:
PRIMER SENTIDO/ANTI SENTIDD ~ SECUENCIA PARES DE BASES
CASPASA-3  SENTIDO TTTTTCAGAGGGGATCGTTG 151
CASPASA-3  ANTI SENTIDO CGECCTCCACTRETATTTTA 151
CASPASA-9  SENTIDO CAGAGGCTCAAGGAGGAGTE (74
CASPASA-9  ANTI SENTIDO CTTCATGAGGCTGTGCTTGA (74
B-ACTINA ~ SENTIDO GGETCAGAAGGATTCCTATG 234
B-ACTINA ~ ANTI SENTIDO GGTCTCAAACATGATCTGGE 234

FACULTAD DE ESTUDIDS SUPERIORES ZARAGOZA
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Cada muestra se preparo en tubos eppendorf y en presencia de hielo. Se procedio a preparar un mix en el
cual se agrego; ax Green, DNTP's 10 Mm, Primer | y Z por dltimo el agua. Se procede a homogeneizar y se
divide a tubos dependiendo el nimero de muestras sumadas. Posteriormente se agrega la muestra y la
enzima (Go Taq Polimerasa). se realiza un homogenizado.

EPPENDORF ESTANDAR

Estas reacciones se colocaron en un termociclador ) que se programd para que efectuara los

siguientes pasos:

PASO  TEMPERATURA ETAPA TIEMPO

1 34 °C DESNATURALIZACION b MINUTOS
2 0a°C HIBRIDACION 2 MINUTOS
3 12°C EXTENSION 2 MINUTOS
4 34°C DESNATURALIZACION 45 SEGUNDOS
a a0 VECES EL PASOZ AL 4

b 0a°C HIBRIDACION 2 MINUTOS
7 12°C ELONGACION TMINUTOS
g 20°C ESTABILIZACION 30 MINUTOS

Pasado el tiempo las muestras fueron retiradas y guardadas a -70 'C.

La reaccian en cadena de |a polimerasa (PCR), se fundamenta en la amplificacian enzimética de un fragmento
de ADN flanqueado por dos secuencias de oligonucledtidos que hibridan en |a cadena complementaria de la
molécula molde que se va amplificar cebadores o primer y que son utilizados por una ADN polimerasa termo
resistente para copiar la secuencia de la misma. La reaccion es un proceso que consta de 3 etapas:
desnaturalizacian, hibridacidn y extensidn [109].
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ELECTROFORESIS.

Por dltimo se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa para observar la expresidn (caspasas) de
cada uno de los amplificados de la técnica de PCR para cada tiempo.

Para preparar un gel grande de agarosa, se pesaron |.0 g de agarosa la cual se diluyo con 100 ml de TBE IX
en un matraz de |00 ml. Para tener un mejor homogeneizado la dilucion se coloca en un horno a 50 °C
durante 7 minutos aproximadamente. Después de montar la camara de electroforesis se procede a vertir |3
dilucidn de agarosa, mas 10pl de bromuro de etidio en la cdmara, inmediatamente colocar un peine con el
nimerao de pozos deseados.

Terminado el tiempo de polimerizacion de |a agarosa (b0minutos aproximadamente) se procede a retirar el
peine y montar la cAmara para la corrida electroforética, en la cual se coloca IL de buffer de corrida (TBE
.2X). Posteriormente se colocaron 4pl de muestra en los pozos al igual que 4pl de escalera. El tiempo de
corrida es aproximadamente de lhora a 80-30 valts.

En la electroforesis hay un movimiento de particulas cargadas en un campo eléctrico, los &cidos nucleidos
estan cargados de forma negativa debido a su esqueleto de grupos fosfato, por lo tanto migraron hacia el
polo positivo, es decir el anodo. De tal manera |a electroforesis de &cidos nucleicos es el método habitual
para separar, identificar y purificar moléculas o fragmentos de ADN y ARN.

Para la visualizacion de los acidos nucleicos se utiliza un colorante fluorescente, el bromuro de etidio M0,

Este colorante tiene |a propiedad de intercalarse entre las bases nitrogenadas del ADN y aumentar en esas
condiciones su fluorescencia, de modo que emite luz visible (color naranja) cuando es excitado por radiacidn
ultravioleta (300nm) de un transluminador. De este modo permite la visualizacidn del ADN y |a identificacian
de |as caspasas por sus pares de bases en relacian al recorrido de cada banda con la escalera [109).
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RESULTADOS.
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EXPRESION DE B-ACTINA.

Se sabe que la B-actina es una proteina constitutiva de la célula, que continuamente se esta transcribiendo,
ya que ésta desempefia una variedad de funciones biolagicas en los componentes que la integran, tal es el
caso del citoesqueleto, el cual es una red dinamica de actina. Sus principales funciones bioldgicas estén
relacionadas con la movilidad celular y los cambios en la forma de la célula durante el ciclo celular. Dada su
gran importancia en el metabolismo celular esta proteina se expresa de forma constitutiva y se usa como un
indicador de sintesis proteica. Por esta razan, la presencia de B-actina es utilizada como un parametro
interno de la técnica RT-PCR y la ausencia de esta proteina se interpreta como un error de la técnica. En
base a esto, el hecho de que se hayan obtenido productos de amplificacian para B-actina, en las muestras
cultivadas en presencia de [L-Z asi como en los controles, nos indica que las condiciones de la PCR utilizadas
en este trabajo son las adecuadas para la amplificacion de cualquier primers de interés, en este caso para
B-actina.

Los resultados obtenidos para la amplificacidn de B-actina en las lineas celulares 33 y VIBO cultivadas a a,
0, 13, 20, 30 minutas, 1, 2 horas y |, 2 dias en ausencia o presencia de (00 Ul/ml de IL-2. muestran, un
producto de amplificacian de 234 pb (figura 3).

(1ogﬁﬁmn B-ACTINA (234 pb)

‘ST,
§--======j}

od TIEMPOS

Figura 3. Expresion de B-actina en las lineas celulares C33 y VIBO. Se cultivaron las lineas celulares en ausencia y
presencia de |L-2 por 8, 10, 15, 20, 30 minutos, 1, 2 horas y |, 2 dias. Los resultados indican |a presencia de productos
de amplificacion de 234 pb para B-actina, en ambas lineas celulares en ausencia o presencia de IL-2 a todos los
tiempos de cultivo.
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Dado que, se obtuvieron productos de amplificacion para B-actina en las condiciones antes descritas,
confirmamos que el protocolo disefiado para la técnica de PCR garantiza la amplificacion de otros primers
como |os disefiados para caspasa-3 y caspasa-.

EXPRESION DE CASPASA-3 Y CASPASA-3 EN LA LINEA CELULAR CALD.

Dado que y se ha reportado que IL-2 requla la transcripcitn de caspasa-d y caspasa-d  en las lineas de
CaCu. positivas a VPH, CALO e INBL. En este trabajo, se utiliza la linea celular CALD coma contral positivo
de la regulacian transcripcional de caspasas por IL-2.

Las células de la linea CALD, se cultivaron a a, 10, 13, 20, 30 minutos, |, 2 horas y I, 2 dias en ausencia @
presencia de {00 Ul/ml de IL-2. Los resultados para las muestras cultivadas en ausencia de IL-2 muestran
un producto de amplificacian para caspasa-3 de 15l pb y para caspasa-3 de |74 pb, sin observarse variacidn
en su expresion con respecto al tiempo de cultivo. Mientras que en las células cultivadas en presencia de IL-
2, se observa una mayor expresion del producto de amplificacion para ambas caspasas en todos los
tiempos de cultiva (figura 4). Estos resultados coinciden con los reportados por Martinez Fernandez en 2011,

caspasa 3 (151 pb) caspasa 9 (174pb)

5m 10m 15m 20m 30m 1h 2h 1d 2d 5m 10m 15m 20m 30m 1lh 2h 1d 2d

Figura 4. Expresian de caspasa-3 y caspasa-J en la linea celular CALD. Se realizaron cultivos a diferentes tiempos por 3,
10, 15. 20, 30 minutos, I, 2 horas y |, 2 dias en ausencia y presencia de |L-2. Los resultados muestran un producto de
amplificacian de |51 pb para caspasa-3 y |74 pb para caspasa-3 en los controles, este producto de amplificacian es mayor
en células cultivadas con IL-2.
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EXPRESION DE CASPASA-3 EN LA LINEA CELULAR C33.

Se sabe que la caspasa-3 desempefia una funcitn efectora en la cascada de sedalizacion del proceso de
apoptosis y participa en los cortes finales de sustratos que dan la morfologia caracteristica de la apoptosis.
Con la finalidad de evaluar el efecto de IL-2 sobre la requlacion de la transcripcion de esta caspasa, en
celulas de la linea L33, VPH negativa, se realizaron cultivos de esta linea celular a9, 10, 15, 20, 30 minutos, |,
2 horas y |, 2 dias en ausencia @ presencia de 00 Ul/ml de IL-2.

Los resultados obtenidos muestran un producto de amplificacian para caspasa-3 de lal pb, de forma
constante para todos los tiempos de cultivo, ya sean células cultivadas en ausencia o presencia de IL-2. No
se observa una mayor expresion del amplificado de caspasa-3 en las muestras estimuladas con IL-2 con
respecto a su control para cada tiempo de cultiva (figura 3).

1000 * (a) CASPASA-3 (151 pb)
700 S C33: +IL-2

500 s

300 s

200 Sy
Wil Gawat e IR woud oy QGIRP B e
jo0 @M 5m 10m 15m 20m 30m 1h 2h 1d 2d

pb

1000 (b) CASPASA-3 (151 pb)
200 el C33: -IL-2

500 ‘e

300 sscaundl

200 W
G et D et S Sl D Weaer S

jo0o @ 5m 10m 15m 20m 30m 1h 2h 1d  2d
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Figura 3. Expresion de caspasa-3 en la linea celular C33. Se cultivo |a linea celular £33 en ausencia (b) y
presencia (a) de ILl-2 por o, 10, 13, 20, 30 minutos, |, 2 horas y |, 2 dias. Los resultados muestran un
producto de amplificacidn de 19l pb para caspasa-3, en ambas muestras. Sin observarse una variacidn en la
expresian del producto de amplificacion para |a caspasa, con respecto a la presencia de IL-2 y los tiempos
de cultiva.
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EXPRESION DE CASPASA-9 EN LA LINEA CELULAR C33.

La caspasa-d pertenece a la subfamilia de caspasas iniciadoras, en el proceso de sefializacidn del proceso de

apoptosis a nivel intrinseco. La cual, conforma un complejo denominado apoptosoma que recluta y activa a
caspasas efectoras como la caspasa-3d.

Los resultados obtenidos muestran un producto de amplificacion para caspasa-3 de [74 pb, tanto para
muestras cultivadas en ausencia como en presencia de (00 Ul/ml de IL-Z. No se observa variacidn en |a
expresian del amplificado para caspasa-3, cuando las células estan en presencia de IL-2, se observa un
amplificado relativamente constante para todos los tiempos de cultivo, con respecto al control (figura B).

1000 (a) CASPASA-9 (174 pb)
— C33: + IL-2

500 R
300 W

2°°~~~ﬂ”~n“~
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100 W
pb

1000 CASPASA-9 (174 pb)

; C33: -1IL-2
700 Yoo
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Figura B. Expresion de caspasa-3 en la linea celular C33. Se cultivo la linea celular C33 en ausencia (b) y
presencia (a) de IL-2 por 3, 10, 13, 20, 30 minutos, |, 2 horas y |, 2 dias. Los resultados muestran un producto
de amplificacion de 174 pb para caspasa-9 en ambas muestras. Con una expresidn del amplificado constante y
sin variacian, con respecto a la presencia de |L-2 y los tiempos de cultivo.
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EXPRESION DE CASPASA-3 EN LA LINEA CELULAR VIBD.

Los resultados obtenidos para la linea celular VIBO, muestran un amplificado para caspasa-3 de [al pb en
células cultivadas en ausencia @ presencia de (00 Ul/mL de IL-2. En particular en las células cultivadas en
ausencia de |L-2, observamos una disminucion del producto de amplificacian a 20 minutos, lhora y 2 dias con
respecto a los demas tiempos. Mientras que en las células cultivadas en presencia de IL-Z, se observa un
aumento en el producto de amplificacion para caspasa 3 a los Z dias, sin variaciones entre los demaés
tiempos de cultivo (figura 7).

1000 = (3) CASPASA-3 (151 pb)
B — VIBO: +IL-2

500 "y
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1000 (b) CASPASA-3 (151 pb)
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Figura 7. Expresion de caspasa-3 en la linea celular VIBO. Se cultivo la linea celular VIBD en ausencia (b) y
presencia (a) de IL-2 por o, 10, 15, 20, 30 minutos, 1, 2 horas y |, Z dias. Los resultados muestran un producto de
amplificacian de 151 pb para caspasa-3, en ambas muestras. Con un aumento de expresidn a los 2 dias, en
células cultivadas con IL-2 y una disminucidn a los 20 minutos, | hora y 2 dias en células cultivadas en ausencia

de IL-2.
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EXPRESION DE CASPASA-9 EN LA LINEA CELULAR VIBD.

Los resultados obtenidos nos muestran un producto de amplificacicn para caspasa-3 de 74 pb, de forma
semejante para todos los tiempos de cultivo en ausencia 6 presencia de 100 Ul/ml de IL-2. Se observa una
expresion semejante para las dos muestras, sin aumento en el producto de amplificacion por la presencia de
|L-2. Tampoco se observa variacion de |a expresion con respecto al tiempo (figura 8).

1000  dise - (a) CASPASA-9 (174 pb)
700 Stmi

500 W
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Figura 8. Expresian de caspasa-J en la linea celular VIBO. Se cultivo la linea celular VIBO en ausencia (b) y
presencia (a) de IL-2 por a, 10, 13, 20, 30 minutos, |, 2 horas y 1, 2 dias. Los resultados muestran un producto de
amplificacian de 174 pb de caspasa-9 para ambas muestras. Con una expresion del amplificado igual y
constante, sin importan la presencia de IL-2 v el tiempo de cultivo.
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COMPARACION DE LA EXPRESION DE CASPASA-3 Y CASPASA-G EN LAS LINEAS C33 y VIBD.

Las lineas celulares C33 y VIBO son derivadas de células del carcinoma de cérvix, estadio |IA y B
respectivamente, considerados estadios tempranos del desarrollo neoplasico. Ambas lineas celulares se
desarrollaron por mutaciones de genes involucrados en el ciclo celular y tienen como caracteristica
principal ser negativas al genoma (ADN) del VPH que es considerado el principal factor etioldgico de esta
neoplasia.

Para esta comparacion se consideraron los datos obtenidos de las muestras de cultivos en ausencia y
presencia de 100 Ul/mL de IL-2 para C33 y VIBO. Se observa, ambas lineas celulares, la expresian de caspasa
-3 y caspasa-d en todos los tiempos de cultivo. Sin embargo, la mayor expresian del amplificado para las
caspasas se presenta en |a linea C33. Cabe mencionar que al comparar los resultados obtenidos con VIBO y
(33, esta dltima presenta un patran constante de expresion de ambas caspasas con respecto al tiempo de
cultivo, sin cambios por la presencia de IL-2. Para el caso de la linea VIBO se puede observar que existe
variacidn en |a expresion de caspasa -3 con respecto al tiempo, sobre todo en las muestras cultivadas en
presencia de |L-2. Mientras que para caspasa -3 no se observa variacidn en |a expresion del producto de
amplificacidn con respecto al tiempo 6 la presencia de [L-2 (figura 9).

C33 VIBO IL-2
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Figura 9. Expresion de caspasa-3 y caspasa-J en las lineas de Calu C33 y VIBO. Se realizo una comparacidn de la
expresian de casapasa-3 y -3 en las dos lineas celulares, observando una mayor expresidn de amplificado para caspasa-3
vy -9 en C33, en relacian a VIBO. Sin ninguna evidente requlacidn positiva del mensajera por parte de la |L-2.
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DISCUSION.
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Se sabe que IL-2 juega un papel importante en la respuesta inmunolagica mediada por los linfocitos T, en
particular los linfocitos T citotdxicos (CD8+), los cuales participan en |a respuesta antitumoral, por lo cual
esta citocina ha cobrado gran interés como alternativa terapéutica para combatir distintos tipos de céncer.

En proyectos previos, nuestro laboratorio, Oncologia Celular, evalud el papel de |L-2 sobre |a proliferacian de
lineas celulares de cancer cervicouterino (Calu) CALD e INBL, demostrando que estas células responden de
manera diferencial a distintas concentraciones de IL-2 exagena, a |0 Ul/ml induce su proliferacian, mientras
que a 100 Ul/mlL la inhibe. Estos datos indican que el efecto de esta citocina, sobre la proliferacion de las
células de CaCu, esté en funcian de su concentracian y el tiempo que permanece en el cultivo [106].

Por otro lado, se ha demostrado que al cultivar células de las lineas CALO e INBL (positivas a VPH) en
presencia de {00UI/mL de IL-2, las células no solo inhiben su proliferacian, sino que mueren por apoptosis
[107). La apoptosis se ha determinado por la presencia de anexina V y fragmentacidn de ADN, que se sabe son
procesos regulado por la sefializacion mediada tanto por caspasas iniciadoras, como por caspasas efectoras
G ejecutoras.

Con el propasito de estudiar si la requla IL-Z, también requlala expresian de mensajero para caspasa-3 y
caspasa - en células de Calu negativas a VPH, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de
[00Ul/mL de IL-2 exdgena en un modelo experimental /7 wiro. Para ello se evalud la expresian  del RNA
mensajero (RNAm) para caspasa-3 y caspasa-3 en células de las lineas C33 y VIBO cultivadas a diferentes
tiempos en ausencia y presencia de esta citocina.

Para conocer si las condiciones de la técnica RT-PCR, utilizada en este estudio, eran las aptimas se procedia
a realizar una PCR, para la proteina B-actina. Se utiliza B-actina como control interno de la PCR, ya que esta
es una proteina constitutiva en las células, debido a que estd involucrada en diversos procesos celulares y la
presencia de su producto de amplificacion es una prueba positiva para esta técnica. Los resultados muestran
para ambas lineas celulares, tanto para muestras estimuladas con IL-2 como para las muestras cultivadas
en ausencia de |L-2, una banda de 234 pb, tamafio esperado para el producto de amplificacion de b-actina,
con lo cual se corrobora que las condiciones de la PCR son las adecuadas para amplificar cualquier primer.

Es ampliamente reconocido que las funciones fisiolagicas de las caspasas, son conservadas en la mayoria de
las especies. |nvestigaciones recientes, sobre la actividad y los sustratos de las caspasas en ausencia de
muerte celular, han ayudado a definir y caracterizar las funciones de las caspasas. Con base a estas
investigaciones se han descrito dos funciones principales de las caspasas: 1) la apoptatica y 2) la no-
apoptatica [82].
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El papel de las caspasas apoptdticas en la muerte celular esté bien definido. En este proceso las caspasas -
2, -8, -9 y -0 son definidas como caspasas iniciadoras, mientras que las caspasas -3, -6 y -7, como
caspasas efectoras [I3].

Las funciones no-apoptaticas de las caspasas involucran una variedad de procesos celulares, uno de estos
es la proliferacion celular, donde algunos estudios han demostrado, un papel esencial de la caspasa-8 en |a
proliteracion de células del sistema inmunoldgico, como son los linfocitos. Estos estudios han demostrado
que pacientes con mutaciones en los zimogenos de caspasa-8 muestran deficiencias en la activacion de

linfocitos T, B y células NK [83].

Por otro lado, se sabe que caspasa-3 media la fosforilacion de las quinasas dependientes de ciclinas (CDK)
inhibidor de p2! contribuyendo a la progresitn del ciclo celular. La unian del inhibidor de COK p21 al PCNA, un
cofactor de la ADN polimerasa, promueve la proliferacidn celular [84).

Otra de las funciones no-apoptdticas de las caspasa es la diferenciacion celular, que se ha demostrado a
través de la enucleacin para conformar megacariocitos, eritrocitos, plaguetas y queratinocitos, proceso
en el cual participan las caspasa efectoras -B y -7. Las caspasa-2, -3 y -3 se activan de forma transitoria
durante este proceso, en la divisidn de proteinas nucleares [83.86).

En base a lo arriba mencionado y en las evidencias presentadas en este trabajo, que no muestran diferencia
entre |os productos de amplificacion para caspasa-3 y caspasa-d en las lineas celulares C33 y VIBO
cultivadas en ausencia 0 presencia de |L-Z. Demostramos que en estas células de CaCu, las caspasas
estan siendo transcritas constantemente, como proenzimas 6 zimogenos, cataliticamente inactivas, las
cuales pueden ser activadas por procesos de protedlisis mediado por un estimulo apoptatico. Por lo que, |3
transcripcion, observada, de las caspasas tendria el propasito de conformar un almacenamiento de pro-
enzima necesaria e indispensable, para un posible proceso de induccion de apoptosis en las cé

ulas
tumorales, siempre y cuando las células reciban una sefial de muerte.

Sin embargo, ya que recientemente, se ha publicado que las caspasa-3 y caspasa-3, a pesar de ser
clasificadas como caspasas pro-apoptaticas, también pueden realizar otras funciones como la proliferacidn,
diferenciacion y maduracion celular, pensamos que no podemos descartar que la presencia de los
amplificados para caspasa-d y caspasa-d, sin cambio en presencia de IL-Z, en las lineas celulares C33 y
VIBO puedan estar relacionados con alguno de estos procesos celulares no apoptaticos [82).

Lo antes mencionado indica que si una célula tumoral no recibe una sefial de muerte, las caspasas que
sintetiza pueden estar participando en los procesos de proliferacian, que podria ser otro mecanismo por el
cual las células tumorales sustentan su progresian.

52|Pagina
FACULTAD DE ESTUDIDS SUPERIORES ZARAGOZA



LINIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

El proceso de apoptosis se da por dos vias, la primera denominada via extrinseca o de receptores, donde |
activacion de caspasa-8 es considerada clave en la iniciacion del proceso de muerte celular, mediada por
receptores de muerte. Por ejemplo, tras |a activacion de receptores de INF, |a caspasa-8 es reclutada por
el complejo inductor de sefializacion de muerte (DISC) a través de la unian de la proteina adaptadora FADD.
Esto da lugar a |a activacion de la caspasa-8 y con ello la muerte celular (38, 40].

La sequnda via de |a apoptosis es denominada via intrinseca o mitocondrial donde la caspasa-J es esencial
para su activacidn. La activacion de caspasa -3 es mediada por proteinas de la familia Bel-2. En esta via de
muerte celular, la mitocondria libera al citosol citocromo c que se une a APAF para formar el apoptosoma
que activa a caspasa-d y esta a caspasa-3 [46).

Ambas vias del |a apoptosis activan a las caspasa-3, -B y -7 efectoras, rio abajo, las cuales se uniran a
diferentes sustratos celulares para generar los cambios moleculares caracteristicos de la apoptosis, que
son el resultado de una serie de eventos jerarquicos [77).

Esta jerarquia del proceso apoptdtico lo podemos correlacionar con nuestros resultados que muestran una
mayor expresian de los productos de amplificacion para caspasa-J y menor expresian de caspasa -3, en
ambas lineas celulares para los mismos intervalos de tiempo. Aunque caspasa-3 es definida como iniciadora,
capaz de desencadenar el proceso de apoptosis a nivel mitocondrial, ésta no es |a tnica funcian celular que
posee, ya que se ha reportado que esta caspasa participa en la diferenciacion de células linfoides [83, 86].
Por lo cual, en las lineas celulares de CaCu, la sintesis de RNAm para caspasa-3 puede inducir su muerte por
apoptosis @ bien promover su proliferacion. Mientras que la menor expresion de caspasa-3 se puede atribuir
a su participacion posterior, siempre y cuando, la célula reciba una sefial de muerte. Sin embargo, no
debemos olvidar que caspasa-3 también puede participar en procesos celulares diferentes al de |a ejecucian
de |a apoptosis, tal como ocurre con células linfoides donde esta caspasa promueve su proliferacian [84).

Ahora bien, |a expresion constante del mensajero para caspasa-d y caspasa-d en los diferentes tiempos de
cultivo de las células de CaCu en presencia de IL-2. Indica que la citocina exdgena no tiene un papel
significativo en la requlacian de la transcripcion de RNAm para caspasa-3 y caspasa-J en las lineas C33y
VIBO. Con lo cual evitan entrar a un proceso de muerte celular por apoptosis inducida por IL-2. Los datos
obtenidos para las lineas C33 y VIRO se oponen a |o reportado por del Rio, Ortiz 2010, quien demuestra que
otras lineas de Calu CALD e INBL, son inducidas a muerte por apoptosis cuando son cultivadas en presencia

de 100 Ul/mlL de IL-2 exagena.

Esta respuesta diferencial a IL-Z, sobre la expresion de mensajeros para caspasas, en las lineas de CaCu
utilizadas nos hace pensar que la sola presencia de IL-Z en el medio de cultivo, no es condicidn suficiente
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para inducir la transcripcion del mensajero para caspasas e inducir la muerte por apoptosis de las células.
Por lo cual debemos de considerar la influencia der otras caracteristicas de las masas tumorales para
determinar su respuesta a |L-Z. Una de estas caracteristicas a tomar en cuenta es el estadio de los tumores
a partir de |os cuales se obtuvieron las lineas celulares.

La informacian con que contamos demuestra que ambas lineas celulares pertenecen a estadios tempranos
del desarrollo neoplasico, la linea C33 pertenece a un estadio ||A mientras que VIBO corresponde a un
estadio |IB, estadios de desarrollo muy cercano por lo que esperabamos que IL-2 reqularéd de una manera
muy parecida la expresion del mensajero de caspasas-3 y caspasa -3 entre ambas lineas. 0 bien que
requlara positivamente la expresidn del mensajern de estas caspasas tal y como se ha reportado para |
linea CALD estadio IIB, en la cual |a adician de |L-2 exdgena ademas de reqular el aumento del RNAm para
caspasa-d y caspasa-d induce la muerte por apoptosis en estas células. Sin embargo, los resultados
obtenidos para [33 y VIBO no muestran cambios en la expresion del mensajero para las caspasas, a
diferencia de la linea CALD. Cabe destacar que los resultados obtenidos para VIBO y CALD, ambas estadio IIB,
son opuestos, por |o cual el estadio de la masa tumoral, que dio origen a |a linea celular, no es el factor que
determina |a respuesta que las células de CaCu tienen ante 1L-2 y debemos pensar en otra caracteristica de
las lineas celulares que podria estar modulando la regulacian de la expresion de mensajero para caspasas

en (33 y VIBO.

Al respecto, proponemos que la infeccian por virus del papiloma humano (VPH) en las células del cancer
cervicouterino, puede ser el factor que influya en la respuesta de las células a [L-2. Se sabe que Ia
transformacian neoplasica de las células del cérvix se debe a una infeccion por el VPH, de hecho el 99% de
|as biopsias de este tipo de tumor presentan proteinas virales.

Dado que las lineas celulares C33 y VIBO son negativas al VPH y la linea CALD es positiva a VPH, suponemos
que las proteinas virales pueden estar involucradas en la requlacian de la expresian de mensajero para las
caspasas en la linea celular CALD lo cual no ocurre en C33 y VIBO por la ausencia de estas proteinas virales.
Por lo que proponemos que la presencia de las proteinas virales en las células del Calu las hace més
susceptibles a morir por apoptosis, en presencia de IL-2, tal como el reporte de del Rio-Ortiz [107).

Por otro lado, contamos con datos de Martinez-Fernandez 2011, quien trabajo con las lineas celulares CALO e
INBL (positivas al VPH) y demuestra que la adiccion de 100 Ul mL de IL-2 regula positivamente la expresidn
de caspasa-d y caspasa -J en estas lineas. Por lo que sugerimos que la regulacion, por parte IL-2, en la
expresion del mensajero para caspasas en las células de Calu, esta requlada por la presencia del VPH.
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Otra caracteristica de las células de CaCu. a considerar y que puede intervenir en la regulacion de
mensajeros para caspasas, es la expresion de receptores para IL-Z. Alvarado Moreno, 1937 y Rangel Corona
2010, reportan |a presencia del receptor para IL-2 (RIL-2) en las lineas de CaCu CALD e INBL, misma lineas,
que dé a cuerdo con Martinez-Fernandez, responden a IL-2 requlando la expresion de mensajero para
caspasas -3 y caspasa-J. Los datos de Herrera-Miranda (datos no publicados), reportan que la linea celular
[33, no transcribe RNA mensajero para las cadenas . B. y vy, del RIL-Z, eventa que no se modifica al
cultivar a estas células en presencia de IL-2. Los resultados de Herrera-Miranda sugieren que la presencia
del RIL-2 en células de Calu determina la regulacian de la expresitn del mensajero para caspasas-d y
caspasa -J en estas células.

La presencia del VPH y la expresidn del IL-2R en células de CaCu pueden jugar un papel importante en los
procesos de  proliferacion, diferenciacion y muerte celular.

Finalmente, podemos proponer que la nula regulacian de |a expresian del mensajero para las caspasas-3 y
caspasa-d. en las lineas celulares C33 y VIBO, cultivadas en presencia de IL-Z, dependen de la falta de
expresion del receptor para IL-2 y de |a no presencia de proteinas viral del VPH. Y que, el estadio de tumor
no modifica la respuesta de las lineas celulares a IL-2. Por lo cual, el uso de IL-2 como tratamiento para
células de céancer cervicouterino se puede considerar una alternativa prometedora en células positivas a

RIL-Z'y VPH.
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CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS.
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CONCLUSIONES:

e |a transcripcion de RNAm para caspasa-3 y caspasa-3. en células de cancer cervicouterino £33 y
VIBO estan siendo codificadas constantemente.

e |aexpresian del RNAm para caspasa-3 es mayor que el de caspasa-d, en las lineas celulares 033 y

VIBD.

e [00UI/mL de IL-2 no modifica la expresidn basal del RNAm para caspasa-3 y caspasa-3 en células
de cancer cervicouterino C33 y VIBI, negativas al VPH.

e laexpresian de caspasa-3 y caspasa-3 por {00 Ul/ml de IL-2, podria estar mediada por la presencia
de RIL-2 y de proteinas virales del VPH.
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PERSPECTIVAS:

Para ampliar el estudio del comportamiento de las caspasas, en las lineas celulares £33 y VIBO en presencia
de IL-2. seria conveniente realizar los siguientes experimentos:

e |dentificar la presencia de caspasa-3 y caspasa-J en las lineas celulares 33 y VIBO en presencia

de 100 Ul/mL de IL-Z.

e Determinar |a actividad de |a caspasa-3 y caspasa-J en presencia de IL-2.

e Transfectar |a lineas celulares C33 y VIBO con el genoma del VPH y evaluar la expresian del RNAm
para caspasa-d y caspasa-J en presencia de [L-Z.
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ANEXD |
MEDIO Y SOLUCIONES DE CULTIVO

Medio de Cultivo
o RPMI-I640/10% SFB
Soluciones para cultivo

e Solucidn fisioldgica de verseno

o Solucidn de Fosfatos (PBS)

ANEXD I
REACTIVOS PARA RT/PCR

Reactivos para Extraccidn ARN Total

o Trizol
e [loroformo
e |[sopropanol
o Ftanol 70%
e Hylinyectable
e Hyl libre de RNAsas
Reactivos para Retrotranscripcidn (RT)

e Amortiguador aX (Invitrogen)
o DTT0.IM (Invitrogen)

o Enzima MMLV-RT (Invitrogen)
o [NTP"S omM (Fermentas)

e [lign dT (Promega)

Reactivos para (PCR)

Amortiguador aX Green GoTaq (Promega)
ONTP S 10 mM (Fermentas)

Enzima GoTag DNA Polimerasa au/ L
(Promega)

Primers: B-actina (I:10), Caspasa 9 (l:0).
Caspasa 3 (I:2) (Invitrogen)

Reactivos y soluciones para electroforesis

Agarosa (Invitrogen)

TBE1OX 1X. 0.5 X

Lel de agarosa al 1.a%

Marcador de peso molecular

Buffer de carga Blue/Orange  BX
(promega)

Bromuro de etidio

ANEXD Il
PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

Desactivacidn del Suero Fetal Bovino (SFB)

El suero fetal bovino (Gibco) se deja descongelar a

temperatura ambiente, una vez descongelado, se

pasa a un bafio de agua a 97°C durante 30

minutos. Esto se hace para inactivar proteinas de
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bajo peso molecular que pueden inferir con el
crecimiento celular,

Solucidn fisioldgica de Verseno

En 800 mlL de agua bidestilada, se disuelven las

siguientes sustancias.

-Tris base 3.04
gramos
-Cloruro de sodio 800
gramos
-Clorura de potasio 0.40
gramos
-Etilen-diamino-tetra-acetico (EDTA) 0.20
gramos

Nota: El pH se ajusta a 7.7 con acido clorhidrico 10
Normal, se lleva el volumen a | L y en seguida se
esteriliza en autoclave a 20 libras de presidn
durante 20 minutos.

Solucién Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

En 800 mlL de agua bidestilada, se disuelven las

siguientes sustancias:

-Cloruro de sodio 8.0
gramos
-Fosfato de sodio monobésico 2.88
gramos
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-Fosfato de potasio 0.4
gramos
-Cloruro de potasio 0.20
gramos

El pH se ajusta a 7.2 con acido clorhidrico 10
Normal, se lleva el volumen a I L y en sequida se
esteriliza en autoclave a 20 libras de presidn

durante 20 minutos.

DNTPS 10 mM (MIX)

Todos los nucledtido se encuentran a una
concentracidn de (00 mM, de los cuales se toman
las siguientes cantidades:

-[00ul de A

-100 pl de B

00 plde T

-100 pl de G

Estos se diluyen en 600 pl de agua libre de Rnasas

para obtener | mL a una concentracian de 10 mM.

TBE 10X
- 108 gramos de Tris base

- 0a gramos de Acido barico

-40 mlL de EDTAD.O M
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Nota: lleve a 1000 ml con agua destilada, si hay
precipitaciones  debe descartarlas. Guardar a

temperatura ambiente.

TBE 1X
Tomar 90 ml de TBE 10X y diluirlo en 450 ml de

agua destilada.

TBE 0.5X
Tomar 250 ml de TBE IX'y diluirlo en 250 ml de

agua destilada.
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EDTAD.GM

-186.1 gramos de EDTA

-1000 ml de agua destilada

Nota: disolver el EDTA en los 1000mlL de agua
destilada y llevar a PH 8.

Gel de agarosa 1.5%
-1.0 gramos de agarosa en 100 ml de TBE (X

Marcador de Peso Molecular
El marcadores de pesos moleculares d escalera
utilizado en la electroforesis fue de 100 a 1000 pb

(Fermentas).

MassRuler™ Express LR Reverse DNA Ladder, ready-to-use

bp  ng/20pl ng/15pl ng/10pl ng/Spl

0491

1% TopVision™ Aparose (#R

10 ullane, 8 cm length gel,
IXTAE, 7 Wem, 30 min
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