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Resumen

El cancer cervicouterino es una de las neoplasias mas frecuentes y mortales en mujeres
mexicanas, ya que presento una incidencia de 7,896 casos y una mortalidad de 4,121 casos
en 2018. Ademas, México se encuentra entre los paises con mayor incidencia de cancer
cervicouterino en Centroamérica (GLOBOCAN, 2018). Estos datos ubican a esta

enfermedad como un gran reto para la salud publica a nivel nacional.

Actualmente esta perfectamente establecida la relaciébn que existe entre el virus del
papiloma humano (VPH) y el cancer cervicouterino, Lépez-Saavedra y Lizano-Soberdn
(2006) lo identificaron en 99,8% de mujeres con cancer cervicouterino. Cerca de 40 tipos
del VPH pueden infectar la regién anogenital, de los cuales los tipos virales de alto riesgo
oncogénico mas frecuentes son los 16 y 18, estos se caracterizan por inducir al desarrollo
del tumor maligno mediante dos importantes proteinas E6 y E7, las cuales estan
involucradas en el control del ciclo celular, apoptosis, proliferacion celular, procesos de
reparacion del DNA, respuesta inmune e inactivan a los genes supresores de tumores p53
y PRB respectivamente, favoreciendo la transformacién maligna (L6pez-Saavedra y Lizano-
Soberdn, 2006).

La mitocondria es un elemento primordial en el desarrollo del cancer. Las células
cancerosas presentan una sobreproducciéon de ATP como requerimiento para su
crecimiento, una dependencia mayor al metabolismo mitocondrial (Tian et al., 2018),
mutaciones en el ADN mitocondrial y enzimas tales como; succinato deshidrogenasa,
fumarato hidratasa e isocitrato deshidrogenasa (Wallace, 2012), cambios en el nivel
intracelular de calcio (Hsu et al., 2016), el estrés oxidativo debido a un incremento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (Vyas et al., 2016) y la liberacion de proteinas
proapoptéticas debido la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (Norberg,
et al., 2010). Estas caracteristicas sugieren que la funcién incorrecta de la mitocondria juega
un papel critico en la progresién del cancer, ya que las proteinas asociadas a estos

procesos pueden ser blancos para el desarrollo de las terapias anticancer.

En el presente proyecto se utilizé la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas, con el propdsito de identificar las proteinas de extractos mitocondriales enriquecidos
de dos lineas celulares de cancer cervicouterino con presencia de VPH, CalLo (VPH18) y

SiHa (VPH16), utilizando una linea celular control de queratinocitos de neonato (HaCaT).



Se obtuvo un total de 1704 proteinas totales, de las cuales 62 proteinas fueron especificas
para HaCaT, 110 para CalLo y 24 para SiHa. El analisis de la expresion de proteinas entre
las lineas celulares se llevd a cabo por medio de un andlisis de varianza (ANOVA). Se
obtuvieron 99 proteinas sobreexpresadas en HaCaT, 103 proteinas en CalLo y 177

proteinas en SiHa.

Con las proteinas sobreexpresadas en cada linea celular se llevo a cabo un analisis de
enriguecimiento para mostrar los procesos mas significativos de cada linea celular. Asi
mismo, estos datos sefialan la presencia de procesos biologicos asociados a
tumorogénesis en las lineas celulares de cancer cervicouterino, estos resultados muestran

un perfil oxidativo en CaLo y un perfil asociado a glicélisis aerdbica en SiHa.

Finalmente se construyd una red de interacciones proteina-proteina de cada linea celular
para determinar los "genes clave™ de los principales procesos biolégicos. Los "genes clave”
de HaCaT (HNRNPA3 y HNRNPM) fueron previstos por tener funciones principalmente en
el procesamiento de ARN, la biogénesis ribosomal (RPS7 y NPM1) y la asociacion al
citoesqueleto (VCL). Por otro lado, los "genes clave™” presentes en las lineas celulares de
cancer cervicouterino exhiben funciones asociadas al desarrollo del tumor; en el caso de
CalLo (EGFR) la asociacion a metastasis y la sintesis de ATP (ATP5D, ATP5L, ATP50,
ATP5F1). Por otro lado, en SiHa; invasion (MYH10), la induccién de angiogénesis (ISG15),
la evasion de apoptosis (HSPADS), la homeostasis redox (P4HB), asi como la asociacién con
el virus (ITGB1).



l. Introduccion

I.I. Definicién de cancer

Actualmente el cancer es considerado como un desorden de células que se reproducen
de manera anormal, dirigiendo a la formacién de tumores malignos que crecen dafiando
y alterando la fisiologia de tejidos vecinos (Sanchez, 2015). Los tumores, en general
tienden a ser heterogéneos, se ha demostrado en distintos estudios que las muestras
tumorales incluyen células normales, células estromales, vasos sanguineos e incluso
células inmunes, entre otras (Yates y Campbell, 2012) (figura 1). Es decir, la evolucion
del cancer es el resultado de las interacciones celulares y moleculares de las células

tumorales con el microentorno del tumor (Bindea et al.,2010).

El proceso por el cual las células normales se transforman en cancerosas se denomina
carcinogénesis. Este suceso ha sido revisado mediante el desarrollo de técnicas
genéticas, las cuales establecen, que la transformacion progresiva de células normales
a células altamente malignas es llevada a cabo por alteraciones del genoma. Las
mutaciones del material genético le confieren a la célula una capacidad de reproducirse
a una tasa mayor que su sucesora, generando una descendencia que conserva esta
mutacion. Posteriormente, las células hijas acumulan subsecuentes, y diversas
mutaciones que permiten generar clones, asi, estos presentaran capacidades
superiores de proliferacién, con respecto a las células normales (Catherine Sanchez,
2015). Por otro lado, las células del sistema inmune son capaces de eliminar algunas de
estas células tumorales. Sin embargo, algunos de estos clones pueden adquirir nuevas
capacidades que les permite evadir los mecanismos de control celular, desarrollando

neoplasia (Garraway, 2013).
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Figura 1: El microentorno del tumor (modificado de Hanahan y Weinberg, 2011).

I.I.I.  Caracteristicas particulares del cancer

Las principales caracteristicas del cancer fueron descritas por Hanahan y Weinberg en

2011 (figura 2), estas caracteristicas constituyen un perfil organizado para el dafio

neoplésico, las cuales son adquiridas por las celulas durante la carcinogénesis

(Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 2: Esquema de las caracteristicas particulares del cancer (modificado de Hanahan y
Weinberg, 2011).

I.II1.l. Sefalizacion proliferativa

La sefializacion proliferativa asegura la homeostasis celular, permitiendo el namero de
células suficientes para mantener una funcién correcta y una estructura tisular
adecuada. En los tejidos normales se encuentra controlada por; la produccion y la
liberacion de sefales inductoras de crecimiento, la progresion a través del ciclo celular
y el crecimiento de la célula. En el caso de las células cancerosas estas sefiales
inductoras de crecimiento se encuentran desreguladas, la existencia de estas sefales
son permitidas en gran parte por los factores de crecimiento que se unen a receptores
de superficie celular que usualmente contienen dominios intracelulares de tirosina
cinasa, de esta manera se emiten sefiales mediante rutas de sefializacion intracelular
las cuales regularan la progresion a traves del ciclo celular y también el incremento del
tamano celular (Hanahan y Weinberg, 2011).

Asi mismo, las células cancerosas pueden adquirir la capacidad para sostener la

sefalizacion proliferativa mediante rutas alternativas como; la produccion de ligandos



de factores de crecimientos propios, resultando en estimulacion proliferativa autocrina
(Hanahan y Weinberg, 2011). Las sefiales inductoras de crecimiento también se han
descrito asociadas a otras propiedades celulares como: el metabolismo energético y la

sobrevivencia célular (Hanahan y Weinberg, 2011).

I.I.LII. Evasion de los supresores de crecimiento

Las células cancerosas pueden evitar procesos que regulan negativamente la
proliferacion celular, muchos de estos procesos dependen de las acciones de genes
supresores de tumores. Los genes supresores de tumores operan de diferente manera
para reducir el crecimiento y la proliferacién celular, dichos genes han sido descritos

por su inactivacion en diferentes tipos de cancer (Hanahan y Weinberg, 2011).

Experimentos con ratones han demostrado que algunos genes funcionan como
supresores de tumores ya sea por la pérdida o aumento de estos, los dos genes
supresores de tumores mas conocidos son RB (asociado a retinoblastoma) y las
proteinas TP53 (proteina 53 asociada a tumor, TP53: por sus siglas en inglés). Estos
genes operan controlando el crecimiento celular por medio de dos circuitos que dirigen
a la adecuada proliferacion celular, o alternativamente a la senescencia celular o
apoptosis (Hanahan y Weinberg, 2011). La proteina RB integra sefiales extracelulares
e intracelulares para regular el ciclo y el crecimiento celular por medio de sefales
inhibitorias de crecimiento (Burkhart y Sage, 2008; Deshpande et al., 2005; Sherr y
McCormick, 2002; Hanahan y Weinberg, 2011). Pero en las células cancerosas con
defectos en la funcién de RB se produce una inestabilidad que permite la proliferaciéon
celular. Por otra parte, si TP53 recibe entradas de sensores de estrés y anormalidades,
si el dafio al genoma es excesivo, si existe una escasez en la oxigenacion,
concentracion de glucosa, niveles de nucle6tidos o sefiales inductoras de crecimiento,
TP53 puede detener la progresion celular hasta que las condiciones sean
normalizadas, incluso en caso de que exista un dafio grave o irreparable TP53 dirigira

a apoptosis (Hanahan y Weinberg, 2011).



L.LLIII. Resistencia a la muerte celular
Este proceso es llevado a cabo cuando las células cancerosas evitan la muerte celular
programada, como es conocido la apoptosis es inducida por el estrés fisiolégico que
las células cancerosas presentan durante la tumorgénesis, resultado del desequilibrio
de la sefializacion oncogénica alta y el dafio a ADN (Adams y Cory, 2007; Lowe et al.,
2004).

La maquinaria apoptotica compuesta por la sefalizacion extracelular asociada a Fas
(receptor de muerte celular) conocida como apoptosis extrinseca, y la sefalizacion
intracelular también conocida como intrinseca (asociada a la mitocondria), presentan
la activacion de caspasas 8 y 9 respectivamente que dirigen a una cascada proteolitica.
La regulacion de la apoptosis es controlada por la familia de proteinas regulatorias Bcl-
2 (Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1y Al), las cuales son unidas a dos proteinas proapoptéticas (Bax
y Bak), estas proteinas proapoptéticas se encuentran presentes en la membrana
externa mitocondrial las cuales liberan citocromo c entre otras proteinas de
sefalizacién proapoptéticas (Adams y Cory, 2007; Willis y Adams, 2005). Por otro parte,
las células tumorales presentan variedad de estrategias para evadir la apoptosis, los
mas comunes serian: la perdida de TP53, lo cual provoca que no exista ninglin sensor
de dafio durante la apoptosis; el incremento de la expresion de reguladores
antiapoptéticos como Bcl-2 y Bcl-xl, o bien, el sobrevivimiento de factores
proapoptoticos como Bax, Bim y Puma (Hanahan y Weinberg, 2011). Ademas, se ha
descrito que la apoptosis puede ser anulada en tumores malignos (Adams y Cory, 2007;
Lowe et al., 2004).

I.ILLLIV. Lainmortalidad replicativa

Las células cancerosas surgen de la poblacién celular en crisis presentando un
potencial replicativo conocido como inmortalizaciéon (Hanahan y Weinberg, 2011). La
proliferacion ilimitada se encuentra ampliamente asociada a la telomerasa encontrada
en los cromosomas (Blasco, 2005; Shay y Wright, 2000), la telomerasa protege los
extremos de los cromosomas agregando segmentos repetidos de telomero al final del
ADN telomérico. Sin embargo, en las células no inmortalizadas la telomerasa pierde
funcionalidad, pero en la mayoria de células inmortalizadas espontdneamente,
incluyendo las células cancerosas, la telomerasa se encuentra expresada

funcionalmente (Hanahan y Weinberg, 2011).



[.I.LLV. Induccién de angiogénesis

Durante la embriogénesis se desarrolla la vascularizacién y todos los procesos
adyacentes a ella, procesos que en el adulto ya han finalizado; en contraste, con el
tumor cancerigeno ocurre una vasculatura quiescente conocida como angiogénesis,
gue continda amplidndose a nuevos vasos sanguineos. Esta vasculatura es inducida
durante el desarrollo de los diferentes tipos de cancer invasivos (Hanahan y Weinberg,
2011), la cual tiene el propésito de expandir el crecimiento neoplasico (Hanahan y
Folkman, 1996).

Existen reguladores angiogénicos que inhiben, o estimulan a las células vasculares
endoteliales, estos reguladores angiogénicos son proteinas de sefializacion con unién
a receptores celulares, algunos de ellos son: el factor A de crecimiento endotelial
vascular (VEGF-A), y la trombospondina 1 (TSP-1) (Hanahan y Weinberg, 2011). El
gen VEGF-A codifica ligandos involucrados en el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos durante el desarrollo posnatal y embridénico, pero también en la
homeostasis de las células endoteliales durante situaciones patolégicas y fisioldgicas
en el adulto (Hanahan y Weinberg, 2011). No obstante, la expresion del gen VEGF
puede ser sobreregulada por la sefializacion oncogénica (Ferrara, 2009; Mac Gahann
y Popel, 2008; Carmeliet, 2005).

I.I.LLVI. Activacion de lainvasion y metastasis

El multiproceso de invasion y metastasis abarca muchos cambios celulares entre los
gue destacan: la invasion local, la intravasacion de las células cancerosas hacia vasos
linfaticos y sanguineos, el transito de las células cancerosas a través de los sistemas
linfaticos y sanguineos, posteriormente el escape de las células cancerosas de los
vasos al parénquima de tejidos distantes (extravasacion), seguido de la formacion de
nédulos pequefios de células cancerosas, y finalmente, el crecimiento de las lesiones
micrometastasicas hacia tumores macroscépicos o usualmente llamado colonizacion
(Hanahan y Weinberg, 2011). La proteina E-caderina es de suma importancia para la
adhesioén celular, la cual forma uniones adherentes con las células adyacentes. Sin
embargo, en las células cancerosas se descrito una inactivacién y subregulacion de

esta proteina, la cual podria dirigir a invasion (Hanahan y Weinberg, 2011).



[.L.LLVIl. Mutacién e inestabilidad gendémica

La habilidad de la polimerasa en el genoma para resolver y detectar defectos en el ADN
es altamente exitosa. Sin embargo, pueden llegar a existir mutaciones en cada
generacion celular, y en el caso de las células cancerosas no es la excepcion. Las
células cancerosas tienden a incrementar los rangos en mutaciones (Negrini et al.,
2010; Salk et al., 2010), y estas mutaciones también suelen ser producidas por agentes
mutagénicos, la acumulacién de mutaciones puede ser acelerada comprometiendo la
integridad gendmica causando dafio celular, senescencia o apoptosis (Jackson y
Bartek, 2009; Kastan, 2008; Sigal y Rotter, 2000). Es importante mencionar que TP53
tiene una funcién importante en este proceso, detectando el dafio a ADN, activando la
maguinaria de reparacion para restaurar el ADN dafiado, asi como inactivando o
interceptando moléculas mutagénicas antes de que causen dafio en el ADN (Negrini et
al., 2010; Ciccia y Elledge, 2010; Jackson y Bartek, 2009; Kastan, 2008; Harper y
Elledge, 2007; Friedberg et al., 2006).

L.LLVIIL. Inflamacién promovida a tumor

Cada lesion neoplasica contiene células inmunes, estas células han sido detectadas
por técnicas de tincidn histoquimicas (Pages et al., 2010), con las que se han
demostrado que la presencia de estas células son un intento del sistema inmune para
erradicar los tumores por medio de la respuesta inmune. Sin embargo, el tumor evade
la destruccion inmune (Hanahan y Weinberg, 2011). En otros experimentos se ha
demostrado que los efectos inductores de tumores de las células inmunes y la
asociacion al sistema inmune innato presentan un papel en la progresién neoplasica
(DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Qian y Pollard, 2010; Colotta et al.,
2009), describiendo asi mismo, que la inflamacion puede contribuir a mdultiples
caracteristicas facultativas del cancer por medio de moléculas bioactivas ante el
microentorno tumoral, que incluyen: factores de crecimiento para la proliferacion,
factores proangiogénicos, enzimas modificantes de la matriz celular que facilitan la
angiogénesis, la invasion y la metastasis (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al.,
2010; Qian y Pollard, 2010; Karnoub y Weinberg, 2007)



[.I.1IX. Reprogramacion del metabolismo energético.

Las células cancerosas pueden reprogramar su metabolismo de glucosa y su
produccién energética, esta reprogramacion sucede cuando existe una limitacion de su
metabolismo energético en gran parte de la glicélisis que dirige a un proceso conocido
como “glicdlisis aerdbica”. Durante esta reprogramacion metabdlica aparentemente
establece, las células cancerosas compensan la baja eficiencia de la produccion de
ATP, que era proporcionada por la glicélisis para la fosforilacién oxidativa mitocondrial
(Hanahan y Weinberg, 2011). Asi mismo, se ha demostrado que gran parte del proceso
de reprogramacién metabdlica es por la sobrerregulacion de transportadores de
glucosa, como GLUTL, el cual incrementa el importe de glucosa hacia el citoplasma
(Jones 'y Thompson, 2009; DeBerardinis et al., 2008; Hsu y Sabatini, 2008). Por lo tanto,
el incremento y la utilizacion de glucosa ha sido documentado en muchos tipos de
tumores, este estimulante glicolitico ha sido descrito asociado a la activacion de
oncogenes como Ras, Myc, y TP53 (DeBerardinis et al., 2008; Jones y Thompson,
2009), dichas alteraciones en las células tumorales han sido asociadas a beneficiar la
tumorogénesis, confiriendo caracteristicas de la proliferacion celular y la evasion a la

apoptosis.

[.I.1.X. Evasion de la destrucciéon inmune

El sistema inmune juega un papel importante en la erradicacion de la formacion y
progresion de neoplasias y micrometastasis en algunas formas canceres no inducidos
por virus. Las pruebas hechas con ratones deficientes de varios componentes del
sistema inmune han demostrado que los tumores son més frecuentes y crecen mas
rapido en ratones inmunodeficientes, particularmente deficientes del desarrollo o
funciébn de CD8+, linfocitos T citotéxicos (CTLs), CD4+Thl células T y las células
asesinas naturales (NK), las cuales conducen a un incremento en la incidencia del
tumor (Teng et al., 2008; Kim et al., 2007).

I.I1.1l. Estadisticas del cancer

El cancer es considerado una de las principales causas de mortalidad en todo el
mundo segun datos de la OMS (OMS, 2012). En el afio 2018 existieron 9.6 millones

de muertes relacionadas a cancer, los tipos de cancer con mayor numero de



defunciones fueron los siguientes: cancer de pulmoén, higado, estomago, mama,

colorrectal, eséfago y cervicouterino, entre otros (GLOBOCAN, 2018) (figura 3).
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Figura 3: Grafica de los tipos de cancer con mas ndmero de muertes en el mundo, mostrado en
nameros de casos (modificado de IARC, GLOBOCAN 2018). En el eje X se muestra el nimero de

muertes, y en el eje Y el nombre del tipo de cancer.

GLOBOCAN reporté 1,310,000 de casos de incidencia de cancer durante el 2018.
Definimos incidencia como el nimero de casos nuevos en un periodo especifico y area
geogréfica, donde los tipos de cancer con mayor nimero de casos a nivel mundial

fueron; pulmén, mama, colorrectal, préstata, entre otros (figura 4) (GLOBOCAN, 2018).
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Figura 4: Gréfica de los tipos de cancer con mas incidencia en el mundo, mostrado en niimeros
(modificado de IARC, GLOBOCAN 2018). En el eje X se encuentra el nimero de incidencia, y en el
eje Y el nombre del tipo de cancer.

El cancer cervicouterino es la segunda neoplasia mas frecuente a nivel mundial,
prsentando mas de 690,000 defunciones, de las cuales el 85% ocurren en paises en
vias de desarrollo, incluyendo América Latina (figura 5).
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Figura 5: Grafica de los paises con mayor nimeros de casos de defunciones por cancer

cervicouterino. (modificado de IARC, 2018). En el eje X se encuentra el numero de defunciones, y

en el eje Y el pais.

En México se reportaron 569,847 (6.6%) casos de incidencia y 311,365 (7.5%)
muertes por cancer cervicouterino en el 2018, colocando a esta neoplasia en el tercer
lugar. Es importante mencionar que las presentes cifras fueron Unicamente en las
mujeres de México, lo cual lleva a considerar a CaCu como uno de los tipos de cancer

ginecoldgicos mas comunes en México (figura 6).
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Figura 6: Gréfica de los tipos de cancer con mas casos de muertes en mujeres de México (modificado
de IARC, 2018). En el eje X se encuentra los numeros de muertes, y en el eje Y el nombre del tipo

de cancer.

I.Il. Cancer cérvicouterino

El cancer cérvicouterino (CaCu), es un cancer de lenta y progresiva evolucion, el cual
se desarrolla en el epitelio cervical y el cuello uterino. Este tipo de cancer presenta
etapas previas de lesiones neoplasicas intraepiteliales (NIC) de grados 1 a 3 (tabla 1),
gue por lo regular son inducidas por agentes oncogénicos, como el virus del papiloma
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humano (VPH) (Jadon, 2012), considerado el principal factor de riesgo para el CaCu
(OMS, 2018) presentes en un 99.7% de los casos.

Cabe sefalar que también existen otros factores como; el embarazo en mujeres
jévenes <17 afios de edad, lo cual aumenta al doble la posibilidad de desarrollar
posteriormente cancer cérvicouterino, los multiples embarazos también incrementan
el riesgo, debido a cambios hormonales, o un sistema inmune débil durante el
embarazo, asi mismo, el tabaquismo incrementa riesgos de cancer de células
escamosas por exposicion del cuerpo a quimicos, el uso de contraconceptivos orales
por periodos prolongados también predispone fuertemente a padecer céncer
cervicouterino. No obstante, también existe una predisposicidon genética, ya que una
mujer con antecedentes familiares tiene 2 a 3 veces mas riesgo de desarrollar CaCu
gue la mujer sin historial familiar relacionado a CaCu. Por otro lado, una dieta sana
gue incluya frutas y vegetales pueden reducir el riesgo a desarrollar cancer
cervicouterino (Lopez-Saavedra y Lizano-Soberon, 2006). Sin embargo, el CaCu
puede ser detectado y tratado completamente en los diferentes estados

precancerosos, los cuales han sido descritos por la FIGO (tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion del sistema FIGO para cancer cervicouterino (Sobin y Wittekind, 2002).

ESTADO DESCRIPCION
1A Cancer invasivo identificado solo microscépicamente. La invasién es medida con miximo de
profundidad 5 mm y no mas grande que 7 mm.

1A1 Mide la invasion del estroma, no mas grande que 3 mm de profundidad y no mas amplia de 7
mm de diametro.

1A2 Mide la invasion del estroma mas grande que 3 mm pero no mas de 5 mm de profundidad y no
mas amplia que 7 mm en diametro.

IB Las lesiones clinicas confinadas a cérvix, o lesiones preclinicas mas grandes que el estado IA.
Todas las lesiones gruesas aun con invasién superficial son cdncer de estado IB

IB1 Las lesiones clinicas no mas grandes que 4 cm de diametro.

B2 Lesiones clinicas mas grandes de 4 cm en tamafio.

1A Sin involucramiento del parametrio, involucramiento de dos tercios superiores de la vagina.

IAB Involucramiento evidente del parametrio, pero no hacia la pared pélvica.

1A Sin extensidén hacia la pared pélvica, pero involucrando un tercio inferior de la vagina.

HB Extensién hacia la pared pélvica, o hidronefrosis (atrofia del rifién).

IVA Propagacién del tumor hacia érganos adyacentes a la pelvis.

IVB Propagacién a érganos distantes.

El estado I, es el carcinoma estrictamente confinado a cérvix, la extension al cuerpo uterino debe

ser ignorado. El diagnostico de ambos estados IAl y IA2 estd basado en examinacion

microscépica de tejido removido.

El estado Il es el carcinoma que se extiende mas alla del cérvix, pero no se extiende hacia la pared

pélvica. El carcinoma involucra la vagina, pero no mas alla de un tercio inferior de esta.
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El estado lll, es carcinoma que ha sido extendido a la pared pélvica. En la examinacion rectal, no
hay espacio libre de cancer entre el tumor y la pared pélvica. El tumor involucra el tercio inferior

de la vagina. Todos los casos con hidronefrosis son cancer en estado |ll.

El estado IV es el carcinoma que se extiende mas alla de la pelvis, o ha sido clinicamente envuelto

en la mucosa de la vejiga y/o el recto.

I.Ill. Generalidades de Papilomavirus humano

Los Papillomaviridae (PVs) son una familia de virus de ADN bicatenario, los cuales
infectan el epitelio de los vertebrados. Poseen un genoma de ~8Kb y, a diferencia de
otras familias virales las técnicas convencionales de cultivo no logran ser eficientes para
ser empleadas en la familia de los PVs; ya que estos virus no presentan respuestas
adecuadas a anticuerpos, por ende su clasificacion por serotipos es imposible. Sin
embargo, la proteina mayoritaria de la capside L1 se encuentra relativamente muy
conservada en la familia, en consecuencia una clasificacion basada en las diferencias a
nivel de secuencia es permisible (Lopez-Saavedra y Lizano-Soberén, 2006). Es
importante mencionar que los genotipos presentan un porcentaje de identidad de <90%,
en comparacién al de un subtipo que presenta un porcentaje de identidad el cual se
encuentra entre el 90%-98%. Por otra parte, las variantes presentan un porcentaje de
identidad de =98% (Prendiville y Davies, 2004; Garcea, 2007). Sin embargo, Ethel-
Michele de Villiers propuso ampliar la clasificacién de los Papillomaviridae con base en
una filogenia realizada con la proteina L1 de 189 tipos de PVs. Hasta ahora existen 29
géneros, con 189 tipos de los cuales 120 son aislados de humano, 64 aislados de
mamiferos no humanos, 3 de aves y 2 de reptiles (Hans- Ulrich, 2010).

[.IV. Entrada del Papilomavirus humano ala célulay su relacion con el

cancer cervicouterino

La asociacion entre el VPH y el CaCu fue demostrado por Harald zur Hausen a principios
de los afios 80s, quien describié que la infeccion viral es un punto clave para el desarrollo
de esta enfermedad, siendo el resultado de la infeccién del VPH una verruga o papiloma.
Las verrugas de la piel pueden ser planas (superficiales) o verrugas plantares (mas
profundas), estas verrugas son transmitidas por contacto sexual (Lopez-Saavedra y

Lizano-Soberdn, 2006). La mayoria de estas verrugas son causadas por los tipos virales
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no oncogenicos (6 y 11) en el 90% de los casos, por lo tanto estas verrugas causadas
por estos tipos de virus no trascienden a CaCu, y pueden ser transmitidas por contacto
piel a piel, no necesariamente contacto sexual. Por otra parte, se encuentran los
papilomavirus humanos de alto riesgo, o también llamados oncogénicos, de los cuales el
tipo 16 y 18 son responsables del 70% de todos los canceres cervicouterinos (Zheng y
Baker, 2006). Es importante resaltar que los virus genitales oncogénicos y nho
oncogénicos pueden causar neoplasia intra epitelial cervical grado 1 (NIC1) (o LSIL; por
sus siglas en inglés) en la zona de transformacion del cuello uterino. Esta neoplasia es
caracterizada por presentar una mayor actividad mitética y contenido de las células
inmaduras en el tercio inferior del epitelio, se diferencia, y madura mostrando

anormalidades menores de la célula.

La zona de transformacion del cuello uterino es la union entre el epitelio columnar del
endocérvix y el epitelio escamoso del ectocérvix. Esta zona es un sitio de continuos
cambios metaplasicos, los cuales son més activos en la pubertad y durante el primer
embarazo, estos mismos reducen su actividad después de la menopausia (LOopez-
Saavedra y Lizano-Soberon, 2006). Por otra parte, una metaplasia escamosa atipica
inducida por algun virus y que se desarrolle en esta regién puede dirigir a una HSIL,
también conocida como NIC2 o NIC3, las cuales son consideradas verdaderas lesiones
precursoras del CaCu. Se ha descrito que HSIL es cominmente positivo a los tipos virales
oncogénicos que evitan la maduracion y diferenciacién celular, produciendo una
replicaciébn continua de células inmaduras y eventualmente la acumulaciéon de
anormalidades genéticas que favorecen la malignidad. Asi mismo, LSIL puede
establecerse al inicio, al mismo tiempo o en ausencia de HSIL (L6pez-Saavedray Lizano-
Soberon, 2006).

Existen tipos histopatol6gicos de carcinoma cervical entre los cuales se encuentran:
carcinoma de células escamosas que corresponde a un 66%; el cual tiene origen en
células escamosas epiteliales de cérvix, y el adenocarcinoma; el cual se presenta en un
28% de los casos y tiene origen en células glandulares productoras de mucus del
endocérvix, adicionalmente existen algunos tipos no tan comunes correspondientes a un

6% que comprenden los carcinomas adenoescamosos y carcinomas neuroendocrinos.
El ciclo del VPH incluye las diversas etapas:

1) La infeccién y desensamble del virién, etapa en la cual las particulas infecciosas
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entran a las células basales o germinales por medio de una abertura en el epitelio
estratificado, la cual puede ocurrir en condiciones donde la piel tenga alguna lesion o
microtrauma. Los virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) como el tipo 16,
inducen la formacién de lesiones cervicales por la infeccién de células columnares, que
después formaran la capa basal del epitelio estratificado de la zona de transformacion.
Por otra parte, también se ha descrito que la entrada del virus depende de los
proteoglicanos de sulfato de heparina presentes en la membrana plasmatica, el cual
podria ser el lugar de union inicial previo a la union con el receptor (Evander et al., 1997,
Giroglou, 2001; Yoon, 2001; Lépez-Saavedra y Lizano-Soberon, 2006). Posteriormente,
se da paso a la internalizacion del virus, que ocurre por medio de endocitosis de vesiculas
cubiertas de clatrina (Day, Lowy y Schiller, 2003), y el desensamble del virion por
rompimiento de enlaces disulfuro internos de la capside. El ambiente reductor de la célula
permite el transporte del DNA viral al nicleo de dicha célula (Li, 1998).

2) El mantenimiento del genoma. Se produce después de la infecciéon y desensamble
del virus en las células basales, para mantener su genoma episomal en bajo nimero de
copias (10 a 200 por célula), donde se expresan las proteinas E1 y E2 (Wilson, 2002),
gue facilitan la segregacion correcta de los genomas durante la division celular. En el
caso del VPH tipo 31 en las lineas celulares epiteliales se ha descrito que existe una falla
para expresar E1, por lo tanto se pierde el estado episomal y el genoma viral se integra
al de la célula (Frattini et al., 1996).

3) La infeccidn viral es seguida por una fase proliferativa que conduce al incremento del
namero de células basales que contienen el genoma viral, lo que requiere la expresion
de las proteinas E6 y E7, las cuales estimulan el progreso de la fase del ciclo celular G1
a S. (Lépez-Saavedra y Lizano-Soberon, 2006). Asi mismo, la expresion de E6 y E7 de
un ARNm bicistronico bajo el control del promotor temprano en la LCR, evita que la célula
basal interrumpa el ciclo celular una vez que esta migra al estrato suprabasal del epitelio.
Por lo tanto, las proteinas E6 y E7 retardan la diferenciacion celular (Sherman et al., 1997)
induciendo la proliferacion mediante las interacciones con proteinas celulares asociadas

al control del ciclo celular.

4) La amplificacion del genoma y la sintesis de los viriones ocurre mediante el
empaquetamiento del genoma viral en una particula proteica, el empaquetamiento se
lleva a cabo en las capas superiores del epitelio en el estrato espinoso, en esta region

aumenta la actividad transcripcional del promotor tardio dependiente de la diferenciacion.
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Este promotor se halla en el marco de lectura del gen E7, el cual promueve la
transcripcién de proteinas involucradas en la replicacion del ADN viral, tales como; E1,
E2, E4 y E5. Asi como, las constituyentes de la capside, L1 y L2. Por otra parte, para la
replicacion viral se necesita que E2 se una a la LCR y promueva la unién de E1 en el sitio

de origen de la replicacion viral.

El ensamble de las particulas virales ocurre en el estrato granuloso del epitelio y
posteriormente las células infectadas se descaman de la capa superior de este estrato.
El virus es estable extracelularmente ya que es resistente a la desecacion y puede ser
transmitido directamente a otros individuos. Sin embargo, las células infectadas
permanecen en el ambiente antes de que el virus sea transmitido a una nueva superficie
epitelial. De este modo, funciona el ciclo lisogénico del VPH, y se ha sugerido que la
proteina tardia E4 contribuye a la salida del virus de las capas superiores del epitelio
mediante el rompimiento de los complejos de citoqueratina (Doorbar y Sterling, 1991),
dicho ciclo viral se haya descrito en la figura 7.
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Figura 7: El ciclo viral. Las células germinales sin infeccion del virus se dividen a lo largo de la
membrana basal, madurando verticalmente a través del epitelio sin division posterior. Una vez que
el VPH infecta dichas células en la membrana basal, se expresaran las proteinas tempranas. La
presencia de estas proteinas provocan en las células que estan en division, su expansion
verticalmente produciendo el retraso y dejando inconclusa la diferenciacién celular, las proteinas
virales son expresadas a la par de la diferenciacion celular y los viriones son producidos en las capas
superiores del epitelio. APC: células presentadoras de antigenos intraepiteliales, las cuales son
abatidas en la célula infectada por VPH. (modificado de Nature Reviews Inmunology, 2004 y Lépez-

Saavedra y Lizano-Soberon, 2006).
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[.IV.l. El genoma del virus del Papiloma humano

Como se menciona anteriormente, todos los papilomavirus contienen un genoma de DNA
circular de doble cadena aproximadamente 8 kb de tamafio que puede ser dividido en
general a tres regiones; "Early” o region temprana, "Late” o region tardia y una region
larga de control (LCR, por sus siglas en ingles). LCR es una region codificante, y las tres
regiones en todos los papilomavirus estan separadas por dos sitios de poliadenilacion;
“early” pA (Ag) y “late” pA (AL). Laregion “temprana’ del genoma del papilomavirus ocupa
alrededor de un 50% de su genoma y codifica ocho fragmentos de lectura abierta (ORF);
El a E8, los cuales traducen proteinas propias, de los cuales E1 Y E2 estan implicados
en la replicacién de ADN viral (Zheng y Baker, 2006). Por otra parte, la region "tardia” de
todos los genomas de papilomavirus abarcan mas del 40% del genoma total, y codifica los
fragmentos de lectura abierta; L1 y L2, para la traduccién de dos proteinas de la capside;
una mayor (L1), y una menor (L2). Los niveles taxondmicos de los tipos, subtipos y
variantes de papilomavirus estan basados en la secuencia de sus genes L1 (Zheng y
Baker, 2006). Por diimo, la regién "LCR" es un segmento de alrededor de 850 pb, el cual
ocupa un 10% del genoma de VPH y no presenta proteinas con funciones codificantes,
el origen de replicacion funciona como un factor de transcripcion mdiltiple, uniendo sitios
importantes en la regulacién de la transcripcion iniciada por la RNA polimerasa Il de la
region viral temprana con promotores de la regién tardia. Durante el ciclo de vida del VPH
las oncoproteinas E6 y E7 son expresadas y estas desregulan las funciones de p53y E2F,
alterando el ciclo celular. Sin embargo, la infeccion por VPH no es suficiente para el
desarrollo de CaCu, ya que otros factores tanto exégenos como enddégenos contribuyen

al desarrollo y progresién del CaCu (Zheng y Baker, 2006).

I.IV.1l. Replicacion de VPH y oncoproteinas en CaCu

Para entender el desarrollo del CaCu es importante comprender el proceso de infeccién
y replicacién que lleva a cabo el virus dentro de la célula hospedera. El VPH comienza la
produccion de viriones una vez que la célula infectada ha llevado a cabo una mitosis, y
las células hijas se han diferenciado, a comparacién de muchos otros virus que producen
los viriones en la misma célula que originalmente fue infectada (Moody y Laimins, 2010).

En resumen, el ciclo de replicacion del virus llega a ser muy distinto al de otros virus.
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Los VPHs infectan la capa basal de los epitelios estratificados, debido a que las células
gue conforman esta capa son las Unicas que llevan a cabo el proceso de divisién. La capa
basal se ve expuesta gracias a microlesiones en el epitelio y una vez infectada la célula,
el genoma del virus puede permanecer como un elemento extra cromosomal (episoma),
o integrarse al genoma. Kadaja y colaboradores (2009) describen que un paso importante
para la carcinogénesis es la coexistencia de ambas formas del genoma (Kadaja et al.,
2009). Asi como también, se ha reportado que existe una cierta preferencia entre VPHs
por presentar un estado genoémico, por ejemplo: VPH 16 se ha encontrado en estudios
realizados en biopsias, principalmente en estado episomal, mientras que VPH 18 se
encuentra principalmente integrado en el genoma (Nambaru, 2009). Otra diferencia
importante entre los VPHs de alto riesgo VPH16 y VPH18, es la prognosis que los
pacientes reciben, los pacientes que presentan lesiones cervicales cancerosas inducidas
por VPH 18 tienen un prondstico mayormente maligno, en comparaciéon con pacientes
infectados por VPH 16 (Schwartz, 2001). De igual manera, se ha observado que existe
una variacion regional en la incidencia de infeccion por los distintos VPHs de alto riesgo
(Clifford et al., 2003).

Se sabe que las capacidades transformantes que poseen los VPH-AR son resultado
principalmente de la expresion de las oncoproteinas E6 y E7. Estas proteinas actian de
manera cooperativa en el desarrollo de cancer, y ambas han sido encontradas en el
ndcleo sin embargo algunos estudios proponen la presencia citoplasmica de E7 y de E6
(McLaughlin-Drubin et al., 2009). Ademas, algunos trabajos indican que E7 por si misma
puede inmortalizar queratinocitos con una baja frecuencia, mientras que E6 no puede
hacerlo. Sin embargo, la combinacién de la expresién de ambas proteinas es altamente
importante en la inmortalizacién (Hawley-Nelson et al., 1989). No obstante, aunque las
oncoproteinas E6 y E7 son eficientes en la inmortalizacién celular, las células
inmortalizadas no poseen capacidades tumorgénicas en ratones (Kaur y McDougall,
1988), lo que indica que las oncoproteinas E6 y E7 son necesarias, pero no suficientes

para la progresién maligna.

E7 no posee ninguna actividad enziméatica, sin embargo, si se conoce que es capaz de
unirse a la proteina supresora de tumores RB, asi como a las proteinas relacionadas
pl07 y p130. RB y las proteinas antes mencionadas estan involucradas en la transicion
de la fase G1 a S en del ciclo celular, mediante la regulacién de los factores de

transcripcion de la familia de E2F (Moody y Laimins, 2010). En condiciones normales RB
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reprime la actividad de los promotores dependientes de E2F mediante su unién con E2F
en conjunto con el reclutamiento de varios modificadores de la cromatina como
desacetilasas de histonas (HDACSs). Sin embargo, la unién de E7 y RB disocia estos
complejos permitiendo que se transcriban genes especificos de fase S, como la ciclina A
y la ciclina E. También, se ha descrito que E7 interacciona de manera directa con HDACS,
asi como con E2F6, la cual es un represor transcripcional de los promotores dependientes
de E2F, mediante el reclutamiento de complejo del grupo de Polycomb (PcG) (Brehm et
al., 1999). No obstante, se ha observado que la interaccién entre E7-RB-HDACs es
esencial para el mantenimiento episomal y de la fase S para la diferenciacién en la

produccion viral por las células de las capas basales (Moody y Laimins, 2010).

I.V. Las lineas celulares como modelo de estudio del cancer cervicouterino

El cultivo celular ha permitido conocer el comportamiento in vitro de las células cancerosas
haciendo mas facil su estudio. Los primeros cultivos datan desde 1907, cuando Ross
Harrison cultivd un codgulo linfatico de medula espinal de anfibio, el cual realmente era
un explante, un fragmento de tejido. A finales del siglo XIX, Sydney Ringer desarrollé una
solucion que contenia cloruro de sodio, potasio, calcio y magnesio, esta solucion permitia
mantener las condiciones fisiolégicas del cuerpo y por lo tanto era capaz de mantener
latiendo el corazén de un animal in vitro, esta solucion fue nombrada después con el
mismo nombre (Martinez-Capio y Navarro-Moreno, 2003). Existen diferentes tipos de
cultivos celulares los cuales van dependiendo de acuerdo a las necesidades del
investigador, y la investigacion. En el presente estudio se utilizaron las lineas celulares

Calo, SiHa y el control HaCaT, que se describen a continuacion.

Calo es una linea celular aislada de una mujer de 55 afios de edad, presenta secuencias
de papilomavirus tipo 18. Es un carcinoma epidermoide no queratinizado de estadio 1IB.
Por otro lado, SiHa es un carcinoma escamoso aislado de una mujer asiatica de 55 afios
de edad, de grado Il que presenta secuencias de papilomavirus humano tipo 16. Es de
gran importancia hacer notar que las dos lineas celulares ya descritas anteriormente son
de cérvix y han sufrido un cambio en el genoma que las hace inmortales, por lo tanto, se
usan cotidianamente en la investigacion de cancer cervicouterino. Asi mismo, también se
ha descrito que el VPH es un agente importante en el proceso de inmortalizacién celular

(Martinez-Capio y Navarro-Moreno, 2003).
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Finalmente, la linea celular utilizada como control (HaCaT), son células inmortalizadas de
gueratinocitos de prepucio de neonato, cabe recalcar que HaCaT ha sido utilizada
anteriormente en otros experimentos con mismo enfoque de investigacion. Asi mismo,
las células de las tres lineas celulares presentan inmortalizacion celular, lo cual incluye
alteraciones citomorfoldgicas caracteristicas como; menor tamafio, menor adherencia,
mas redondas y una mayor relacién entre el nucleo y citoplasma (Martinez-Capio y

Navarro- Moreno, 2003).

I.VI. La funcién de la mitocondria en el cancer

La mitocondria presenta diversas funciones biosintéticas y bioenergéticas, los cuales son
de suma importancia durante el estrés celular. No obstante, se han descrito como
mediadores de la tumorogénesis, ya que este proceso requiere flexibilidad de adaptacion
celular y alteraciones del entorno enfocados a tratamientos contra el cancer (Vyas,
Zaganjor, y Haigis, 2016). La funcion de la biogénesis mitocondrial en el cancer es regulada
por muchos factores; incluyendo el estado metabdlico, la heterogeneidad del tumor, el tipo
de tejido, el microentorno, el estado del tumor e incluso la mitofagia para mantener una
poblacion mitocondrial sana. Es necesario resaltar que la regulacion de la biogénesis
mitocondrial y la mitofagia son rutas importantes para la sefalizacién oncogénica (Vyas et
al., 2016).

La biogénesis mitocondrial es regulada por factores transcripcionales que coordinan la
induccion de genes que codifican proteinas, localizados en el nucleo y mitocondria, tales
como; el coactivador-1 alfa (PGC-1a), el cual es un regulador de la biogénesis mitocondrial
que actla a través de las interacciones con diversos factores de transcripcion (Tan et al.,
2016). Por lo tanto, los niveles de PGC-1a revelan la dependencia al tumor de acuerdo a
la masa mitocondrial, una expresién alta de PGC-1a da como resultado una dependencia
en la respiracion mitocondrial (Tan et al., 2016). De este modo, la sobreexpresion de PGC-
la induce la apoptosis. Sin embargo, puede funcionar como un supresor de tumor en

algunos tipos de cancer (Tan et al., 2016).

Por otro lado, un activador clave para la biogénesis mitocondrial en el cancer es c-Myc, el
cual es un factor de transcripcion que generalmente regula el ciclo, crecimiento,

metabolismo y apoptosis celular. Alrededor de 400 genes mitocondriales han sido
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identificados como blancos para c-Myc, determinando asi la pérdida o incremento de Myc,

lo cual incrementa o reduce respectivamente la masa mitocondrial (Li et al., 2005).

Otro efector de la biogénesis mitocondrial es mTOR, el cual es considerado un blanco a
rapamicina. mMTOR es un elemento primordial para el crecimiento celular y la homeostasis
energética, y se ha descrito desregulado en el cancer. mTOR regula la biogénesis
mitocondrial mediante dos vias, en primer lugar, la via transcripcional; dando como
resultado la expresion génica mitocondrial y, en segundo lugar, la via traduccional, por
represion de la inhibicidn de las proteinas de unién a 4E (4E-BPs), las cuales subregulan la
traduccion de las proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo (Morita et al., 2015).
Por otra parte, en melanomas mutados de B-Raf o N-Ras la resistencia a inhibidores MEK
ha sido demostrada parcialmente debido al metabolismo oxidativo el cual es mediado por
la sobrerregulacion de PGC-123, y superado por la inhibicion de mTORc1/2, la cual reprime
la expresion de PGC-12 (Gopal et al., 2014; Haq et al., 2013). Asi mismo, las células
cancerosas pueden adaptarse a su funcién mitocondrial de acuerdo al estrés especifico, un
ejemplo seria la sobrerregulacién de c-Myc y la expresién de genes glicoliticos que permiten
la resistencia a metformina, el cual es un inhibidor del complejo | mitocondrial en células
cancerosas pancreaticas, elemento de suma importancia en la respiracion mitocondrial

debido a la expresion de PGC-12 (Sancho, Barneda, y Heeschen, 2016).

De igual importancia, el dafio mitocondrial por mitofagia es critico, la via cinasa 1 inducida
por PTEN (PINK1), se activa hasta la despolarizacion de la membrana mitocondrial,
generando una sefal de la disfuncidon mitocondrial resultante de multiples causas como la
hipoxia y un transporte de electrones disfuncional. Ademas, una ruta alternativa para la
induccién de mitofagia es a través de genes blancos a HIF1a, como es el caso de Bcl-2, la
proteina 3 adenovirica (BNIP3) y BNIP3/NIX, quienes inhiben la respiracion mitocondrial
durante condiciones hipéxicas que podrian dirigir a un exceso de EROs. No obstante,
BNIP3 Y NIX han sido identificadas como supresores de tumor en muchos modelos de
cancer (Chourasia et al., 2015). Por otra parte, en algunos estados de tumorgénesis, la
reduccion de mitofagia puede permitir la existencia de algunas mitocondrias disfuncionales,
gue generan un incremento en EROs induciendo el desarrollo del tumor, u otras sefiales

mitocondriales tumorgénicas (Vyas, Zaganjor, y Haigis, 2016).

En cuanto a la fisibn mitocondrial se ha descrito que un paso critico es la proteina 1

relacionada a dinamina (Drpl), reclutada en la mitocondria con la asociacion de receptores
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de membrana externa mitocondrial, causando encogimiento de la membrana producida por
la actividad GTPasa. La translocacion y la actividad mitocondrial de Drpl es regulada por
la fosforilacion, la cual es regulada por multiples cinasas que responden a distintas
condiciones de estrés y ciclo celular (Mishra y Chan, 2016). De igual importancia, dos
mitofusinas (Mfnl y Mfn2) median la fusién mitocondrial junto con Opal, de esta manera la
morfologia mitocondrial afecta susceptiblemente a la mitofagia y la apoptosis (Kasahara y
Scorrano, 2014). No obstante, muchos estudios han demostrado que existe un desbalance
en la actividad de fusion y fision mitocondrial en el cancer, y por lo tanto pueden resultar en
una red mitocondrial fragmentada (Senlt y Ronai, 2016). De esta manera la dinamica
mitocondrial alterada es clave en la transformacion celular dependiente de K-Ras
estimulando la fragmentacién mitocondrial por la via de fosforilacién de Drpl mediada por
ERK1/2 (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et al., 2015), Asi, la inhibicion de Drpl confiere
resistencia célular a la transformacién oncogénica mediada por K-Ras, afectando el

crecimiento del tumor (Kashatus et al., 2015).

Como fue descrita anteriormente una de las caracteristicas facultativas del cancer es la
habilidad de evadir la muerte celular, la cual se haya fuertemente ligado a la mitocondria.
Los tumores evaden la apoptosis por la subregulacion de los genes proapoptéticos Bcl2,
y/o por la sobrerregulacion de genes Bcl2 anti apoptoticos (Lopez y Tait, 2015), el balance
de las proteinas pro y antiapopt6ticas afectan la integridad de las células cancerosas por el
estimulo apoptético, y por lo tanto pueden predecir cémo el tumor puede responder a la
quimioterapia (Sarosiek et al., 2013). Sin embargo, la forma mitocondrial también influye en
la susceptibilidad apoptética, la pérdida de Drpl retrasa la liberacion de citocromo c y
obviamente la induccién de apoptosis (Martinou y Youle, 2011).

Asi mismo, el estrés oxidativo se ha descrito también asociado a la mitocondria, la
mitocondria contribuye en gran parte a la produccion de EROs. Sin embargo, presenta
también multiples rutas antioxidantes para neutralizar a estas mismas, incluyendo: la
superédxido dismutasa (SOD2), el glutation, las peroxirredoxinas y tiorredoxinas.
Adicionalmente se ha descrito que las concentraciones de EROs, producidas por NADP
oxidasas, se encuentran exacerbadas durante la tumorogénesis, debido a la senalizacion
oncogénica, mutaciones de la cadena transportadora de electrones y microentornos de
hipoxia. Por lo tanto, los altos niveles de EROs contribuyen a la oxidacion de
macromoléculas como lipidos, proteinas y ADN, contribuyendo a la inestabilidad genémica
(Vyas et al., 2016).
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En cuanto a la reprogramacion metabdlica, se ha descrito que el grupo amida del nitrégeno
de la glutamina es usado para la sintesis de aminoacidos y nucleétidos, y los carbonos
derivados de la glutamina son usados en la sintesis de glutation, lipidos y aminoéacidos. Por
lo tanto, la glutamindlisis (catabolismo de la glutamina), se haya elevada en muchos
tumores asociados a glutamina, lo cual se cree que es dirigido por la sobrerregulacion de
c-Myc de la glutaminasa (GLS), ya que esta enzima convierte la glutamina a glutamato y
amoniaco (Stine et al., 2015). Ademas, existen también alteraciones en el metabolismo de
lipidos asociados a algunos tipos de cancer por sobrerregulacién de la oxidacion de acidos
grasos. Sin embargo, algunos tipos de cancer pueden ser mas dependientes a la sintesis
de lipidos, por lo tanto la sobrerregulacion de lipogénesis es propuesta como proceso

comun en muchos tumores (Currie et al., 2013; Vyas et al., 2016).

I.VIl. Relevancia de las proteinas mitocondriales

Se sabe que la mitocondria codifica 13 proteinas de las cuales siete de estas
corresponden al complejo I: ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND®6; citocromo b
correspondiente al complejo lll; la citocromo oxidasa | (COl), citocromo oxidasa Il (COIll)
y citocromo oxidasa Il (COIIl) corresponden al complejo IV; y dos proteinas del complejo
V: ATP6 y ATP8, estas proteinas son cargadoras de protones con funcién principal en la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS). El resto de proteinas encontradas en la mitocondria,
incluyendo aproximadamente 80 subunidades de la fosforilacion oxidativa y las cuatro

subunidades del complejo 1l son codificadas por el ADN nuclear (Wallace, 2012).

Un meta-andlisis de ADN mitocondrial con mutaciones asociadas a cancer revelan que
muchas mutaciones al ADN mitocondrial en la célula cancerosa inhiben la fosforilacion
oxidativa. Asi mismo, los cambios de nucle6tidos han sido previamente reportados como
variantes del ADN mitocondrial vestigial adaptativo en poblaciones humanas (Wallace,
2012). Por otra parte, los defectos en la célula cancerosa son establecidos en los genes
de la succinato deshidrogenasa (SDH), fumarato hidratasa (FH), isocitrato
deshidrogenasa | (IDH1) e isocitrato deshidrogenasa Il (IDH2) (Wallace, 2012). De esta
manera el proposito del estudio en las mutaciones de genes mitocondriales es proveer
nuevos conocimientos amplios hacia la importancia y complejidad de las alteraciones

mitocondriales en el cancer.
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I.VIIl. Protedmica

Para entender el término “Protedmica” es esencial definir el termino "Genoma’,
introducido por Hans Winkler en 1920 a partir de las palabras "GENes"y "cromosOMAS",
descrito como el juego completo de cromosomas y sus genes en una especie biolégica
determinada. La "Gendmica” es considerada el estudio de los genomas completos de los
diferentes organismos, y consiste en la determinacion de la secuencia completa de su
propio ADN y la ubicacion de los genes secuenciados en los diferentes cromosomas. Sin
embargo, el estudio amplio de los genes y sus productos no son incluidos en el término
“Genomica’. Es importante saber que la informacion genética existente hasta ahora
publicada, estd basada en los marcos de lectura abierta (ORFs, por sus siglas en inglés).
Por lo tanto, los ORFs encontrados por similitud con genes ya conocidos se han
identificado tentativamente, por lo que muchos genes secuenciados presentan “proteinas
hipotéticas” (Liebler, 2002).

Por otra parte, el término "Proteoma’” unién de los términos "PROTEIna” y "genOMA" fue
acufiado por Marc Wilkins en 1994, y fue utilizado para nombrar el conjunto completo de
las proteinas que una célula u organismo puede expresar. Para los organismos
pluricelulares el genoma de todas sus células es idéntico. Sin embargo, el proteoma es
caracteristico de cada tipo celular, y por lo tanto existen proteinas que se expresan en
todas, o en la mayoria de las células de un organismo. Asi como también, existen otras
proteinas caracteristicas que se expresan en un solo tipo celular. De igual forma, el
humano tiene mas de 200 tipos celulares diferentes, todas con diferente expresion de
proteinas. Es por ello que para conocer las caracteristicas bioquimicas y biol6gicas de un
proteina codificada se requiere de la secuencia, estructura dimensional, la presencia de
modificaciones postraduccionales y el procesamiento proteolitico (la capacidad de unir
ligandos), incluso de las interacciones con otras proteinas (Liebler, 2002). Por lo tanto,

conocer el proteoma de un organismo es un reto dificil de dilucidar.

A causa de estas dificultades, se han desarrollado diversas metodologias. En 1964 se
inicio la "Proteomica” con la introduccion de la electroforesis en geles de poliacrilamida
por L. Ornstein y B. J. Davis. Posteriormente, se introdujo el gel de poliacrilamida con
Dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE), para separar las proteinas de acuerdo al peso
molecular, y la unién de esta técnica anterior con el isoelectroenfoque (IEF), llamada

como electroforesis bidimensional (2D-PAGE), introducida por J. Klose y P.H. O Farrell.
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Por consiguiente, la Electroforesis bidimensional tiene como propésito separar las
proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico mediante el IEF, y peso molecular mediante
SDS-PAGE (Liebler, 2002).

La introduccion de la espectrometria de masas fue de gran avance para la deteccion de
proteinas separadas en geles 2D. Los espectrometros de masas tienen como objetivo;
medir la relacion masa/carga (m/z) de compuestos ionizados, siendo ‘'m” la masa
molecular del compuesto y “z" un multiplo entero de la carga elemental “e” del electron.
En el presente proyecto se utilizé la Cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de
masas (LC MS/MS) o tdndem MS/MS, esta técnica consiste en una (1) fuente de
ionizacion por presion atmosférica, la cual, usualmente es una fuente de ionizacion
electrospray (ESI) o una ionizacién quimica por presion atmosférica (APCI), acoplada por
un (2) componente de entrada de iones (Q0), que provee ambas; transicion de la presion
atmosférica a vacio y la entrada de iones hacia (3) un dispositivo filtrante de la primera
masa (Q1), que dirige a una (4) camara de colision (Q2), el cual puede ser llenado con
gas de baja presion para la disociacion inducida por colision (CID), seguida por un
segundo (5) dispositivo filtrante de masa (Q3), y finalmente un (vi) detector de impacto de
iones (Liebler, 2002).

I.VIII.I. Proteébmica en cancer

La Oncoprotedmica, o la aplicacion de la Proteébmica en el estudio del cancer, ha
permitido la identificacién de los cambios de la expresion proteica en diferentes tipos de
cancer. Asi como también, se ha centrado en la busqueda de proteinas especificas que
correlacionen directamente con la presencia de cancer, mediante el descubrimiento de
biomarcadores, y proteinas que puedan ser blancos terapéuticos para el tratamiento del
cancer. Ambos aspectos podrian funcionar para la deteccién molecular de los diferentes
tipos de cancer, o para su tratamiento especifico (Maarten-Altelaar, Munoz y Heck, 2013).
Asi mismo, el término biomarcador, es definido por el Programa Internacional de
Seguridad Quimica dirigido por la OMS como: cualquier sustancia, estructura, 0 proceso
gue puede ser medido en el cuerpo, el cual predice la incidencia de dafio. Por ello, la
respuesta medida del biomarcador puede ser funcional y fisiolégica, bioquimica a nivel
celular o una interaccion molecular. Por consiguiente, los tipos de biomarcadores incluyen
algunos de presion sanguinea a través de quimicos béasicos, hasta pruebas de laboratorio

mas complejas de sangre u otros tejidos (Strimbu y Tavel, 2010).
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La mayoria de los estudios oncoprotedmicos llevan a cabo la comparacion entre los
perfiles proteémicos del control contra el cancer de interés. Por lo que, mediante este
enfoque se han identificado las proteinas diferencialmente expresadas en distintos tipos
de cancer (tabla 2). Sin embargo, el tumor representa un estadio avanzado del cancer,
por lo tanto, los cambios detectados son cambios tardios del desarrollo del cancer.
Debido a esto, mas del 60% de los pacientes diagnosticados con cancer ya presentan
metastasis, y por lo tanto las terapias suelen ser poco efectivas. Para concluir, lo ideal
seria establecer el proteoma del tejido sano, lesiones precancerosas, tumor no invasivo,
displasia y cancer metastasico, para poder identificar biomarcadores y blancos
terapéuticos en etapas tempranas del desarrollo tumoral, y no aquellos de etapas tardias

gue ya muestran consecuencias clinicas graves (Petricoin, et al., 2002).

Tabla 2: Biomarcadores identificados por Protedmica para distintos tipos de cancer.

Colorectal 1. Apolipoproteina C1, Complento C3a des-arg, al-antitripsina y
transferina (Ward et al., 2006).

Mama 2. Calciclina y Calgranulina A (Sanders et al., 2008).

Préstata 3.PC-1, PC-2, PC-3 (Li et al., 2004).

Ovario 4. FK506, inhibidor de disecacion Rho, proteina-G y glioxilasa

(Jones et al., 2002).

I.VIILII. Protedmica en cancer cervicouterino

Los primeros estudios proteémicos sobre el CaCu datan del 2004, donde el objetivo fue
distinguir las diferencias entre el proteoma de tejidos no afectados, lineas celulares no
cancerigenas, tejido adyacente al cancerigeno no afectado y biopsias de céncer
cervicouterino (Pyo et al., 2005; Bae, 2005; Zhu et al., 2009; Arnouk et al., 2009). Hilal
Arnouk observo que la expresion proteica del CaCu es variable entre diferentes estadios
de progresion, ya que comparé los perfiles protedmicos de tejido cervical no afectado por
cancer, lesion intraepitelial de alto grado y carcinoma invasivo (Arnouk et al., 2009). Por
otro lado, Lomnytska abord6 el estudio de la expresion proteica de la ANXA6, HSP27,

PRDX2, NCF2 y TPM4 durante la neoplasia intraepitelial (NIC), cancer micro invasivo y
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cancer cérvico escamoso (CCE) invasivo, donde evalué la aplicacién clinica como
biomarcadores de las proteinas mencionadas asi como su implicacién en la prognosis.
En conclusion, este estudio fue el primero en describir la expresion dinamica de las
proteinas durante el DT del CaCu (Lomnytska y Becker, 2011). Sin embargo, la mayoria
de las proteinas identificadas como diferencialmente expresadas entre los diferentes
estudios protedbmicos del CaCu no son similares, y esto se debe principalmente a que
cada estudio presenta la diversidad de los pacientes (edad, estado hormonal, genética,
medio ambiente), a las biopsias (contenido estromal, estadios distintos, tipo de cancer) y
al tipo de control utilizado (lineas celulares, tejido normal y tejido adyacente al canceroso).
Ademas, las biopsias solo representan un punto tardio del CaCu. Esta diversidad de
controles y andlisis estatico al comparar solo un punto del DT del CaCu, no permiten
establecer la dinamica protedmica del DT a distintos tiempos (Pyo et al., 2005; SM et al.,
2005; Zhu et al., 2009). En la tabla 3 se muestran algunos biomarcadores para el cancer
cervicouterino basados en enfoques moleculares y celulares, tales como; Antigeno para
carcinoma de células escamosas (SCC-Ag), Fragmentos séricos de citoqueratina
(CYFRA) y Antigeno carcinoembrionario (CEA).

Kato y Tarigoe (1997), describieron el antigeno para carcinoma de células escamosas
(SCC-AQ) en subfracciones de antigeno 4 en tumores neutrales y acidos (Di Saia y
Creasman, 2002). Asi mismo, los niveles elevados de carcinoma cervical de células
escamosas (SCC) fueron detectados en un 28% a 88% de los carcinomas de células
escamosas en suero (Ohara et al., 2002), durante el tratamiento temprano del cancer
cervicouterino. Por lo tanto, los niveles de SCC han sido relacionados al estado de dafio,
tamafo del tumor y profundidad de la invasion estromal (Takeda et al., 2002). Por otra
parte, se ha demostrado en estudios que los niveles elevados de SCC pueden predecir
el valor de prognosis (Gaarenstroom et al., 2000), y de esta manera implementar SCC-

Ag para la examinacién de pacientes con cancer cervicouterino.

El antigeno carcinoembrionario (CEA), ha sido fuertemente sugerido como potencial
biomarcador para el desarrollo temprano del cancer y como indicador de prognosis
(Sugarbaker, 1985). Asi mismo, CEA ha sido descrito en niveles altos bajo condiciones
no cancerosas, aunque en pacientes con CaCu y cancer de ovario la aplicacion de CEA
es de suma importancia. Di Saia y colaboradores (1997), reportaron que existe un
incremento progresivo del valor de CEA en los estados, | al estado Il (26%-88%), en

pacientes con carcinoma invasivo de células escamosas, lo cual indica el valor de CEA
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como marcador en CaCu (Disaia et al., 1977).

Por ultimo, los fragmentos séricos de citoqueratina (CYFRA) son los constituyentes con
mayor abundancia en el citoesqueleto de las células epiteliales y también pertenecen al
grupo de proteinas de filamentos intermedios. CYFRA es referencia de las
concentraciones séricas de fragmentos de citoqueratina 19, una subunidad &cida de
citoqueratina que es expresa en el epitelio normal y en carcinomas cervicouterinos. Sin
embargo, los niveles elevados de fragmentos de citoqueratinas han sido detectados en
un 42 a 52% de los pacientes con carcinoma de células escamosas de cervicouterino
(Suzuki et al., 2000). Por lo tanto, los niveles de CYFRA también pueden ser usados para
evaluar el estado de dafio, tamafio del tumor y profundidad de la invasién estromal
(Molina, 2005). Es importante mencionar que, el antigeno polipeptidico tisular (TPA) vy el
antigeno especifico polipeptidico tisular (TPS), son los tipos de citoqueratinas
mayormente usados para la prediccion de prognosis durante el tratamiento, y en el

monitoreo de dafio después del tratamiento primario (Gaarenstroom et al., 2000).

Tabla 3: Biomarcadores especificos para CaCu (modificado de Dasari et al., 2015).

Marcador Uso propuesto Nivel de evidencia

SSC-Ag Identificacion de grupos de alto riesgo con metéastasis de nodo 1ni-1v
linfoide metastasico en células escamosas de cérvix
Pretratamiento para la prediccion de prognosis en células 1ni-1v
escamosas de cancer cérvico uterino
Prediccion de la respuesta a tratamiento en cancer cérvico uterino 1ni-1v
de células escamosas.

CA-125 Pretratamiento para la prediccion de prognosis, en particular en 1ni-1v
adenocarcinoma de cérvix
Prediccion preoperativa de la presencia de nodo linfoide 1ni-1v
metastasico, en particular adenocarcinoma de cérvix

CEA Monitoreo del dafio, en particular adenocarcinoma de cérvix 1ni-1v
Pretratamiento de prediccion de prognosis 1ni-1v
Prediccion preoperativa de la presencia de nodo linfoide 1ni-1v
metastasico, en particular adenocarcinoma de cérvix
Pretratamiento para la prediccion de respuesta clinica a v

quimioterapia neoadyuvante.

Citoqueratinas Pretratamiento para la prediccion de prognosis 1ni-1v
(TPA, TPS, Monitoreo de dafio después del tratamiento primario. 1ni-1v
Cyfra21-1)
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[.VIILII. La oncoprotedmica enfocada a la mitocondria

La estrategia experimental mas eficiente y sofisticada para definir el proteoma mitocondrial
mediante la identificacion de proteinas altamente enriquecidas de extractos mitocondriales
ha sido la espectrometria de masas (MS). Incluso los avances en la separacion y las
técnicas de tAndem de espectrometria de masas permiten una deteccion mas acertada,
incluyendo la identificacion de hasta 2533 proteinas de extractos mitocondriales. Algunos
estudios realizados mediante la espectrometria de masas enfocada a la mitocondria son

descritos a continuacion.

Los agentes alquilantes llamados Cloroetiloureas (CEU) se unen covalentemente a b-
tubulina (BTAC) afectando a la polimerizacion del microtibulo. Patenaude y colaboradores
en 2007, reportaron la identificacion de un grupo de CEU que corresponde a las oxazolinas,
las cuales inhiben el crecimiento celular, apoptosis y la interrupcion de los microttbulos sin
la alquilacion de la b tubulina. De esta manera BTAC Y N-BTAC desencadenan el colapso
del potencial mitocondrial y modulan los niveles de EROs seguidos de la activacion de las
caspasas 8 y caspasa 9. Sus resultados sugieren que BTAC Y N-BTAC a pesar de su
habilidad comun para afectar la red de microtibulos, también desencadenan diferentes
mecanismos citotoxicos en las lineas celulares, proponiendo la funcion de la mitocondria
en estos mecanismos y el potencial de N- BTAC como blanco terapéutico para las células

resistentes a hipoxia (Patenaude et al., 2007).

Por otro lado, Shen y colaboradores (2009), reportaron que el Dicitrato de lantanido
(YbCit2)3- inhibe el crecimiento celular en la linea celular HeLa e induce apoptosis,
similares a los efectos de (LaCit2)3-. Los resultados protedmicos de células tratadas con
(YbCit2)3- revelan cambios profundos en proteinas relacionadas a la mitocondria y estrés
oxidativo, sugiriendo de este modo que la disfuncion mitocondrial juega un papel principal
en la apoptosis inducida por (YbCit2)3-, lo cual fue confirmado por un descenso en el
potencial mitocondrial transmembranal y el incremento de la generacion de EROs en
células tratadas con (YbCit2)3-. No obstante, también fue descrito que la apoptosis inducida
por (YbCit2)3- estaba acompafada de la activacion de caspasa 9 y la escision proteolitica
especifica de PARP, lo cual induce un incremento en la proteina proapoptoética Bax y el
descenso de la proteina anti apoptotica Bcl-2, lo cual sugiere que una ruta mitocondrial de
la apoptosis celular en las células con (YbCit2)3- ayuda a entender los mecanismos

moleculares de la apoptosis inducida por lantanidos en las células tumorales (Shen et al.,
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2009).

De la misma forma, la actividad antiapoptotica de Bcl-2 ha sido extensamente estudiada.
Villeneuve y colaboradores (2010) combinaron la inmunocaptura de Bcl-2 con un analisis
mediante espectrometria de masas, usando fracciones mitocondriales altamente puras
aisladas de células cancerosas humanas, donde lograron identificar 127 proteinas que
interactan con Bcl-2. La ontologia génica utilizada revelé principalmente un
enriguecimiento de proteinas mitocondriales, inclusive proteinas asociadas a reticulo
endoplasmico y proteinas asociadas a citoesqueleto. El estudio se centr6 en la
identificacion de galectina 7 (Gal7), un miembro de la familia de las lectinas con union a
betagalactosidasa que se le conoce funcién proapoptética, asi como su asociacién a Bcl2.
En conclusion, los datos presentados demuestran que los coinmunoprecipitados de Bcl2
con Gal7 se haya localizado en la mitocondria en una manera dependiente de Bcl2 y por lo
tanto sensibiliza a la mitocondria para la sefial apoptética. También se demostrdé que la
interaccion Bcl2/Gal7 es anulada posteriormente al estrés genotdxico. De esta manera se
sugiere que la unién de Gal7 a Bcl2 puede constituir un nuevo blanco en el estudio de la

apoptosis intrinseca (Villeneuve, 2010).

Herman (2003), analiz6 las subunidades de Citocromo C oxidasa, codificadas en la
mitocondria y la correlacion con la progresién maligna de tejidos de préstata humana. Las
subunidades I-1ll de la Citocromo C oxidasa comprende el "nucleo catalitico” de la enzima,
y son sintetizados a partir del ADN mitocondrial, las subunidades restantes (IV-VIII) son
sintetizadas del ADN nuclear. De este modo, se observdé un cambio significativo en las
concentraciones relativas de las subunidades IV, Vb y Vic de la Citocromo C oxidasa
codificada en el nucleo, comparadas a las subunidades | y || mitocondriales fueron visibles
durante la progresion de cancer de prostata del epitelio normal, a través de lesiones
premalignas a carcinoma invasivo. Es importante destacar que este cambio fue descubierto
al inicio aun en el estado premaligno, por lo que este andlisis enfoca una funcién para las
proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo en la carcinogénesis (Herman et al.,
2003).
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Il Justificacion

La mitocondria ha sido ampliamente descrita como la “fuente de poder” de la célula. Sin
embargo, este mismo organelo también ha sido asociada a diversos procesos que
inducen, promueven y mantienen el desarrollo del cancer, tales como; la sobreproduccion
de ATP, mutaciones en el ADN y enzimas mitocondriales, cambios en los niveles
intracelulares de calcio, sobreproduccion de especies reactivas de Oxigeno, y un
desajuste en la liberaciébn de proteinas proapoptéticas, induciendo parcialmente el
desarrollo y soporte al cAncer. No obstante, existen algunos tipos de cancer que ademas
se encuentran asociados a algunos virus, como es el caso del virus del papiloma humano
con el cancer cervicouterino, el cual se encuentra entre los tipos de cancer con mas
nameros de defunciones en México, convirtiendo a esta patologia en un reto para la salud

publica nacional.

Por otra parte, el desarrollo de técnicas sofisticadas que analizan especificamente a las
proteinas, ha tenido gran desarrollo en los dltimos afios para la investigacion mas
sensible y precisa para la deteccion de proteinas implicadas en el desarrollo de la
carcinogénesis, también llamadas oncogénicas, las cuales pueden funcionar como
blancos terapéuticos o biomarcadores para la deteccién temprana del céancer.
Metodologias proteomicas que en este proyecto servirdn para dilucidar el perfil

protedmico de la mitocondria en el cancer cervicouterino.
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[ll.  Hipotesis

La expresion proteica en mitocondrias de ambas lineas celulares de cancer cérvicouterino
(CaLo y SiHa), con secuencias génicas de los virus del papiloma humano tipo 18 y 16
respectivamente, presentaran un perfil proteémico, el cual también diferira entre ambas.
Por otra parte, el proteoma de las mitocondrias de la linea celular no cancerosa (HaCaT),
presentard un perfil proteomico distinto a CaLo y SiHa, pero caracteristico de las células

sin dafio por cancer.

IV. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es comparar y estudiar el desarrollo del cancer, a
partir del proteoma mitocondrial expresado en las lineas celulares de cancer cervicouterino
(CaCu); Calo (VPH 18) y SiHa (VPH 16), contra el proteoma mitocondrial expresado en

la linea celular control HaCaT.

IV.l. Objetivos especificos

Identificar el proteoma mitocondrial de las tres lineas celulares mediante cromatografia

liquida acoplada a tandem de espectrémetro de masas (LC MS/MS).

Evaluar el enriquecimiento mitocondrial mediante la base de datos para proteinas

mitocondriales Mitominer.

Establecer un analisis cualitativo de las proteinas expresadas en cada linea celular para

obtener las proteinas especificas de cada linea celular.

Establecer un andlisis cuantitativo mediante ANOVA para determinar la sobreexpresion y

subexpresion de las proteinas mitocondriales en las tres lineas celulares.

Obtener un enriquecimiento de proteinas mediante la base de datos bioinformética
DAVID.

Construir redes de interaccion proteina-proteina, para la obtencién de “genes clave™ del

proteoma mitocondrial en cancer cervicouterino.
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V. Material y métodos

El en siguiente diagrama de flujo (figura 8), se representan todos los pasos metodoldgicos,
llevados a cabo durante el presente proyecto, partiendo del cultivo de las distintas lineas
celulares, hasta la obtencién de los “genes clave”. Cada proceso ha sido descrito a

continuacion.

Cultivo celular:
- HaCaT (control)
- Calo (VPH 18)
- SiHa (VPH 16)

Cosecha celular

Enriquecimiento mitocondrial:
Centrifugacién diferencial
- Gradiente de sacarosa

!

Extraccidn de proteina

!

Identificacién del proteoma mitocondrial por LC MS/MS

: S — / Andlisis estadistico
Evaluacién del enriquecimiento / \

mitocondrial mediante Mitominer

Cualitativo Cuantitativo
Proteinas tnicas de cada linea celular ANOVA

Redes de interaccién proteina-proteina Enriquecimiento mediante DAVID
Obtencién de hubs Construccion de los tree maps

Figura 8: Diagrama de flujo general.

V.I. Cultivo de lineas celulares

Se realiz6 el cultivo de dos lineas celulares de cancer cervicouterino, Calo
(adenocarcinoma con VPH 18) y SiHa (adenocarcinoma con VPH 16), y de una linea
control: HaCaT (queratinocitos). Las tres lineas celulares se crecieron en medio RPMI
Advanced (Invitrogen, CA), suplementado con suero fetal bovino 10%, L-Glutamina 1% y
Antibiotico-Antimicético 1% (10,000 unidades de penicilina, 10mg de estreptomicina y 25
mg de anfotericina por mL). Asi mismo, los cultivos se mantuvieron en condiciones estables
de temperatura de 37°C, humedad relativa (90%), CO2 (5%) y O2 (95%).
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V.LIl. Rehabiliacion celular

La descongelacién de las células se realizé lo mas rapido posible para lograr una mayor
viabilidad. Primero se realizé una descongelacion parcial de los viales incubandolos a 37°C,
donde, el contenido se transfirié a un tubo con 9 ml de medio de cultivo suplementado, para
proseguir con la centrifugacion a 200 g durante 5 minutos. Posteriormente, el pellet celular
fue re-suspendido en 5 ml de medio suplementado y, transferido a una caja de cultivo de
75 cm?. Por ultimo, la caja se llevd a 10 ml de volumen final con medio de cultivo

suplementado.

V.IIl. La cosecha de las lineas celulares

Cuando los cultivos celulares alcanzaron una confluencia del 90%, el medio fue removido
con una pipeta, y se adicion6 a cada caja 5 ml de verseno 1X (Tris base 28 mM, NaCl 136
mM, KCI 5.3 mM y EDTA 1.3 mM, pH 7.4), para proceder a desprender las células, asi
mismo, el volumen celular se centrifugé a 200 g por 5 minutos, y por lo tanto, se desechd

el sobrenadante, para obtener el paquete celular, el cual se lavé con PBS 1X.

V.IIl. El enriquecimiento de mitocondrias
Para obtener un mejor enriquecimiento mitocondrial se llevd a cabo un protocolo de
extraccion de mitocondrias basado en centrifugacion diferencial, seguido por un protocolo

de gradiente de sacarosa (figura 9).

La centrifugacion diferencial

A partir de los paquetes celulares obtenidos, inmediatamente se procedi6 a la extraccion
de mitocondrias. Asi mismo, el paquete celular fue re-suspendido en 10 ml de solucién
amortiguadora Hepes a pH 7.4 (sacarosa 250 mM, EDTA 1mM, HEPES 10mM), para
proceder a ser homogenizado 25 veces con un Potter.

Posterior a esto, el homogenizado se centrifugd a 1,500 g durante 20 minutos, 4°C, el
sobrenadante se colectd en un tubo y se mantuvo a 4°C. Por otra parte, el paquete celular
se re-suspendié en 5 ml de solucién amortiguadora Hepes a pH 7.4, para proceder a
homogenizar nuevamente. Estos ciclos de homogenizacion-centrifugacion se llevaron a
cabo hasta juntar 4 sobrenadantes. Finalmente, los sobrenadantes fueron centrifugados a
15,600 g durante 50 minutos a 4°C, donde el sobrenadante fue desechado, y el pellet

obtenido corresponde a la fraccion mitocondrial.
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El gradiente de sacarosa

Con el propésito de obtener una fraccibn mitocondrial con un mejor enriquecimiento, se
procedio a tratar el paquete mitocondrial obtenido de la centrifugacion diferencial, mediante
un gradiente discontinuo de sacarosa de dos concentraciones; 1.7 M (1.7 M de sacarosa,
tris base 10 mM, EDTA 0.1 mM, PH 7.6) y 1 M (1M de sacarosa, tris base 10 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.6). Por lo tanto, el gradiente de sacarosa fue colocado en el siguiente orden:
3.2 ml de buffer sacarosa al 1 M, seguido de 2 ml de buffer sacarosa al 1.7 M (figura 9).
De este modo, el paquete mitocondrial obtenido de la centrifugacion diferencial y el posterior
gradiente de sacarosa. Fue re-suspendido en 3ml de buffer amortiguador MS 1x (manitol
84 mM, sacarosa 28 mM, EDTA 2 mM, tris-HCI 2 mM), para proceder a ser colocado en la
parte superior del gradiente. Eventualmente, la colecta fue llevada a cabo por una
centrifugacion a 40,000 g durante 60 minutos a 4°C, para lograr obtener la fraccion
mitocondrial mediante una jeringa. Asi mismo, esta misma fraccion fue re-suspendida en 4
ml de amortiguador MS 1X, centrifugada una vez mas a 18,000 g durante 40 minutos a 4°C.
Finalmente, el sobrenadante fue desechado y el pellet mitocondrial fue almacenado a -80°C
hasta su uso.

Pellet celular: HaCaT, SiHay Calo =========p  Enriquecimiento mitocondrial: centrifugacion diferencial y gradiente de

sacarosa 1

1) Centrifugacién diferencial — (2 Gradiente de sacarosa
Re-suspender pellet mitocondrial en 3 mi de
Re-suspender en 10 mL de buffer HEPES M5 1X
Homogenizar pellet 25x en Potter [ e
= —* Mitocondrias
Centrifugar a 1,500 g por 207 a 4°C b = 3.2 mlsacarosa 1M
l- * 2 mlsacarosa 1.7 M
Homaogendzar Ax Colectar 1
75 vares sobrenadante Centrifugar a 40,000 g, 60" a 4°C

' ]

Re-suspender pellet en 5 mL de Hepes [ i

= »  Fraccidn

l mitocondrial

Colectar los cuatro sobrenadantes en un mismo tubo

Centrifugar a 18,000 g, 40" a 4°C

Centrifugar 3 15,600 g por 50" 4°C

| Pellet mitocondrial Fraccién mitocondrial enriquecida

Figura 9: Diagrama de flujo del enriquecimiento mitocondrial por centrifugacion diferencial y gradiente

de sacarosa.
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V.IV. La extraccién de proteinas

Los botones de los enriquecimientos mitocondriales de las lineas celulares Calo, SiHa y
HaCaT, se resuspendieron en 200 pl de buffer SDS (Tris-HCI 100 mM pH 8.6,
Dodecilsulfato sodico (SDS) 4%, Dithiotreitol (DTT) 10 mM, Inhibidores de proteasas 1X,
Glicerol 10%), y fueron colocados en Vortex por 5 minutos, tratando de disgregar lo mejor
posible el botén. Posteriormente, se colocaron en un bafio sénico durante 10 a 5 minutos
preferentemente en hielo, y se prosiguié a centrifugar a 13,000 rpm por 10 min para quitar
restos insolubles. Finalmente, las muestras fueron almacenadas a menos -70°C, y se
alicuotaron 30 pl de cada una respectivamente, para ser usadas en la determinacién de

proteina por SDS-PAGE 1D (Gel electroforesis Dodecilsulfato sddico-poliacrilamida).

V.V. Normalizacién de la carga del enriquecimiento mitocondrial

Con el propésito de obtener una cuantificacion correcta de la concentracion de proteina en
relacién microgramo por microlitro (ug/pl), se llevd a cabo una normalizacion de la carga del
enriguecimiento mitocondrial, mediante SDS-PAGE 1D, donde se utilizaron 3 pl de cada
extracto del enriquecimiento mitocondrial (CalLo, SiHa y HaCaT), contra un extracto de
proteina de Rhizobium etli, el cual habia sido extraido con Fenol, resuspendido en buffer
TBP (Urea 7 M, Thiurea 2 M, CHAPS 4%, TBP 2 mM, Anfolinas (3-10) 2%, DTT 60 mM), y

previamente determinada y cuantificada la proteina por el método de Bradford &cido. Es

importante sefialar que se llevé a cabo de esta manera ya que el buffer de SDS no es

compatible con el método de Bradford acido.

Posteriormente, se llevd a cabo un gel de Acrilamida al 12%, donde se cargaron en cada
pozo: 5, 10 y 15 ug de proteina utilizada como control de carga de R. etli, seguidos de 3pl
de los extractos mitocondriales de las lineas celulares con sus respectivas replicas
experimentales. Los parametros para la electroforesis fueron: una hora a 30 mili amperes
por gel. Por lo tanto, una vez que finalizd la corrida electroforética se retir6 el gel, para
proceder a ser fijado con 50 ml de solucion de fijado (Etanol 30%, Acido fosférico 2%, Agua
MQ 68%) durante 30 minutos en agitacion lenta. Después de esto, se dieron tres lavados
de 10 minutos al gel con agua MQ, y se afiadi6é el Azul de coomassie coloidal. El gel se

mantiene a temperatura ambiente toda la noche.
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Finalmente, el gel se lavo con 50 ml de solucién destifiidora (Etanol 10%, Acido fosférico
2%, H20 MQ 88%), y eventualmente fue colocado en agua MQ, para proceder a ser
escaneado en un densitometro de la marca Biorad (GS-800 Calibrated Densitometer). Los
geles fueron visualizados en el programa Quantity One version 4.6.9 de Biorad, donde se
realizé la densitometria de los carriles de interés, asi como también se calcul6 el ajuste de
proteina. Por ultimo, se llevd a cabo otro gel utilizando 10 pg de proteina de los
enriguecimientos de mitocondria de las diferentes lineas celulares, con los controles de

carga de R. etli para verificar que la carga fuera correcta.

V.VI. Reduccidn y alquilacion

Se utilizaron 50 ug de proteina de acuerdo a la normalizacion previa, se procedi6 a calentar
la muestra a 40°C durante 30 min, y se afiadieron Tris 2 M a pH 8.6, para obtener una
concentracion final de 200 mM. Posteriormente, se agrego lodoacetamida (IAM) al 200 mM,
y se mantuvo en incubacion durante 30 minutos, a temperatura ambiente y protegido de la

luz.

V.VIIl. La digestion de proteinas

Una vez reducida y alquilada la proteina, se precipito con 9 volimenes de etanol absoluto,
previamente almacenado a -70°C durante toda la noche o 2 horas. Y se prosiguié a
centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos, se deseché el sobrenadante y se recupero la
pastilla. Posteriormente, se llevaron a cabo dos lavados con 500 pl de etanol al 90%,
utilizando una centrifugacion a 13000 rpm durante 15 minutos, asi mismo, se dejé secar por
inversion. Una vez seca la pastilla, se re suspendié en 100 ul de Bicarbonato de amonio
(BCA) al 50 mM, con Deoxicolato (DOC) al 0.5%, posteriormente se agreg6 1 pg de Tripsina
y se dej6 incubar a 37°C durante 16 horas. Se lavé con acetato de etilo y TFA, para eliminar

todo el detergente.

El lavado con Acetato de etilo y TFA, se llevé a cabo aumentando el volumen final de la
digestion a 100 ul de agua, se afiadieron 100 pl de acetato de etilo, y posteriormente se
agregaron entre 0.5 y 1 ul de TFA (este paso se debe llevar a cabo muy rapido, ya que el
TFA se puede evaporar antes de llegar a la mezcla de la digestion), se procedié a dar Vortex
vigorosamente durante 5 minutos, posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm, durante 10

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se elimind la fase organica, la cual se
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encuentra en la parte superior y se forma en pequefo velo interfase. Posteriormente, se
afiadié otro volumen 100 pl de acetato de etilo, y se procedié a dar vortex vigorosamente
durante 5 minutos, e inmediatamente se centrifugd a 13,000 rpm, durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo, se descarté la fase organica sin tocar la interfase, ni la
fase acuosa, y se procedié a dejar evaporar, para finalmente resuspender la pastilla en 100

ul de Acido formico al 0.1%.

V.VIIl. Andlisis de las muestras mediante LC MS/MS

Los datos fueron analizados en un Q Exactive Plus OrbitrapMassSpectrometer (Thermo
Fisher Scientific). Donde se inyectaron 4 uL (2 pug de péptidos) en un Ultimate 3000
RSLCnano HPLC system acoplado en linea a un espectrémetro de masas hibrido de alta
resolucion Q Exactive Plus. Las muestras fueron atrapadas en una pre columna y
posteriormente fueron colocadas en un gradiente de 250 minutos a 250 nl/min., usando una
columna capilar (Easy-spray column 15 cm x 75 um de diametro interno, PepMap 100 C18,
3 um). La fase movil se describe de la siguiente manera: (A) 1% de Acetonitrilo, 0.1% de
Acido férmico en agua y (B) 90:10 (v/v) Acetonitrilo: agua, Acido férmico. El espectrometro
de masas se oper6 en modo positivo, empleando data dependentadquisition, el rango de
adquisicion de masas en Full MS fue de 300-2,000 m/z. En el cuadruplo se aislaron 10 iones
mas intensos, y fueron fragmentados. Los iones precursores fueron medidos a una
resolucion de 70,000 a 200 m/z, y los fragmentos a una resolucién de 17,500. Unicamente

fueron fragmentados los iones con estados de carga a partir de dos.

La identificacién de proteinas y cuantificacion libre de marcaje (FLQ) se realizdé en el
programa MaxQuant versiéon 1.6.1.0, empleando como criterios de busqueda: Tripsina
como enzima de digestién, carbamidometil cisteina como modificacién fija, y oxidacién de
la metionina como modificacién variable. La base de datos utilizada para la identificacion
fue "Proteoma Humano UP000005640".
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V.IX. El analisis estadistico de las proteinas

El andlisis de los valores de proteinas se llevé a cabo mediante un método cualitativo vy,
posteriormente un analisis cuantitativo. Para el analisis cualitativo se compararon las
proteinas expresadas en cada linea celular, para obtener el nimero de proteinas
especificas de las mitocondrias para cada linea celular, asi como aquellas compartidas en
las tres lineas celulares. Para el andlisis estadistico se utilizaron, solo aquellas proteinas
que estaban presentes en las tres lineas celulares, posteriormente se imputaron los datos
mediante el método random forest (software R), una vez imputados los datos, se
normalizaron. Finalmente se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA) para determinar que

tanto diferian en cantidad las proteinas expresadas.

El analisis de la varianza es una herramienta en la cual la variacion total presente en un
conjunto de datos se distribuye en varios componentes, asociada a cada uno de estos
componentes hay una fuente especifica de variacion, asi en el andlisis se puede saber la
magnitud de las contribuciones de cada una de estas fuentes de variacion total. De esta
manera el ANOVA, se utiliza ya sea para; estimar y probar las hipétesis acerca de las
varianzas de las muestras y, estimar y probar la hipétesis acerca de las medias de las

muestras.

Se parte desde los datos seleccionados aleatorios, para cada grupo se debe tomar el total
de los valores y su respectiva media, posteriormente la suma total de cuadrados; la cual
se define como la suma de los cuadrados de las desviaciones de cada observacion de la
media de todas las observaciones tomadas en conjunto, seguida de la suma de los
cuadrados dentro de los grupos, el cual se obtiene mediante la suma de las desviaciones
al cuadrado de las observaciones individuales respecto de su media. La suma de los
cuadrados entre los grupos, se obtiene mediante la desviacion al cuadrado de la media de
cada grupo a partir de la gran media y multiplicar el resultado por el tamafio del grupo,

para finalmente sumar todos los resultados.
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V.X. La construccion de los tree map

Para la representacion de la sobreexpresion y subexpresion de las proteinas se utilizo el
software REVIGO, el cual funciona visualizando los procesos biolégicos determinados por
ontologias génicas. Se obtuvieron las GO (ontologia génica) desde la base de datos
DAVID (base datos para la descripcion, visualizacién y el descubrimiento integrado).
Posteriormente los datos fueron cargados a REVIGO.

V.XI. El desarrollo de las redes de interacion proteina-proteina (PPI)

Las redes de interaccion proteina-proteina fueron llevadas a cabo mediante el software
Cytoscape, se ingresaron la lista de genes por medio de genemania, se ajustaron los
parametros “interaccion fisica y genética’, para obtener los "hub genes™ se utiliz6 el plug-

in Cytohubba para clasificar los 5 principales.
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VI. Resultados

Se obtuvo un total de 2885 proteinas, de las cuales 2401 presentaban mas de dos péptidos,

de estas mismas 1704 tenian al menos dos o0 mas valores de intensidad.

VI.l. La validacion del enriguecimiento mitocondrial

Con el propdsito de tener la certeza de haber obtenido la cantidad considerablemente alta
de proteinas mediante la extraccién y purificacion de las mitocondrias de cada una de las
lineas celulares, se prosiguié a comparar el total de proteinas identificadas mediante LC
MS/MS, de las cuales se obtuvieron 849 proteinas mitocondriales las cuales equivaldrian
al 36.54% de las proteinas totales (2323) identificadas en este experimento, contra la base
de datos de proteina total (anteriormente obtenida) se obtuvieron 668 proteinas
mitocondriales correspondientes al 13.82% de un total de 4823 proteinas de la base de
datos de proteinas totales. De esta manera se logré6 un enriquecimiento de proteina
mitocondrial del 22.72% mediante esta metodologia (centrifugacién diferencial y

purificacion).

VI.1I. El anélisis cualitativo

Posteriormente, después de filtrar solo las proteinas con dos o mas péptidos, que también
presentaran dos o mas valores se procedié a separar las proteinas por linea celular,
obteniendo asi las proteinas especificas de las mitocondrias de cada linea celular, se
observo un total de 110 proteinas para CaLo (VPH 18), 24 para la linea celular SiHa (VPH
16), 62 proteinas para la linea celular control HaCaT y 67 proteinas se hallaron en ambas
lineas celulares de adenocarcinoma. Finalmente se obtuvieron 1258 proteinas presentes

en las tres lineas celulares. Con este material se realizd el andlisis cualitativo.

VI.IIl. El andlisis estadistico

El analisis cuantitativo se llevé a cabo con 1248 proteinas, eliminando 10 proteinas las
cuales presentaban valores muy altos de intensidad, estas proteinas fueron compartidas en
las tres lineas celulares. El andlisis estadistico se llevd a cabo en 1248 proteinas mediante
ANOVA (andlisis de la varianza), ya que este andlisis nos permite comparar mas de dos

variables en dos 0 mas datos experimentales a la misma vez. Entonces se compararon las
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medias de las diferentes abundancias para cada proteina mediante la varianza.

Se procedio a normalizar los valores de intensidad mediante cada una linea celular, para
posteriormente imputar los datos faltantes mediante el método Random forest (software R)

en las muestras bioldgicas.

De las 1248 proteinas 668 fueron estadisticamente significativas, de las cuales se hallan
las diferenciadas, la prueba post hoc realizada comparando dos lineas celulares, de la
manera siguiente; HaCaT contra CalLo, HaCaT contra SiHa y SiHa contra Calo.
Determinando asi la sobre expresion por medio de un p-value menor a 0.1, y descritas no

diferenciadas fueron determinadas por un valor de p-value de 0 o mayor a 0.1 (figura 10).
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Figura 10: Heatmap de los diferentes valores de cantidad de proteina expresada en las mitocondrias
de las tres lineas celulares con su respectivo triplicado biol6gico. Donde el color rojo muestra
aquellas proteinas sobreexpresadas de cada linea celular en comparacién con las otras dos, el verde
significa aquellas proteinas compartidas entre las tres lineas celulares que no presentan
sobreexpresion ante las demas, correspondientes a un p-value de 0 o mayor a 0.1. De este modo,
aqguellas con un p-value menor a 0.1, son descritas como sobreexpresadas correspondientes a 99

proteinas en HaCaT, 103 proteinas sobreexpresadas en CalLo (VPH 18) y 177 proteinas
sobreexpresadas en SiHa (VPH 16).

HaCat1
HaCat3
HaCat2
CalLo2
CalLo1
CalLo3
SiHa1
SiHa2
SiHa3
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En el heatmap anterior se muestra como difiere la expresion de proteinas especificas entre
cada linea celular utilizada en el experimento, lo cual sefiala que existen proteinas que
presentan funciones particulares entre dichas lineas celulares, en la linea control, asi como
en las cancerosas con diferentes tipos de virus presentes. También se puede resaltar el
hecho de que, en cada linea celular las repeticiones biologicas presentan un patrén de
expresion similar entre ellas, sefialando que la misma metodologia realizada en todas las
lineas celulares fue implementada de manera eficiente. Asi como también se presentaran

diferentes procesos hioldgicos entre las tres lineas celulares.

VLIV. Enriquecimiento de proteinas

A partir de los datos obtenidos, el total de proteinas sobre expresadas para cada linea
celular obtenidas del andlisis cuantitativo, adicional, las proteinas especificas para cada
linea celular. Se obtuvieron los siguientes valores (tabla 4).

Tabla 4: Representacién de las distribuciones de proteinas utilizadas para la ontologia génica.

LINEA CELULAR HaCaT CalLo SiHa
Proteinas sobreexpresadas |99 103 177
Proteinas especificas 62 110 24
Total 161 213 201

Del total de proteinas, se consulté la ontologia génica por proceso bioldgico para cada linea
celular mediante el software DAVID (base datos para la descripcion, visualizacion y el
descubrimiento integrado). De esta manera se utilizaron los siguientes parametros. Oficial

gene symbol > gene list > Homo sapiens.

Una vez obtenidos los datos, estos fueron ingresados en la herramienta bioinformatica
REVIGO, ingresando el valor de GO (ontologia génica), y el respectivo p-value de cada
proteina. REVIGO funciona comparando la similitud del GO “term” basado en el p-value,
reduciendo la redundancia de los limites, formando “clusters” mediante la frecuencia de la
proteina, la cual esta dada en el porcentaje de las proteinas encontrado en el GO “term”,
de UniProt. De esta manera la frecuencia mas alta representa los “clusters” (Supek et al.,
2011). Finalmente, se llevé a cabo un tree map para cada linea celular, los cuales son

descritos a continuacion.
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VLIV.l. El enriguecimiento mitocondrial de la linea celular HaCaT

REVIGO Gene Ontology treemap

Figura 11: Representacion de la expresion de proteinas en la linea celular HaCaT mediante un

treemap. Cada rectangulo representa un cluster de la integracion de un proceso biolégico, la
sobreexpresion de las proteinas esta representada en el tamafio del rectangulo.
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En el tree map anterior (figura 11) encontramos 38 GO “terms”, agrupados en 5 “clusters”
de los cuales algunos de los mas representados se encuentran la organizacién del
citoesqueleto, adhesion celular y la traduccion, de los cuales algunos se hallan descritos

abajo.

VI.IV.LI. Organizacion del citoesqueleto
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de HaCaT: TNIK, MACF1,
PRKCI, CNN2, CD2AP, CAPZB, TUBB3, SPTAN1, SPTB.

Dentro de las funciones principales del citoesqueleto se encuentran permitir el cambio de
forma durante el movimiento, el transporte a la mitocondria, la conversion del estimulo
mecanico a sefializacién (Fletcher y Mullins, 2010). También, ambas fuerzas fisicas tanto
externa como interna pueden ser transmitidas a través del citoesqueleto a otros organelos
incluyendo el nucleo y la mitocondria. La red del citoesqueleto puede responder a fuerzas
externas por histéresis 0 memoria, las estructuras citoesqueléticas de vida larga pueden
ser epigeneticamente heredadas por sus cohortes (Fletcher y Mullins, 2010). La actina
participa en la redistribucién de la red mitocondrial durante la mitosis, el transporte de
mitocondria a través de las células hijas al fin de la mitosis es promovido por una proteina
asociada al citoesqueleto (Cenp-F) por medio de la proteina mitocondrial Miro (Kanfer et
al., 2015). También se ha descrito que la mitocondria incluye en muchas funciones celulares
relacionadas a actina, como la rigidez celular es dependiente de la produccion de ATP
mitocondrial (Bartolak-Suki et al., 2017).

VLIV.LIL Iniciacion de la traduccion
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de HaCaT: EIF3C, RPS17,
RPS15, EIF2S2, RPLS5, EIF3I, RPS7.

La expresion del genoma mitocondrial requiere de replicacion intraorganelo, transcripcion
como traduccién, los ribosomas asociados a la membrana traducen proteinas codificadas
en la mitocondria y facilitan la insercion de co-traduccional de nuevos polipéptidos
sintetizados hacia la membrana interna. La mayoria de proteinas de la mitocondria son
producidas en los ribosomas citosolicos, Priesnitz y Becker describen que las rutas
asociadas a la sintesis de proteina mitocondrial y el importe de subunidades codificadas en
el nicleo ensambladas a los complejos de la cadena respiratoria (Priesnitz y Becker, 2018).

Por otro lado, resaltan que la traduccion mitocondrial esta influenciada por el entorno
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celular.

VLIV.LII. Mantenimiento de la polaridad celular
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de HaCaT: ACTR2, SPINT2,
FAT1, CAP1.

La polarizacion celular requiere de un incremento de energia otorgada por la mitocondria.
Las células usan la fosforilacion oxidativa para incrementar los niveles de ATP, ya que esta
energia es requerida para la polarizacion, también se ha descrito un alargamiento y un

potencial de membrana incrementado en la mitocondria (Fu et al., 2012).
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VLIV.II. El enriqguecimiento de proteinas para CalLo

REVIGO Gene Ontology treemap

Figura 12: Representacion de la expresion de proteinas en la linea celular CaLo mediante un
treemap. Cada rectangulo representa un cluster de la integracién de un proceso bioldgico, la

sobreexpresion de las proteinas esta representada en el tamafio del rectangulo.

VLIV.ILI. Liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CalLo: FIS1, MFF, BAK1

El citocromo ¢ en las células sanas se encuentra en el espacio intermembrana de la

mitocondria donde actla en la cadena transportadora de electrones para transferir
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electrones del complejo Il al complejo IV. En el citoplasma de células que experimentan
apoptosis citocromo ¢ se une a Apaf-1, el cual une a la caspasa 9, para posteriormente
formar el apoptosoma (Zou et al., 1999; Acehan et al., 2002). Cada polipéptido de citocromo
C une a un grupo hemo, ya que este es necesario para cargar electrones, y es también
requerido para que el citocromo c active Apaf-1. (Yang et al., 1997; Purring-Koch, 2000).
Por unién a Apaf-1. Y la formacién del apoptosoma, la presencia de citocromo c en el citosol

es suficiente para causar muerte celular dependiente de caspasas (Vaux, 2011).

VLIV.ILIl. Ensamblaje del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: TIMMDC1, NDUFA5,
NDUFB4, NDUFB11, NDUFA2, NDUFB9, TAZ, NDUFA7, NDUFC2, ACAD9.

El complejo | mitocondrial es el més grande contiene 45 subunidades codificadas por ADN
mitocondria y nuclear. Es el complejo con mayor entrada de electrones hacia la fosforilacion
oxidativa mediante conversion enzimatica de NADH a NAD+, Cl bombea protones fuera de
la matriz mitocondrial, lo cual contribuye a la generacion del potencial de membrana
mitocondrial, usado por el complejo V para la sintesis de ATP o para la generacion de calor.
Se han diagnosticado mutaciones en el gen NDUFS4, codificando una subunidad del
complejo | codificada en el nucleo, asociada a dafios neurodegenerativos (Leong et al.,
2012).

VLIV.ILII. Proceso 6xido-reduccion

Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CalLo: CYB5R1, HTATIP2,
VKORC1L1, CBR4, TECR, POR, SDHA, PYCR1, DHRS3, G6PD, MARC2, SDHC,
AKR7A2, HSD17B7, SCO2, UQCRB, NSDHL.

El transporte de electrones ineficiente a través de los complejos de la cadena
transportadora de electrones dirige a la formacion de radicales libres o ROS, los cuales
exceden la capacidad de las enzimas antioxidantes, dirigen entonces, al dafio de la cadena
transportadora de electrones y al estrés respiratorio. La produccion de ROS (especies
reactivas de oxigeno) en la mitocondria es mejorada por otras variables tales como; hipoxia,
guimioterapia, radiacion y otras lesiones patolégicas (Choudry et al., 2017). La excesiva
produccion de ROS esta implicada en la iniciacion del tumor y progresion del mismo. Activa
también HIF1lay HIF2a, los cuales en los melanomas dirigen la expresion del oncogén Src

y promueve metastasis (Lim et al., 2010; Choudhury y Singh, 2017).
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VIIV.ILIV. Respiracidn aerdbica

Proteinas encontradas en el enriguecimiento mitocondrial de CaLo: SDHC, CAT, UQCRB.

Las células cancerosas producen altos niveles de lactato, en el microentorno del cancer es
secretado y promueve la progresion del cancer. El lactato ha sido identificado como un
metabolito que “juega” un papel directo en el crecimiento celular (Pavlides et al., 2009). Asi
mismo, los niveles de lactato son producto de algunos factores, como la expresion
diferencial de las isoformas de lactato deshidrogenasa (LDH), esta dltima convierte el
piruvato en lactato mediante NADH y NAD+, LDH se ha descrito involucrada en el
metabolismo de glucosa y la carbonacién de la glutamina determina ndo el pH del tumor

maligno ya la actividad del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Green et al., 2015).

VLIV.ILV. Fusion mitocondrial
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CalLo: FIS1, MFF, BAK1,
CHCHDs.

La mitocondria se haya en una red dentro de las células, las cuales presentan procesos de
fusion y fisién. Esto dependera de la accién de tres grandes GTPasas: mitofusinas (Mfn1,
Mfn2) mediando la fusion de la membrana en la membrana externa y Opal la cual es
esencial para la fusién de las membranas internas del organelo (Debray, Lambert, y
Mitchell, 2008).

Las mitofusinas son requeridas en la mitocondria adyacente para efectuar el proceso de
fusion. La fosfolipasa D ha sido descrita como proteina implicada en la fusién de la
membrana externa mitocondrial, la subregulacion de fosfolipasa D mitocondrial por RNAI
induce fragmentacion de la red mitocondrial. Por otro lado, Opal proteina esencial para la
fusién mitocondrial de la membrana interna mitocondrial, es codificada por un set de al
menos ocho formas de mRNA que son producidas por splicing diferencial. La pérdida de la
funcion de Opal por RNAI causa fragmentacion del reticulo tubular mitocondrial como ha
sido descritos en experimentos con lineas celulares (Olichon et al., 2003; Griparic, 2004;
Landes y Martinou, 2011).
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VILIV.ILVI. Transporte de proteinas
Proteinas encontradas en el enriguecimiento mitocondrial de CaLo: RAB2A, SCAMPS3,
NACA, RAB29, BET1, SEC22B, RAB6B, LMAN2, SEC61A1, LIN7A.

La mayoria de las proteinas son sintetizadas en los ribosomas citosolicos y son importadas
a través de TOM (translocasa de la membrana externa), los precursores de proteinas
pueden usar diferentes maquinarias de ‘clasificacion’. Las proteinas precursoras
destinadas para la matriz son importadas por la presecuencia de translocasa de la
membrana interna (TIM23) y la presecuencia motora asociada a translocasa (PAM). La
peptidasa procesadora mitocondrial (MPP) remueve las presecuencias. Entonces algunas
proteinas son liberadas de TIM 23 a la fase de lipidos de la membrana interna. El especio
de ensamble intermembrana de la mitocondria (MIA) dirige al importe y empaguetamiento
de muchas proteinas del espacio intermembrana. Algunas proteinas seran también
sintetizadas en la matriz de ribosomas y seran exportadas hacia la membrana interna por

la maquinaria de ensamblaje oxidasa (OXA) (Schmidt, Pfanner, y Meisinger, 2010).

VLIV.ILVIIL. Traduccion
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: EGFR, NACA, RPL13,
SLC25A35, FARSB, SLC25A19, MRPS21, IGF2BP3, MRPS7, RMND1.

La mayoria de los componentes de la traduccion (mMRNA, tRNA y ribosomas) son diferentes,
la mitocondria usa un cédigo distinto al universal (Barrell et al., 1979), la mitocondria
humana usa los codones de la arginina AGG y AGA, con UAA y UAG, para la terminacion.
La mitocondria humana también tiene un mecanismo decodificador con solo 22 tRNAs
(Anderson et al., 1981; Ott, Amunts, y Brown, 2016).
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VLIV.III. El enriquecimiento para SiHa

REVIGO Gene Ontology treemap
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Figura 13: Representacion de la expresion de proteinas de la linea celular SiHa utilizando un
treemap. Cada rectangulo representa un cluster de la integracion de un proceso biolégico, la

sobreexpresion de las proteinas esta representada en el tamafio del rectangulo.

VLIV.ILI. Proceso glicolitico
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: ALDOA, TPI1, PFKL,
ADPGK, HKDC1, ALDOC, PGK1, GAPDH, ENOL1.

La regulacion de la glicdlisis esta dada por las hexoquinasas, la hexoquinasa 2 (HK2) se
considera como el mayor contribuyente a la produccion alta de glicélisis y produccion de
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lactato aun en presencia de oxigeno. Un mecanismo por el cual HK2 se une a la mitocondria
es mediante la proteina de la membrana externa (VDAC). Esta interaccion facilitara

entonces, la inmortalizacion de las células cancerosas (Green et al., 2015).

VLIV.IILIL. Regulacion de la respuestainmune
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: IFITM1, HLA-A, HLA-C,
HLA-B, ITGB1, B2M.

La respuesta inmune innata funciona como la primera linea de defensa ante patdégenos o
cualquier lesién de tejido, activada por un rango de receptores de reconocimiento de
patrones expresados en la superficie o de manera intracelular (PRR), se podrian citar los
siguientes; patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) o bien, patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs). ElI metabolismo mitocondrial le ha permitido
establecer respuestas inmunes tanto adaptativas como innata (Weinberg y Chandel, 2015).

VLIV.ILIIL Homeostasis redox
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: ERP44, P4HB,
TXNDC12, TMX1, PDIA3, PRDX4, PDIA6, PDIA4.

Los factores que contribuyen a un entorno mayormente redox en las células cancerosas
incluyen metabolismo mitocondrial alterado, sefializacion oncogénica incrementada. La
sefalizacion a través de las rutas mediadas al receptor del factor de crecimiento, dirigen de
este modo a la generacion de ROS por NADPH oxidasas reduciendo a RAS, la sefializacién
aberrante debido a mutaciones en RAS u otro oncogén puede elevar los niveles de ROS
(Briehl et al., 2014).

VLIV.ILIV. Entrada viral hacia la célula hospedera
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: F11R, CD55, TFRC,
ITGAS, ITGAV, ITGB5, HSPA1A, SCARB2, ITGB1.

Para poder establecerse el virus dentro la célula hospedera, este debe introducir el ADN
hacia el nucleo de la célula, esto ocurre mediante interacciones complejas de la capside
viral con las proteinas celulares. Los papilomavirus infectan las células basales del epitelio
y depende en la diferenciacion celular epitelial para la replicacion y la produccién de viriones
(Aksoy, Gottschalk, y Meneses, 2017).
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VLIV.IILV. Gluconeogénesis
Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: ALDOA, TPI1, ALDOC,
PGK1, GAPDH, ENO1.

La gluconeogénesis es uno de las razones para un metabolismo mas rapido de GLN
(Glucagon) en pacientes de cancer, especialmente en estados severos del padecimiento.
Es conocido que el cancer usa la glucosa como la principal fuente de producciéon de ATP,
sin embargo, cuando existe un consumo excesivo de glucosa por el cancer. La glucosa es
restaurada en el higado por los aminoacidos, y GLN es la principal fuente para este proceso.
Asi mismo, existe un potencial peligro con la suplementacién de GLN en pacientes de
cancer utilizada para apoyar el sistema inmunoldogico, tracto intestinal, y la sintesis de

glutatién e inhibir la caquexia cancerigena (Michalak et al., 2015).

VLIV.ILVI. Empaquetamiento de proteinas

Proteinas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: FKBP9, TMX1,
PPIAL4A, GANAB, PDIA3, RP2, ERP29, PDIA6, PDIA4, PRKCSH, P3H1, ERP44, CCT4,
GNB2, GNB3, FKBP11.

Cuando las proteinas son sintetizadas, la mayoria no se empaquetan espontaneamente
hacia la conformacién apropiada. Se requiere entonces de chaperonas lo cual es crucial
para el mantenimiento de la homeostasis proteica (Morimoto, 2008). La union de
chaperonas a los polipéptidos sintetizados previene el empaquetamiento hacia formas
inapropiadas, y facilita el ensamblaje de la estructura correcta. (Buckau et al., 2006), en
caso de las proteinas que han sido formadas innecesariamente con agregados toxicos,
algunas chaperonas, como HSP104, son capaces de quitar estos agregados hacia formas
intermediarias que pueden ser tomadas en el reempaguetamiento al estado nativo. A altas
concentraciones de proteinas "agregadas”, HSP104, TRIiC entre otras chaperonas pueden
activar estas especies toxicas agregadas hacia tipos menos toxicos (Behrends et al., 2006;
Shorter y Lindquist 2004).

VLIV.IILVIL. Regulacion negativa del proceso apoptético
Proteinas encontradas en el enriguecimiento mitocondrial de SiHa: CD44, CFL1, HSPAS,
FAM129B, EIF2AK2, NQO1, RPS27A, TIMP1, SOD2, PLAUR.
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Las condiciones celulares donde existen niveles elevados de HK-l y HK-II permiten a las
células tumorales evadir la apoptosis, permitiendo asi la proliferacion, HK-1 y HK-1I dirigen
hacia la superficie citosdlica de la membrana mitocondrial externa a través de la union de
VDAC (canal anién dependiente de voltaje), la union de hexoquinasa (HK) a la mitocondria
permite un flujo de ATP continuo, el cual proveera energia para la fosforilaciéon de la
glucosa, y entonces un incremento del metabolismo glicolitico (Abu-Hamad et al., 2008).

VLIV.IILVII. Regulacion de la respuesta de defensa a virus
Proteinas encontradas en el enriqguecimiento mitocondrial de SiHa: AP1B1, ARF1, AP2A1,
RAC1, HLA-A, B2M.

Las células producen mediadores de la inflamacion tales como factor a necrético tumoral
(TNFa), el cual es un importante inhibidor de la proliferacién de queratinocitos. Las citosinas
inflamatorias pueden activarla ruta apoptética extrinseca a través receptores de muerte de
superficie celular de la familia de receptores TNF, tales receptor TNF 1 (TNFR1), FAS y el
ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF (TRAIL). Las proteinas E6 de alto riesgo
bloguean la apoptosis inducida por TNFa por la unién directa a TNFR1 que inhibe la
formacion del complejo de sefalizacién inductor de muerte celular, y posteriormente una

transduccién de sefiales apoptoticas (Moody y Laimins, 2010).

VI.V. Obtencién de los genes clave

Las redes de interaccion proteina-proteina fueron obtenidas mediante el software
Cytoscape, utilizado para construir las redes y analizar el nimero de proteinas adyacentes
mediante genemania, cada circulo representa una proteina, y las lineas las interacciones
entre ellas mismas, se utilizé el plug in Cytohubba para calcular el grado de nodo (node
degree), el cual nos representa los nimeros de interconexiones, se seleccionaron solo 5
principales. Estas proteinas son aquellas que presentan los core, las cuales se considera,
presentan funciones moleculares importantes en los diferentes estados del cancer. Las

redes PPI son descritas a continuacion.
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VIV.l. Los genes clave de la linea celular HaCaT
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Figura 14: Red de interaccién de proteinas expresadas en las mitocondrias de la linea celular HaCaT
(control). Donde los nodos verdes presentan mayor numero de interacciones ante las demas,
llamados asi los "hub genes”, para la respectiva linea celular. Los nodos representan las proteinas

y las lineas las interacciones entre ellas.

HNRNPA3: Se ha descrito esta proteina es un miembro de la familia hnRNP A/B de
proteinas de uniébn a RNA que en comln con otras proteinas contienen dos sitios de
reconocimiento RNA N-terminal seguidos por una regién rica en glicina en C-terminal. Esta
familia de proteinas encontradas entre el nacleo y citoplasma, presentan multiples
funciones en términos de splicing pre-mRNA, importe nuclear, estabilidad y traduccion de
mMRNA .

Por otro lado, HNRNPM otra proteina de la misma familia se ha reportado que la hipoxia
incrementa a unién de esta proteina hacia blancos mRNAs y promueve por lo tanto la
iniciacion de la traduccién. En cancer de colon y carcinogénesis en ratén se ha demostrado

gue HNRNPM se haya elevado durante el desarrollo del cancer colorectal y asociado
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también a prognosis (Chen et al., 2019).

La proteina RPS, Subunidad 7 ribosomal, es componente importante estructural del
ribosoma involucrado en la sintesis de proteinas, también asociado con enfermedades
malignas. Wen y colaboradores adjudican la sobreexpresidn de esta proteina al termino de
terapias para erradicar el cancer de prostata en pacientes, asi, de este modo la inhibicion
de esta misma podria con siRNA podria atenuar el crecimiento del tumor y la migracién
(Wen et al., 2018).

La vinculina (VCL), une muchas proteinas incluyendo talina, IpaA, b-catenina, a-catenina
y a-actina, la vinculina existe en dos conformaciones en la célula: una forma activa abierta
y una cerrada. Las células carentes de vinculina presentan propiedades migratorias
alteradas. La migracion celular puede ser explicada de la siguiente forma; la adhesion al
sustrato, la generacién de fuerzas de atraccién para impulsar la célula y, posteriormente la

lisis de adhesiones viejas en la célula (Bays y DeMali, 2017).
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VI.V.II. Los genes clave de la linea celular CaLo
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Figura 15: Red de interaccidn de proteinas expresadas en las mitocondrias para la linea celular CalLo
(VPH 18). Donde los nodos azules presentan mayor nimero de interacciones ante las demas,
llamados asi los "hub genes” para la respectiva linea celular, los nodos representan las proteinas y

las lineas las interacciones entre ellas.

Las subunidades de la ATP sintasa (ATP5D, ATP5L, ATP50, ATP5F1), la ATP sintasa
es la enzima primordial para la reaccion de fosforilacién oxidativa, la regulacién baja de la
ATP sintasa mitocondrial es una de las caracteristicas del cancer en un descenso de la
fosforilacion oxidativa y el incremento de la glucdlisis. Se ha demostrado que la ATP sintasa
y la resistencia a multifarmacos y la prognosis adversa del tumor estan estrechamente
relacionadas. Dichos mecanismos estan relacionados a la regulaciéon postraduccional de la
ATP sintasa, la hipermetilacion del gen ATP sintasa y el péptido inhibidor de la ATP sintasa
llamado factor 1 inhibitorio de ATP sintasa (IF1) (Wang et al., 2014).

El receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) es un receptor cinasa-tirosina, que

es expresado en la superficie de la célula para desencadenar la ruta de sefalizacion cinasa
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via fosforilacion mediada de unién a ligando, y su autoactivacion esta relacionada a la
progresion del tumor, EGFR también se haya involucrado en la regulacion de la dinamica
mitocondrial, induce la fisién y correlacionado a la produccién de energia y redistribucion
mitocondrial al area del lamelipodio, altera también la distribucion subcelular y la produccién

de energia produciendo asi metéstasis (Che at al., 2015).

VI.V.1II. Los genes clave de la linea celular SiHa
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Figura 16: Red de interaccion de proteinas expresadas para la linea celular SiHa (VPH 16). Donde
los nodos anaranjados presentan mayor nimero de interacciones ante las demas, llamados asi los
"hub genes™ para la respectiva linea celular, los nodos representan las proteinas y las lineas las
interacciones entre ellas.

La Miosina 10 (MYH10), involucrada en la migracion de la célula tumoral, la invasion,
produccion de la matriz extracelular (ECM), y la transicion mesenquimal-epitelial. El gen se
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encuentra localizado en el cromosoma 17, y dicha proteina esta principalmente localizada
en los nervios celulares, megacariocitos y otras células no musculares (Conti et al., 2008;
Wang et al., 2003), el gen MYH10 se ha descrito sobre expresado en cancer de mamay
asociado a la vez con la invasién de la célula tumoral en cancer de mama (Betapudi et al.,
2006; Wang et al., 2018).

HSPAS5: Proteina chaperona, es un miembro de la familia HSP70, y es una proteina
asociada a estrés del reticulo endoplasmico, la cual tiene efecto en la proteccién celular.
Cuando la sintesis de proteinas en el RE es alterada bajo condiciones de inanicion las
proteinas no empaquetadas acumuladas da como resultado estrés en el reticulo
endoplasmico, que finalmente terminara en la autofagia. (Eizirik, Cardozo, y Cnop, 2008).
P4HB: es la subunidad B de prolil 4 hidroxilasa, que tiene funcion de chaperona en el
reticulo endoplasmico para suprimir la agregacion de proteinas mal plegadas. Se ha
descrito la expresion de P4HB en cancer de pulmon y la induccion a crecimiento del
carcinoma de pulmén (Wang et al., 2015). La subexpresiéon de esta proteina disminuye la
resistencia a temolozomida en glioma mediante rutas de respuestas a estrés del reticulo
endoplasmico (Sun et al., 2013).

ISG15: la 1ISG15 monomérica es encontrada ya sea libre o unida covalentemente a
proteinas a través de ISGilacién, un proceso de conjugacion que usa activacion de la
enzima E1, un conjugado de la enzima E2, y uno de las tres ligasas E3. Estas enzimas e
ISG15 son fuertemente transcripcionalmente sobrereguladas por IFN-I. Cuando dichas
proteinas son modificadas contribuyen a la respuesta innata a infeccion e interacciones

virus-hospedero (Vuillier et al., 2019).
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VIl. Discusion

En el presente estudio el enriquecimiento de la fraccibn mitocondrial se llevé a cabo
mediante una centrifugacion diferencial, seguida de un gradiente de sacarosa. Cabe sefialar
que se decidi6 tomar en cuenta la union de ambas metodologias para lograr mayor
enriquecimiento mitocondrial. Gracias a esta metodologia implementada, se obtuvo un
porcentaje alto de proteinas mitocondriales, las cuales corresponden a mas de la mitad de
las proteinas ya reconocidas como mitocondriales, o bien, asociadas en gran parte a la
mitocondria, las cuales se hayan descritas en la base de datos Mitominer. Hasta ahora, la
base de datos para la evidencia y fenotipos de localizacion mitocondrial en mamiferos
Mitominer, alberga 1626 proteinas descritas como mitocondriales en Humano de las cuales
849 proteinas fueron detectadas mediante LC MS/MS obtenidas por el enriquecimiento

mitocondrial ejecutado en este proyecto.

Por lo tanto, es de suma importancia mencionar que la actividad relevante de la mitocondria
y la interaccion con otros compartimientos como el nicleo, el reticulo endoplasmico y los
peroxisomas, hacen casi imposible la obtencibn de extracciones mitocondriales
ampliamente puras (Palmfeldt y Bross, 2017). Ademas, muchas proteinas presentan una
doble localizacion (se encuentran presentes dentro y fuera de la mitocondria) (Kisslov et
al., 2014; Yogev y Pines, 2011). Es por eso, que existen diversas proteinas mitocondriales
que estan localizadas tanto en mitocondria como en nudcleo en condiciones fisioldgicas
normales (Monaghan y Whitmarsh, 2015), por ejemplo, la piruvato deshidrogenasa que
sintetiza acetil-CoA, la cual es utilizada entre otros procesos, para la acetilacion de histonas
y la regulacion genética en el nucleo, y en la mitocondria dando inicio al ciclo de los acidos
tricarboxilicos en la matriz mitocondrial (Sutendra et al., 2014). No obstante, algunas
proteinas solo son expresadas en ciertos tipos de células y/o tejidos, por ejemplo dos
isoenzimas mitocondriales P450 y la proteina regulatoria esteroidogenica (StAR)
(involucrada en la sintesis de esteroides), Unicamente son expresadas en la mitocondria de
tejidos endocrinos, gonadales y adrenal-esteroidogenicos (Miller, 2011). Por ultimo, la
termogenina (UCP1; por sus siglas en inglés, Uncoupling Protein-1), es una proteina
especifica en la mitocondria del tejido adiposo marrén (Nedergaard y Cannon, 2010). En
suma, el perfil protedmico expresado en las lineas celulares de CaCu muestra

particularidades respecto a otro tipo de célula, y claramente ante la linea control utilizada.
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VII.l. Los procesos bioldgicos presentados en HaCaT muestran un entorno
regular asociados a la mitocondria en comparacion con las lineas celulares

cancerosas

La mitocondria se encuentra extensamente conectada a otros compartimentos celulares,
debido a diversos procesos biolégicos, de los cuales se pueden citar los siguientes: el
transporte de metabdlitos e iones entre el citosol y la mitocondria, el importe de precursores
de proteinas desde el citosol, la formacion de sitios de contacto con el RE (Reticulo
endoplasmico), y organelos adyacentes (HO6R et al., 2017). De igual forma, como se
encuentra expresado en el tree map para la linea celular HaCaT (figura 11), en el cual se
ocuparon las proteinas especificas como las sobreexpresadas, este funciona como
herramienta para demostrar que la mitocondria se encuentra asociada mayormente a
procesos comunes en una célula sin dafio por cancer; como la organizacion del

citoesqueleto, la adhesién celular, la iniciacion de la traduccion, entre otros.

La linea control HaCaT presentd procesos biologicos que se encuentran comiunmente
regulados en las células sin dafio por cancer y/o por la presencia de VPH, esto sugiere que
en las mitocondrias de células sanas se expresan proteinas principalmente relacionadas en
procesos como: la organizacion del esqueleto, la adhesion célula-célula, la traduccion, el
importe de proteinas al nucleo, asi como proteinas implicadas en mantener la polaridad
celular. Asi mismo, la linea celular HaCaT nos permite conocer el entorno de una célula
sana debido a que no presenta procesos asociados a tumorgénesis, y por lo tanto podemos
predecir que los procesos mayormente expresados en las mitocondrias de la linea celular

control, son aquellos que tienden a ser desregulados en la célula cancerosa.

VILII. CaLo delimita un perfil mayormente oxidativo

CaLo es un carcinoma con presencia de VPH tipo 18, el cual presentd un fenotipo
mayormente oxidativo de acuerdo al analisis estadistico cuantitativo realizado. Como es
representado en la figura 12, la mitocondria en la linea celular CaLo se encuentra asociada
a procesos de apoptosis, la homeostasis 6xido-reduccion, la génesis del complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial, y el transporte de las proteinas. Cabe destacar que
ademas de los procesos de 6xido-reduccién también se describen procesos importantes en
la induccion y desarrollo del tumor, como el ensamblaje del complejo | de la cadena

respiratoria, asi como la traduccién de proteinas.
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VILII.I. Procesos de 6xido-reduccién

En el presente estudio se identificaron las siguientes proteinas asociadas a procesos de
oxido-reduccién: CYB5R1, HTATIP2, VKORCI1L1, CBR4, TECR, POR, SDHA, PYCR1,
DHRS3, G6PD, MARC2, SDHC, AKR7A2, HSD17B7, SCO2, UQCRB, NSDHL. Las
reacciones de oOxido-reduccion (redox) representan un principio constituyente de toda la
vida, y la formacion de antioxidantes ha sido descrita para mediar la toxicidad del oxigeno.
Sin embargo, las EROs han sido asociadas al estrés oxidativo en algunas enfermedades.
Estos agentes de dafio pueden comprometer de manera estructural y/o funcionalmente
macromoléculas como: &cidos nucleicos, proteinas y lipidos promoviendo la inestabilidad

gendmica (Cross et al., 1987).

El estrés oxidativo ocurre cuando existe un incremento en EROs, este proceso ha sido
ampliamente descrito en el desarrollo del cancer, asi como otras enfermedades. La
transcripcion de p53 ha sido reportada por presentar el papel de supresor de la acumulacién
de EROs, y lo logra mediante la expresion de una variedad de genes antioxidantes tales
como: SOD2, GPX1 y CAT (Budanov et al., 2004; Kruiswijk et al., 2015), e indirectamente
a través de la induccién del gen metabdlico TIGAR (Bensaad et al., 2006; Cheung et al.,
2012). La expresion de TIGAR reduce los niveles de fructosa 2-6-bifosfato, redirigiendo los
carbonos de glucosa a la ruta de las pentosas fosfato e incrementado la produccion de

NADPH citosélico para reducir la acumulaciéon de EROs en la célula (Yin et al., 2012).

Chiang y Massague (2008), describen gue la perdida de adhesién célula-célula, la habilidad
de migrar y el despegue de las células de la matriz de la membrana basal celular son
procesos de suma importancia para dar paso a la tumorgénesis, ya que estos procesos son
asociados al desbhalance de EROs (Chiang y Massague, 2008). Por otra parte, los niveles
elevados de EROs también pueden inducir arresto al ciclo celular, senescencia y muerte de
la célula cancerosa por medio de la activacion de rutas de sefializacion de ASK1/INK y
ASK1/p38 en fibroblastos y células cancerosas (Ichijo et al., 1997; Moon et al., 2010) que
dirigen a la supresion de factores anti-apoptéticos (Ichijo et al., 1997; Saitoh et al., 1998;
Thornton y Rincon, 2009; Tobiume et al., 2001; Wagner y Nebreda, 2009). No obstante, la
desregulacion de antioxidantes también permiten la induccién de tumorgénesis, NRF2
regula la homeostasis redox (Hayes y Dinkova-Kostova, 2014), la sobrerregulaciéon de este

factor de transcripcion ha sido reportado en varios tipos de cancer (piel, mama, préstata,
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pulmoén y pancreas) (No et al., 2014). Ademas de que también ha sido demostrado de
manera experimental que NRF2 estd asociado a la induccion de la reprogramacion
metabdlica (Mitsuishi et al., 2012), proliferacién de la célula cancerosa (DeNicola, 2011,
Chio, 2016), la biosintesis de serina (DeNicola et al., 2015), asi como la traduccion de
MRNA (Chio et al., 2016; Chio y Tuveson, 2017; In et al., 2018)

VILILIL Unién del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial

De manera reciproca la inestabilidad gendmica producto del exceso de EROs repercute en
la actividad y ensamblaje del complejo | de la cadena respiratoria (Chio y Tuveson, 2017,
In et al., 2018). En el presente proyecto se identificaron las siguientes proteinas
correspondientes al ensamblaje del complejo I: TIMMDC1, NDUFAS5, NDUFB4, NDUFB11,
NDUFA2, NDUFB9, TAZ, NDUFA7, NDUFC2, ACAD?9.

El complejo | es uno de varios sucesos clave que determinan el rango de NAD+/NADH
celular. No obstante, la inhibicion de NADH deshidrogenasa resulta en un descenso en la
respiracion mitocondrial (Bridges et al., 2014; EI-Mir et al., 2000; Owen et al., 2000; Wheaton
et al., 2014). Gui y colaboradores, demostraron que la metformina puede perjudicar la
respiraciéon por la inhibicién del shuttle fosfato-glicerol (Madiraju et al., 2014), de la misma
manera estudios experimentales han demostrado que la metformina causa un incremento
en el consumo de glucosa, produccidn de lactato, y un descenso en la oxidacion de glucosa
mitocondrial (Andrzejewski et al., 2014; Fendt et al., 2013).

Asi mismo, el complejo | permite la proliferacion celular a través de la regeneracion de
NAD+, para mantener el balance celular de NAD+/NADH y permitir la sintesis de aspartato.
Reciprocamente la dependencia del complejo | es directamente dirigida por la actividad de
rutas alternativas para producir y consumir NAD+, el cual cambia en base a factores del
entorno. Por lo tanto, las rutas alternativas de utilizacion de NAD+ modulan la dependencia
del complejo | y la sensibilidad a metformina. Gui y colaboradores demostraron que la
perturbacion del balance NAD+/NADH por la modulacion de la actividad del complejo |
regula los niveles de aspartato (Gui et al., 2016). Finalmente, la resistencia de metformina
por el analogo del complejo | (NDI1) permite insensibilidad celular a metformina y una
resistencia a los efectos anti-tumor de la metformina (Birsoy et al., 2014; Wheaton et al.,
2014).
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VILILII Traduccion

Las proteinas asociadas a la traduccion encontradas en el presente proyecto, Unicamente
en Calo, fueron las siguientes: EGFR, NACA, RPL13, SLC25A35, FARSB, SLC25A19,
MRPS21, IGF2BP3, MRPS7, RMND1. La expresién de los genes codificados por el
MtDNA, dependen de una maquinaria especifica llamados mitoribosomas para la obtencion
de las 13 proteinas mitocondriales (De Silva et al., 2015). Estudios previos han descubierto
funciones regulatorias de apoptosis de diversas proteinas del mitoribosoma, que podrian
estar involucradas en la sefializacién apoptética (Sharma et al., 2003; Greber y Ban, 2016;
Cavdar Koc et al., 2001). Como fue descrito anteriormente existen proteinas que dirigen a
apoptosis por la via intrinseca. Sin embargo, también existen proteinas que son traducidas

en el ribosoma mitocondrial (mS29, mL41 y mL65).

En primer lugar, mS29 (proteina 3 asociada a muerte celular, DAP3; por sus siglas en
inglés) es una proteina de unién a GTP del mt-SSU (Denslow et al., 1991). En el contexto
mitoribosomal los estados de fosforilacion de mS29 regulan la asociacion de la subunidad
mitoribosomal.

Ms29/DAP3 fue descrita como uno de los mayores mediadores de la apoptosis (Kissil et al.,
1995). Las mutaciones en un P-loop altamente conservada reduce significativamente la
muerte celular por DAP3, pero la sobreexpresion de DAP3 permite la apoptosis (Morgan et
al., 2001). Ms29/DAP3 inicia apoptosis por la ruta extrinseca a través de las interacciones
con factores apoptoticos como el ligando Fas, TNF-a (Factor alfa de necrosis tumoral), y el
interferon gama (IFNy) (Kissil et al., 1995; Wazir et al., 2015; Kissil, 1999). Adicionalmente,
DAP3 interacttia con el factor IPS-1 (estimulador 1 promotor de interfer6n B) para activar
las caspasas 3, 8, y 9, resultando en apoptosis extracelular o conocida también como
anoikis (Cohen et al., 1999; Miyazaki et al., 2004). También, se han revelado nuevas
funciones de la maquinaria de la traduccion mitocondrial, las proteinas mitocondriales
respectivamente asociadas a sefializacion apoptética y la regulacién de la proliferacion
celular (Cavdar Koc et al., 2001; Sun et al., 1998). En suma, los estudios de expresion
genética han descrito alteraciones en los niveles de proteinas mitoribosomales o factores

asociados al desarrollo del cancer (Koc et al., 2015, Loo et al., 2012).

En segundo lugar, mL41 (proteina mitoribosomal asociada a BCL-2, o BMRP; por sus siglas
en ingles). Interactda con la subunidad 16s del rRNA y rodea proteinas mitoribosomales,

incluyendo otra proteina pro-apoptoética, mL65 (Greber et al., 2014). De igual importancia,
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mL41 ha sido descrita por suprimir el crecimiento de las células cancerosas en ratones, y
se cree gue es por la induccién de la apoptosis inducida por p53 (Choi et al., 2005). De este
modo, cuando p53 transloca a la mitocondria en respuesta a sefales de muerte celular,
mL41 puede estabilizar a p53, contribuyendo a la apoptosis inducida por p53 en respuesta
por la inhibicién de la proliferacion celular, ademas la ausencia de p53 permite a mL41
estabilizar p27 y p21, dos proteinas que participan en el arresto al ciclo celular y a la fase
G1 (Yoo et al., 2005; Kim, 2005). Sugiriendo asi, que mL41 funciona como un regulador
negativo del ciclo celular y juega un rol importante en la supresion de tumor junto con p53,
p27 y p21 (Yoo et al., 2005). Por otro lado, la sobreexpresién de mL41 en las células induce
muerte celular contrarrestada por BCL-2, la apoptosis inducida por mL41 también puede
ser suprimida por p35, el cual se encuentra involucrado en la regulacién de apoptosis
asociado a la familia BCL-2 (Kim et al., 2018).

Por ultimo, mL65 (proteina 9 asociada a muerte celular programada, PDCD?9; por sus siglas
en ingles), presenta una homologia a la proteina pro apoptética p52 del pollo, se ha descrito
en estudios con ratones que en condiciones de sobrexpresion induce apoptosis,
sobrerregulacién del factor c-Jun y la activacion de JNK1, a través de una ruta distinta de
la apoptosis extrinseca (Sun et al., 1998). Sin embargo, ain no se conocen las funciones

explicitas y concretas de esta proteina.

VILIII. SiHa es una linea celular mayormente glucolitica en comparacion con
la linea celular CaLo

Los defectos de la fosforilacién oxidativa en la mitocondria dirigen a un proceso glucolitico
incrementado como la Unica alternativa para la produccion de ATP propuesta por Warburg.
Actualmente, se sabe gue las células tumorales producen y secretan grandes cantidades
de lactato (Frezza y Gottlieb, 2009), derivada en parte de la glucosa como Otto Warburg
sugirio, o parcialmente de la glutamina como ha sido sugerido posteriormente (DeBerardinis
et al., 2007). De acuerdo al treemap de Calo (figura 12), podemos inferir, y proponer que
algunas células cancerosas no presentan dafio en los complejos de la fosforilacion
oxidativa, y que dichos complejos presentan una actividad parcialmente regular a las células
sanas. Como es sabido, los tumores crecen rapidamente y tienen un alto consumo de
carbono para su anabolismo y respectivo crecimiento. Por lo tanto, la produccién alta de
lactato puede ser debida a causas bioenergéticas, para esto el piruvato puede ser reducido

a lactato y transportado fuera de la célula o bien, a la mitocondria para ser oxidado a CO
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0 a otros precursores (Frezza y Gottlieb, 2009). Por otra parte, en SiHa se observa un
metabolismo excesivamente glucolitico referido en la figura 13, como se ha descrito esta
podria ser la Gnica alternativa a la fosforilacion oxidativa para la sintesis de ATP. La glicélisis

excesiva, entonces es inducida cuando el oxigeno es limitado (condicion de hipoxia).

De la misma forma, el descenso de la actividad mitocondrial en las células cancerosas
puede tener multiples razones relacionadas, ya sea por la alteracion directa de los
complejos de la fosforilacion oxidativa, o por la mutacion de algunas enzimas, en algunos
casos, la depresion de la actividad respiratoria es claramente la consecuencia de
mutaciones en el DNA mitocondrial, que dirige como consecuencia a la generaciéon de
EROs. Las EROs pueden contribuir directamente a la progresion de cancer, las condiciones
de estrés oxidativo pueden estar dadas por la desestabilizacion del complejo | para
posteriormente generar EROs, dirigiendo a la disfuncién mitocondrial. De este modo, el
entorno mayormente glucolitico difiere en los tipos de cancer como ha sido descrito por
algunos autores. Sin embargo, en las dos lineas celulares cancerosas analizadas, se
presenta un patron de expresion proteica mitocondrial diferente entre ambas, lo cual nos
permite proponer que el tipo de metabolismo ya sea generado por una deficiencia de la
fosforilacion oxidativa como es propuesta en el efecto Warburg, o por otro lado la produccién
oxidativa diferira y posiblemente es determinada por el tipo de virus presentado en cada

linea celular cancerosa.

VILIILL El proceso glucolitico

La glicdlisis aerdbica es un proceso ampliamente desarrollado y descrito en las células
cancerosas. La glicolisis aerdbica ocurre por la involucraciéon de hexoquinasa 2 (HK2) en
lugar de HK1, y la piruvato cinasa M2 (PKM2) en lugar de PKM1 (Leveillard y Sahel, 2016).
Las proteinas asociadas al proceso glucolitico identificadas en el enriqguecimiento de
mitocondria de SiHa en el presente proyecto fueron las siguientes: ALDOA, TPI1, PFKL,
ADPGK, HKDC1, ALDOC, PGK1, GAPDH, ENOL1. Los transportadores de glucosa (Glut)
facilitan la entrada de glucosa hacia el citosol, y su expresion es sobreregulada por HIF-1
alfa en respuesta al factor de crecimiento (TNF-alfa, EGFR) (Semenza, 2010). Glut-1 es el
principal transportador de glucosa (Gospe et al., 2010). Sin embargo, existen proteinas con
funciones primordiales durante el proceso glicolitico, las cuales se describen a continuacion.
HK2 es responsable de convertir glucosa a glucosa 6 fosfato (G6P). El paso final de la

glicolisis es la conversion de fosfoenolpiruvato (PEP) y ATP a piruvato, la cual es catalizada
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por PK, PK tiene 4 isoformas (PKM1, PKM2, PKL, y PKR), de las cuales, la isoforma PKM2
es acetilada en condiciones altas de glucosa, lo que reduce la actividad de PKM2 por la
degradacién de lisosomas (Schubert, 2005). Por otra parte, bajo las mismas condiciones
PKM2 es translocada al nucleo a través de la accién de la isomerasa peptidil prolil (Pinl)
(Harris et al., 2014). Por otra parte, PDK1 fosforila el complejo PDH e inhibe la conversién
de piruvato a acetil Coa en la mitocondria (Roche et al., 2001). Por lo que, la activaciéon de
PDK proviene del piruvato lejos de la mitocondria y dirige a un metabolismo en el flujo a
través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, y esto permite la liberacibn de NADH a la
cadena transportadora de electrones (Jha y Suk, 2013). En cambio, HIF-1 alfa bloquea la
conversion de piruvato a acetil Coa (Jha y Suk, 2013), esto ocasiona la atenuacién de la

fosforilacion oxidativa y reduce la produccién de EROs (Chi et al., 2006).

Asi mismo, la activacion de LDH-A permite la conversién de piruvato a lactato. LDH es una
enzima tetramérica, perteneciente a la familia oxidoreductasa, quienes incrementan el
rango de la conversién simultanea de piruvato a lactato y NADH a NAD+ (Burgner y Ray,
1984). Existen cuatro genes de LDH de los cuales LDH-A es el isbmero que produce I-
lactato. HIF-1 alfa y c-Myc son los principales factores de LDH-A (Firth et al., 1995;
Semenza et al., 1996; Shim et al., 1997; Lewis et al., 1997), asi mismo LDH-A esta asociado
a la activacion de la ruta VEGF (Koukourakis et al., 2003; Giatromanolaki et al., 2006; Kolev
et al., 2008; Koukourakis et al., 2011), también las concentraciones altas de LDH-A en el
citoplasma se encuentra descritas asociadas a la expresion de VEGF (Koukourakis et al.,
2003). Ademas, el lactato juega un papel importante en la angiogénesis por la estimulacion
de VEGF (Dhup et al., 2012; Polet y Feron, 2013; San Millan y Brooks 2016; Vallée et al.,
2017). De igual forma, es ampliamente conocido que las mutaciones en el ADN mitocondrial
pueden afectar las enzimas involucradas en la fosforilacién oxidativa y hasta ahora se han
descrito mutaciones en al menos tres enzimas, relacionadas al ciclo TCA como: SDH, FDH
e IDH como fue descrito anteriormente.

Sin embargo, la produccion excesiva de los procesos glicoliticos tienen el propdsito de
poder aumentar las concentraciones de ATP en la célula cancerosa para poder subsistir,
ya sea desde la sintesis de intermediarios o precursores para la biosintesis de
macromoléculas, aumentar la masa del tumor durante el crecimiento y la proliferacion
(Deberardinis et al., 2008). De forma similar, la acumulacion de intermediarios glicoliticos
es conocida por la induccion de la ruta de pentosa fosfato en la generacion de NADPH y

ribosa 5 fosfato, NADPH y ribosa 5 fosfato son cruciales para para la biosintesis de lipidos
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y acidos nucleicos. Por ultimo, la produccién de NADPH permite a las células cancerosas
mantener los niveles adecuados de formas reducidas de glutatién (GSH), un antioxidante
no enzimatico. GSH juega un papel principal en la proteccion de las células cancerosas
sobre agentes antineoplasicos por la regulacion del estado redox contrarrestando algunos
de los efectos de los agentes quimioterapéuticos (Backos y Reigan, 2012; Traverso et al.,

2013; Ganapathy-kanniappan y Geschwind, 2013).

Sin embargo, las proteinas glicoliticas pueden presentar funciones no glicoliticas que
permiten las células cancerosas otras funciones para su existencia. Hexoquinasa Il (HKII),
deshidrogenasa fosfato 3 gliceraldehido (GAPDH), la isoforma piruvato cinasa (PK)-M2 vy
la lactato deshidrogenasa (LDH) han sido descritos por actuar como agentes involucrados
en diversas funciones subcelulares incluyendo la regulacién de la transcripcion y la
fosforilacion de histonas (Kim y Dang, 2005). Por ejemplo, HKIl antagoniza la maquinaria
apoptotica proveyendo ventaja a las células cancerosas (Pastorino et al., 2002; Majewski
et al., 2004), pero también esté involucrada en la regulacion transcripcional, lo cual es propio
de proteinas nucleares (Kim y Dang, 2005). Asi mismo, GAPDH mantiene el balance redox
produciendo NADH (Seidler, 2013), también se ha descrito el papel de GADPH de proteger
a las células de radicales libres o lesiones por EROs. Sin embargo, también se cree que
podria estar involucrada en procesos oncogénicos y proapoptéticos (Seidler, 2013).
Estudios han reportado que PK-M2 actia como una cinasa y fosforila la histona H3
favoreciendo la tumorgénesis (Yang et al., 2012), provocando una transactivaciéon de B
catenina (Yang et al., 2011). Por otra parte, también se ha demostrado que LDH coopera
con Oct-4, un factor transcripcional durante la tumorgénesis, asi el silenciamiento de LDH
suspende la tumorgenicidad causada por la subregulacién de Oct- 4 (Zhan y Yang, 2013;
Ganapathy-kanniappan y Geschwind, 2013).

VILIV. La influencia del VPH en la expresién de proteinas

La integracion del genoma viral del VPH a la célula amplifica la existencia de oncogenes y
desorganiza los genes supresores de tumor mediante ‘reajustes’ inter e intra
cromosomales. Como fue descrito anteriormente, los mecanismos de E6/E7 inducen
transformacion y degradacion de las proteinas derivadas de los genes pRb y p53. Por otra
parte, E7 est4 asociada a otras proteinas involucradas en proliferacion incluyendo las
desacetilasas de histonas, componentes del complejo de transcripcion AP1 y los inhibidores

de cinasas dependientes de cilina p21 y p27. Por otro lado, E6 interactia con p53 para la
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degradacion via proteosomal, inhibiendo la apoptosis y la reparacion del ADN la cual es un
componente principal el ciclo viral. La degradacién de p53 es relevante ya que es el factor
de transcripcién que regula la expresion de genes codificando reguladores del ciclo celular,
la maquinaria de reparacion del DNA, el metabolismo y la apoptosis, o que permite la
acumulacion de mutaciones secundarias. Diversos estudios han demostrado la existencia
de una interaccién por VPH, que funciona como una red de interacciones intermoleculares
de E6y E7 con las proteinas de la célula huésped. Asi mismo, E6 y E7 pueden modular el
perfil de expresidn génica, el proteoma de la célula hospedera, y las rutas de sefializacion
intracelulares (como MAPK-, Wnt-, Akt-, Notch-, Mtorc-, y las cascadas dependientes de
STAT), dirigiendo a la "remodelacion de las células epiteliales”. No obstante, E6 también
degrada a la proteina de dominio de muerte asociada a FAS (FADD), evitando la
transmision de sefales apoptéticas mediante la via Fas. Todas estas alteraciones
moleculares facilitan la resistencia a la muerte celular programada, ya que la muerte celular
por apoptosis también requiere de la asociacion de las caspasas, quienes son primordiales
en el proceso.

En contraste con el perfil mayormente glucolitico en SiHa, en comparacion con el perfil de
Calo, diversos estudios han demostrado que algunas oncoproteinas de los distintos VPH
16 y 18 pueden presentar una ligera diferencia en el “comportamiento” de dichas
oncoproteinas. Shim y colaboradores (2005), demostraron que la oncoproteina E7 del VPH
16, induce la expresion de catalasa y un descenso en los niveles de EROs (Shim, Cho y
Lee, 2005). Posteriormente, Cruz-Gregorio y colaboradores (2018), demostraron los efectos
de E7 del VPH 16 y 18, demostrando que E7 del VPH 16 reducia los niveles de EROs en
un 60% en comparacion con la oncoproteina E7 del VPH 18 la cual reducia los niveles de
EROs en un 42%, y de manera reciproca, E7-VPH 16 incrementaba los niveles de GSH
(Glutation) en un fold change de 3, a comparacion de E7-VPH 18 que fue un 2.4 en células
C33A transfectadas con las oncoproteinas correspondientes (Cruz-Grerorio et al., 2018).
Sin embargo, el papel de E7-VPH16 en el desarrollo de CaCu no ha sido ampliamente

estudiado en este contexto, y por lo tanto requiere de una investigacion mas robusta.

VII.V. Los hubs encontrados en la mitocondria de la linea celular CalLo

La elaboracién de las redes de interaccion enfocados a la basqueda de hub genes, fue de

gran ayuda para resaltar que existen genes que se encuentran ampliamente asociados en
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la produccion de energia, tal es el caso de las subunidades de la ATP sintasa encontradas
en el enriguecimiento mitocondrial de CaLo (ATP5D, ATP50, ATPL y ATPF1) (figura 15).
La ATP sintasa se halla ampliamente relacionada al cancer, en estudios con S. cerevisae
se ha demostrado que dos mutaciones de la subunidad ATP6, reducen la fosforilacion
oxidativa en un 50% a temperatura elevada llevado a cabo en dicho experimento, estas dos
mutaciones son ATP6-K90E y ATP6-P163S, las cuales corresponden a mutaciones de
m.8716% y m.8932C del ADN mitocondrial humano, descritas en cancer de tiroides y
préstata. Ambas mutaciones afectan la sefalizacién de especies reactivas, la homeostasis
de calcio y la induccién del poro de transicién por calcio cuando el funcionamiento del
complejo porina en la mitocondria es alterado por la union de GFP con Om45p. Sin
embargo, la mutacion de OM45-GFP, dirige a la reduccion de la respiracion y a la sintesis
de ATP y un nivel elevado de EROs bajo condiciones de supresién de glucosa o de
respiracion (Niedzwiecka et al., 2018).

Otro hub gene encontrado en el enriquecimiento mitocondrial de la linea celular Calo, fue
EGFR (figura 15). El factor de crecimiento epidermal (EGFR) es un receptor tirosina cinasa,
ampliamente relacionado a la progresion del tumor, EGFR fue encontrado como un hub gen
en la linea celular CaLo. Usualmente, la translocacion nuclear de EGFR es desencadenada
por estimulacion del factor de crecimiento epidermal (EGF), induciendo a EGFR de la
membrana plasmatica al trafico nuclear (Bitler et al., 2010; Lo et al., 2006; Du et al., 2014).
EGFR y una variacién de este gen de origen mitocondrial han sido reportados presentes en
la mitocondria de células de glioblastoma (Boerner, 2004). Che y colaboradores (2009),
demostraron que EGFR regula la dinAmica mitocondrial a través de una proteina
mitocondria asociada a la fusiobn mitocondrial, por medio de endocitosis en la membrana
externa mitocondrial, concluyendo que la fision inducida por EGFR se encuentra
relacionada ampliamente a la produccion de energia, EGFR interactia con Mfnl
interfiriendo en su polimerizacién. Otro punto importante a considerar es la expresion de
EGFR citosolico en el nodo linfatico, el cual llega a ser mayormente alto, en comparacion a

la expresion de este en las secciones del tumor primario (Che et al., 2015).

VII.VI. Los hubs encotrados en SiHa

En el enriguecimiento mitocondrial de la linea celular SiHa los hub genes encontrados
fueron: ISG15, MYH10, ITGB1, P4HB, HSPAS, los cuales se encuentran altamente

relacionados a la evasion de la apoptosis y la invasion (figura 16). Es de suma importancia
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hacer notar que dichos procesos son caracteristicos en céncer, sin embargo, en este
apartado se hace mayor énfasis estos procesos, ya que fueron los resultados mas notables
en la busqueda de los “genes clave” en SiHa, tales proteinas son descritas a continuacioén.
La proteina ISG15 se ha descrito transcripcionalmente por la sobrerregulacién de
interferones tipo | inducidos por virus (IFN-1), consecuentemente numerosas proteinas
celulares y virales pueden ser modificadas por la ruta de la ISGilacion y contribuir a
interacciones virus-hospedero a la respuesta innata de la infeccion, si bien, la ISGilacién no
es requisito para la funcion de ISG15, ya que se ha encontrado que modifica proteinas tanto
celulares como virales de union covalente. La ISGilacion e ISG15 pueden ser inducidas no
solo en la infeccidn y las proteinas blanco involucradas en proliferacion, remodelaciéon de la
cromatina, autofagia, regulacion del ciclo celular y la activaciéon de células inmune innatas.
Asi mismo, la ISGilacion también contribuye o participa en respuestas celulares a estrés
genotdxico, ayudando a las células a adaptarse rapidamente a las perturbaciones
patolégicas (Vuillier et al., 2019).

En estudios previos se ha demostrado que la sobrerregulacion de miR-181b-5p puede
inhibir la autofagia y promover apoptosis mediante HSPA5 (Chang et al.,, 2019),
normalmente HSPA5 regula la autofagia y apoptosis en cardiomiocitos, los blancos
potenciales de miR-181b-5p fue la region 3"-UTR de la HSPA5. Chang y colaboradores
(2018), también describen que HSPAS5 inhibe la expresion de Bcl2, dando como resultado
el incremento de los niveles de Bax y el anclaje de la caspasa 3 (Chang et al., 2019). Por
otro lado, ITGB1 ha sido descrita como activador de varios procesos biol6gicos como
quimiotaxis, proliferacion celular y angiogénesis. Ademas, su asociacion a la familia
integrina provee una fuerte activacion mediante el factor de transcripcion NF-KB, de los
mediadores de inflamacién como: IL-1, IL8, el factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) y genes
caracteristicos de la activacion monocitica (Terrinoni, Holmgren, Lebens, y Larena, 2019).
P4HB se ha encontrado asociado a tumorogénesis en cancer de colon. Zhou y
colaboradores en 2018, investigaron la proliferacién y apoptosis mediante western blot e
inmunohistoquimica obteniendo como resultado que la expresion de P4HB fue sumamente
alta en las pruebas de cancer de colon comparado a tejidos normales adyacentes. Asi
mismo, P4HB promueve la acumulacion de EROs, por lo tanto la inhibicion de EROs evita
el incremento de la apoptosis celular inducida por el desbalance de P4HB (Zou et al., 2018).
Por otro lado, MYH10 ha sido descrita por participar en migracion celular, invasion y

produccion de la matriz extracelular y en la transicion mesenquimal epitelial, el gen MYH10

71



codifica la proteina NMIIB que se encuentra en células nerviosas y otras células no
musculares. Adicionalmente, se ha demostrado en estudios previos que MYH10 se
encuentra sobre expresada en cancer de mama y, asociado especificamente a la invasion
tumoral en cancer de mama (Betapudi, 2006). Incluso, se ha demostrado que la mutacién
de este gen induce migracion celular, y se encuentra asociado a metastasis (Ma et al.,
2009).
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VIIl. Conclusiones.

1.- Existe un perfil de expresion proteica particular en las mitocondrias de las distintas lineas
celulares de CaCu con diferente tipo de virus CalLo (VPH 18) y SiHa (VPH 16), asi como en
la linea celular no cancerosa HaCaT. Este patron de expresion proteico mitocondrial
involucra proteinas asociadas al origen, mantenimiento y desarrollo de la célula cancerosa,

las cuales estan relacionadas a las caracteristicas facultativas del cancer.

2.- HaCaT presenta un perfil protebmico sumamente diferente, a las lineas celulares de
CaCu. El patron observado en HaCaT en comparacion con el presente en CalLo y SiHa
propone una desregulacién de ciertos procesos presentes en las células cancerosas, es
decir; los procesos mayormente expresados en HaCaT, se hallan disminuidos en las células

cancerosas, y viceversa.

3.- El patron proteico de la linea celular Calo estd ampliamente relacionado a procesos de
oxidacién-reduccion, y obviamente asociados a la participacion de la cadena respiratoria

mitocondrial.

4.- La linea celular SiHa presenta un perfil proteémico asociado a glicélisis en comparacién

a la linea celular Calo.

5.- El virus del papiloma humano presente en ambas lineas celulares de CaCu (CalLo y
SiHa), juega un papel importante en la expresion proteica de ambas lineas celulares, y

ademas varia de acuerdo al tipo de virus existente.

6.- 4 "genes clave” presentes en CalLo se encuentran asociados a la cadena respiratoria,
destacando un evidente ambiente sumamente oxidativo, aunado a esto, también se observa
un “gen clave” asociado a la angiogénesis. Por otra parte, los "genes clave” en SiHa

corresponden a diversos procesos como ligados a apoptosis e invasion.
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