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Resumen  
 
El cáncer cervicouterino es una de las neoplasias más frecuentes y mortales en mujeres 

mexicanas, ya que presentó una incidencia de 7,896 casos y una mortalidad de 4,121 casos 

en 2018. Además, México se encuentra entre los países con mayor incidencia de cáncer 

cervicouterino en Centroamérica (GLOBOCAN, 2018). Estos datos ubican a esta 

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

 

Actualmente esta perfectamente establecida la relación que existe entre el virus del 

papiloma humano (VPH) y el cáncer cervicouterino, López-Saavedra y Lizano-Soberón 

(2006) lo identificaron en 99,8% de mujeres con cáncer cervicouterino. Cerca de 40 tipos 

del VPH pueden infectar la región 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 proteínas E6 y E7, las cuales están 

involucradas en el control del ciclo celular, apoptosis, proliferación celular, procesos de 

reparación del DNA, respuesta inmune e inactivan a los genes supresores de tumores p53 

y pRB respectivamente, favoreciendo la transformación maligna (López-Saavedra y Lizano-

Soberón, 2006).  

La mitocondria es un elemento primordial en el desarrollo del cáncer. Las células 

cancerosas presentan una sobreproducción 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 

producción de especies reactivas de oxígeno (Vyas et al., 2016) y la liberación de proteínas 

proapoptóticas debido la permeabilización de la membrana externa mitocondrial (Norberg, 

et al., 2010). Estas características sugieren que la función incorrecta de la mitocondria juega 

un papel crítico en la progresión del cáncer, ya que las proteínas asociadas a estos 

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

En el presente proyecto se utilizó la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas, con el propósito de identificar las proteínas de extractos mitocondriales enriquecidos 

de dos líneas celulares de cáncer cervicouterino con presencia de VPH, CaLo (VPH18) y 

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



Se obtuvo un total de 1704 proteínas totales, de las cuales 62 proteínas fueron específicas 

para HaCaT, 110 para CaLo y 24 para SiHa. El análisis de la expresión de proteínas entre 

las líneas celulares se llevó a cabo por medio de un análisis de varianza (ANOVA). Se 

obtuvieron 99 proteínas sobreexpresadas en HaCaT, 103 proteínas en CaLo y 177 

proteínas en SiHa. 

Con las proteínas sobreexpresadas en cada línea celular se llevó a cabo un análisis de 

enriquecimiento para mostrar los procesos más significativos de cada línea celular. Así 

mismo, estos datos señalan la presencia de procesos biológicos asociados a 

tumorogénesis en las líneas celulares de cáncer cervicouterino, estos resultados muestran 

un perfil oxidativo en CaLo y un perfil asociado a glicólisis aeróbica en SiHa.  

Finalmente se construyó una red de interacciones proteína-proteína de cada línea celular 

para determinar los ¨genes clave¨ de los principales procesos biológicos. 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 asociación al 

citoesqueleto (VCL). Por otro lado, los ¨genes clave¨ presentes en las líneas celulares de 

cáncer cervicouterino exhiben funciones asociadas al desarrollo del tumor; en el caso de 

CaLo (EGFR) la asociación a metástasis y la síntesis de ATP (ATP5D, ATP5L, ATP5O, 

ATP5F1). Por otro lado, en SiHa; invasión (MYH10), la inducción de angiogénesis (ISG15), 

la evasión de apoptosis (HSPA5), la homeostasis redox (P4HB), así como la asociación con 

el virus (ITGB1).   
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I. Introducción  
 

I.I.   Definición de cáncer 

Actualmente el cáncer es considerado como un desorden de células que se reproducen 

de manera anormal, dirigiendo a la formación de tumores malignos que crecen dañando 

y alterando la fisiología de tejidos vecinos (Sánchez, 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 sanguíneos e incluso 

células inmunes, entre otras (Yates y Campbell, 2012) (figura 1). Es decir, la evolución 

del cáncer 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 transformación 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 

mutación. Posteriormente, las células hijas acumulan subsecuentes, y diversas 

mutaciones que permiten generar clones, así, estos presentarán capacidades 

superiores de proliferación, con respecto a las células normales (Catherine Sánchez, 

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. Características particulares del cáncer 

Las principales características del cáncer fueron descritas por Hanahan y Weinberg en 

2011 (figura 2), estas características constituyen un perfil organizado para el daño 

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

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

Weinberg, 2011). 

 

I.I.I.I. Señalización proliferativa 

La señalización proliferativa asegura la homeostasis celular, permitiendo el número de 

células suficientes para mantener una función correcta y una estructura tisular 

adecuada. En los tejidos normales se encuentra controlada por; la producción y la 

liberación de señales inductoras de crecimiento, la progresión a través del ciclo celular 

y el crecimiento de la célula. En el caso de las células cancerosas estas señales 

inductoras de crecimiento se encuentran desreguladas, la existencia de estas señales 

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 señales mediante rutas de señalización intracelular 

las cuales regularán la progresión a través del ciclo celular y también el incremento del 

tamaño celular (Hanahan y Weinberg, 2011).  

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

señalización proliferativa mediante rutas alternativas como; la producción de ligandos 
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de factores de crecimientos propios, resultando en estimulación proliferativa autocrina 

(Hanahan y Weinberg, 2011). Las señales 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.I.II. Evasión de los supresores de crecimiento 
 

Las células cancerosas pueden evitar procesos que regulan negativamente la 

proliferación 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 proliferación celular, dichos genes han sido descritos 

por su inactivación en diferentes tipos de cáncer (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 más conocidos son RB (asociado a retinoblastoma) y las 

proteínas TP53 (proteína 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 proliferación celular, o alternativamente a la senescencia celular o 

apoptosis (Hanahan y Weinberg, 2011). La proteína RB integra señales extracelulares 

e intracelulares para regular el ciclo y el crecimiento celular por medio de señales 

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 función de RB se produce una inestabilidad que permite la proliferación 

celular. Por otra parte, si TP53 recibe entradas de sensores de estrés y anormalidades, 

si el daño al genoma es excesivo, si existe una escasez en la oxigenación, 

concentración de glucosa, niveles de nucleótidos o señales inductoras de crecimiento, 

TP53 puede detener la progresión celular hasta que las condiciones sean 

normalizadas, incluso en caso de que exista un daño grave o irreparable TP53 dirigirá 

a apoptosis (Hanahan y Weinberg, 2011). 
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I.I.I.III. 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 fisiológico que 

las células cancerosas presentan durante la tumorgénesis, resultado del desequilibrio 

de la señalización oncogénica alta y el daño a ADN (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 

2004). 

La maquinaria apoptótica compuesta por la señalización extracelular asociada a Fas 

(receptor de muerte celular) conocida como apoptosis extrínseca, y la señalización 

intracelular también conocida como intrínseca (asociada a la mitocondria), presentan 

la activación de caspasas 8 y 9 respectivamente que dirigen a una cascada proteolítica. 

La regulación de la apoptosis es controlada por la familia de proteínas regulatorias Bcl-

2 (Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1 y A1), las cuales son unidas a dos proteínas proapoptóticas (Bax 

y Bak), estas proteínas proapoptóticas se encuentran presentes en la membrana 

externa mitocondrial las cuales liberan citocromo c entre otras proteínas de 

señalización proapoptóticas (Adams y Cory, 2007; Willis y Adams, 2005). Por otro parte, 

las células tumorales presentan variedad de estrategias para evadir la apoptosis, los 

más comunes serían: la perdida de TP53, lo cual provoca que no exista ningún sensor 

de daño durante la apoptosis; el incremento de la expresión de reguladores 

antiapoptóticos como Bcl-2 y Bcl-xl, o bien, el sobrevivimiento de factores 

proapoptóticos como Bax, Bim y Puma (Hanahan y Weinberg, 2011). Además, se ha 

descrito que la apoptosis puede ser anulada en tumores malignos (Adams y Cory, 2007; 

Lowe et al., 2004). 

 

I.I.I.IV. La inmortalidad replicativa 

Las células cancerosas surgen de la población celular en crisis presentando un 

potencial replicativo conocido como inmortalización (Hanahan y Weinberg, 2011). La 

proliferación 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 telómero al final del 

ADN telomérico. Sin embargo, en las células no inmortalizadas la telomerasa pierde 

funcionalidad, pero en la mayoría de células inmortalizadas espontáneamente, 

incluyendo las células cancerosas, la telomerasa se encuentra expresada 

funcionalmente (Hanahan y Weinberg, 2011).  
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I.I.I.V. Inducción de angiogénesis 

Durante la embriogénesis se desarrolla la vascularización y todos los procesos 

adyacentes a ella, procesos que en el adulto ya han finalizado; en contraste, con el 

tumor cancerígeno ocurre una vasculatura quiescente conocida como angiogénesis, 

que continúa ampliándose a nuevos vasos sanguíneos. Esta vasculatura es inducida 

durante el desarrollo de los diferentes tipos de cáncer invasivos (Hanahan y Weinberg, 

2011), la cual tiene el propósito de expandir el crecimiento neoplásico (Hanahan y 

Folkman, 1996).  

Existen reguladores angiogénicos que inhiben, o estimulan a las células vasculares 

endoteliales, estos reguladores angiogénicos son proteínas de señalización con unión 

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 

sanguíneos durante el desarrollo posnatal y embriónico, pero también en la 

homeostasis de las células endoteliales durante situaciones patológicas y fisiológicas 

en el adulto (Hanahan y Weinberg, 2011). No obstante, la expresión del gen VEGF 

puede ser sobreregulada por la señalización oncogénica (Ferrara, 2009; Mac Gahann 

y Popel, 2008; Carmeliet, 2005). 

 

I.I.I.VI. Activación de la invasión y metástasis 

El multiproceso de invasión y metástasis abarca muchos cambios celulares entre los 

que destacan: la invasión local, la intravasación de las células cancerosas hacia vasos 

linfáticos y sanguíneos, el tránsito de las células cancerosas a través de los sistemas 

linfáticos y sanguíneos, posteriormente el escape de las células cancerosas de los 

vasos al parénquima de tejidos distantes (extravasación), seguido de la formación de 

nódulos pequeños de células cancerosas, y finalmente, el crecimiento de las lesiones 

micrometastásicas hacia tumores macroscópicos o usualmente llamado colonización 

(Hanahan y Weinberg, 2011). La proteína E-caderina es de suma importancia para la 

adhesión celular, la cual forma uniones adherentes con las células adyacentes. Sin 

embargo, en las células cancerosas se descrito una inactivación y subregulacion de 

esta proteína, la cual podría dirigir a invasión (Hanahan y Weinberg, 2011). 
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I.I.I.VII. Mutación e inestabilidad genómica  

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 

generación celular, y en el caso de las células cancerosas no es la excepción. 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 acumulación de mutaciones puede ser acelerada comprometiendo la 

integridad genómica causando daño celular, senescencia o apoptosis (Jackson y 

Bartek, 2009; Kastan, 2008; Sigal y Rotter, 2000). Es importante mencionar que TP53 

tiene una función importante en este proceso, detectando el daño a ADN, activando la 

maquinaria de reparación para restaurar el ADN dañado, así como inactivando o 

interceptando moléculas mutagénicas antes de que causen daño 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).  

 

I.I.I.VIII. Inflamación promovida a tumor 

Cada lesión neoplásica contiene células inmunes, estas células han sido detectadas 

por técnicas de tinción histoquímicas (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 destrucción inmune (Hanahan y Weinberg, 2011). En otros experimentos se ha 

demostrado que los efectos inductores de tumores de las células inmunes y la 

asociación al sistema inmune innato presentan un papel en la progresión neoplásica 

(DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Qian y Pollard, 2010; Colotta et al., 

2009), describiendo así mismo, que la inflamación puede contribuir a múltiples 

características facultativas del cáncer por medio de moléculas bioactivas ante el 

microentorno tumoral, que incluyen: factores de crecimiento para la proliferación, 

factores proangiogénicos, enzimas modificantes de la matriz celular que facilitan la 

angiogénesis, la invasión y la metástasis (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 

2010; Qian y Pollard, 2010; Karnoub y Weinberg, 2007) 
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I.I.I.IX. Reprogramación del metabolismo energético. 

Las células cancerosas pueden reprogramar su metabolismo de glucosa y su 

producción energética, esta reprogramación sucede cuando existe una limitación de su 

metabolismo energético en gran parte de la glicólisis que dirige a un proceso conocido 

como ¨glicólisis aeróbica¨. Durante esta reprogramación metabólica aparentemente 

establece, las células cancerosas compensan la baja eficiencia de la producción de 

ATP, que era proporcionada por la glicólisis para la fosforilación oxidativa mitocondrial 

(Hanahan y Weinberg, 2011). Así mismo, se ha demostrado que gran parte del proceso 

de reprogramación metabólica es por la sobrerregulacion de transportadores de 

glucosa, como GLUT1, 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 utilización de glucosa ha sido documentado en muchos tipos de 

tumores, este estimulante glicolítico ha sido descrito asociado a la activación 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 características de la proliferación celular y la evasión a la 

apoptosis. 

 

I.I.I.X. Evasión de la destrucción inmune 

El sistema inmune juega un papel importante en la erradicación de la formación y 

progresión de neoplasias y micrometástasis en algunas formas cánceres no inducidos 

por virus. Las pruebas hechas con ratones deficientes de varios componentes del 

sistema inmune han demostrado que los tumores son más frecuentes y crecen más 

rápido en ratones inmunodeficientes, particularmente deficientes del desarrollo o 

función de CD8+, linfocitos T citotóxicos (CTLs), CD4+Th1 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.I.II. Estadísticas del cáncer 

El cáncer es considerado una de las principales causas de mortalidad en todo el 

mundo según datos de la OMS (OMS, 2012). En el año 2018 existieron 9.6 millones 

de muertes relacionadas a cáncer, los tipos de cáncer con mayor número de 
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defunciones fueron los siguientes: cáncer de pulmón, hígado, estómago, mama, 

colorrectal, esófago y cervicouterino, entre otros (GLOBOCAN, 2018) (figura 3). 

 

Figura 3: Gráfica de los tipos de cáncer con más número de muertes en el mundo, mostrado en 

números de casos (modificado de IARC, GLOBOCAN 2018). En el eje X se muestra el número de 

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

GLOBOCAN reportó 1,310,000 de casos de incidencia de cáncer durante el 2018. 

Definimos incidencia como el número de casos nuevos en un periodo específico y área 

geográfica, donde los tipos de cáncer con mayor número de casos a nivel mundial 

fueron; pulmón, mama, colorrectal, próstata, entre otros (figura 4) (GLOBOCAN, 2018). 

 

Figura 4: Gráfica de los tipos de cáncer con más incidencia en el mundo, mostrado en números 

(modificado de IARC, GLOBOCAN 2018). En el eje X se encuentra el número de incidencia, y en el 

eje Y el nombre del tipo de cáncer. 

El cáncer cervicouterino es la segunda neoplasia más frecuente a nivel mundial, 

prsentando más de 690,000 defunciones, de las cuales el 85% ocurren en países en 

vías de desarrollo, incluyendo América Latina (figura 5).   
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Figura 5: Gráfica de los países con mayor números de casos de defunciones por cáncer 

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

en el eje Y el país. 

En México se reportaron 569,847 (6.6%) casos de incidencia y 311,365 (7.5%) 

muertes por cáncer cervicouterino en el 2018, colocando a esta neoplasia en el tercer 

lugar. Es importante mencionar que las presentes cifras fueron únicamente en las 

mujeres de México, lo cual lleva a considerar a CaCu como uno de los tipos de cáncer 

ginecológicos más comunes en México (figura 6). 

 
Figura 6: Gráfica de los tipos de cáncer con más 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 cáncer. 

 

I.II. Cáncer cérvicouterino 

El cáncer cérvicouterino (CaCu), es un cáncer de lenta y progresiva evolución, el cual 

se desarrolla en el epitelio cervical y el cuello uterino. Este tipo de cáncer presenta 

etapas previas de lesiones neoplásicas intraepiteliales (NIC) de grados 1 a 3 (tabla 1), 

que 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 señalar que también existen otros factores como; el embarazo en mujeres 

jóvenes <17 años de edad, lo cual aumenta al doble la posibilidad de desarrollar 

posteriormente cáncer cérvicouterino, los múltiples embarazos también incrementan 

el riesgo, debido a cambios hormonales, o un sistema inmune débil durante el 

embarazo, así mismo, el tabaquismo incrementa riesgos de cáncer de células 

escamosas por exposición del cuerpo a químicos, el uso de contraconceptivos orales 

por periodos prolongados también predispone fuertemente a padecer cáncer 

cervicouterino. No obstante, también existe una predisposición genética, ya que una 

mujer con antecedentes familiares tiene 2 a 3 veces más riesgo de desarrollar CaCu 

que la mujer sin historial familiar relacionado a CaCu. Por otro lado, una dieta sana 

que incluya frutas y vegetales pueden reducir el riesgo a desarrollar cáncer 

cervicouterino (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 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: Clasificación del sistema FIGO para cáncer cervicouterino (Sobin y Wittekind, 2002). 

 

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

ser ignorado. El diagnostico de ambos estados IA1 y IA2 está basado en examinación 

microscópica de tejido removido. 

El estado II es el carcinoma que se extiende más allá del cérvix, pero no se extiende hacia la pared 

pélvica. El carcinoma involucra la vagina, pero no más allá de un tercio inferior de esta. 
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El estado III, es carcinoma que ha sido extendido a la pared pélvica. En la examinación rectal, no 

hay espacio libre de cáncer entre el tumor y la pared pélvica. El tumor involucra el tercio inferior 

de la vagina. Todos los casos con hidronefrosis son cáncer en estado III. 

El estado IV es el carcinoma que se extiende más allá de la pelvis, o ha sido clínicamente envuelto 

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

 

I.III. 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 clasificación por serotipos es imposible. Sin 

embargo, la proteína mayoritaria de la cápside L1 se encuentra relativamente muy 

conservada en la familia, en consecuencia una clasificación basada en las diferencias a 

nivel de secuencia es permisible (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006). Es 

importante mencionar que los genotipos presentan un porcentaje de identidad de <90%, 

en comparación 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 clasificación de los Papillomaviridae con base en 

una filogenia realizada con la proteína 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 

mamíferos no humanos, 3 de aves y 2 de reptiles (Hans- Ulrich, 2010). 

 

I.IV. Entrada del Papilomavirus humano a la célula y su relación con el 

cáncer cervicouterino 

La asociación entre el VPH y el CaCu fue demostrado por Harald zur Hausen a principios 

de los años 80s, quien describió que la infección viral es un punto clave para el desarrollo 

de esta enfermedad, siendo el resultado de la infección del VPH una verruga o papiloma. 

Las verrugas de la piel pueden ser planas (superficiales) o verrugas plantares (más 

profundas), estas verrugas son transmitidas por contacto sexual (López-Saavedra y 

Lizano-Soberón, 2006). La mayoría de estas verrugas son causadas por los tipos virales 
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no oncogénicos (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 no 

oncogénicos pueden causar neoplasia intra epitelial cervical grado 1 (NIC1) (o LSIL; por 

sus siglas en inglés) en la zona de transformación del cuello uterino. Esta neoplasia es 

caracterizada por presentar una mayor actividad mitótica 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 transformación del cuello uterino es la unión entre el epitelio columnar del 

endocérvix y el epitelio escamoso del ectocérvix. Esta zona es un sitio de continuos 

cambios metaplásicos, los cuales son más activos en la pubertad y durante el primer 

embarazo, estos mismos reducen su actividad después de la menopausia (López-

Saavedra y Lizano-Soberón, 2006). Por otra parte, una metaplasia escamosa atípica 

inducida por algún virus y que se desarrolle en esta región 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 comúnmente positivo a los tipos virales 

oncogénicos que evitan la maduración y diferenciación celular, produciendo una 

replicación continua de células inmaduras y eventualmente la acumulación de 

anormalidades genéticas que favorecen la malignidad. Así mismo, LSIL puede 

establecerse al inicio, al mismo tiempo o en ausencia de HSIL (López-Saavedra y Lizano-

Soberon, 2006).  

Existen tipos histopatológicos 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 infección y desensamble del virión, etapa en la cual las partículas 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 lesión o 

microtrauma. Los virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) como el tipo 16, 

inducen la formación de lesiones cervicales por la infección de células columnares, que 

después formarán la capa basal del epitelio estratificado de la zona de transformación. 

Por otra parte, también se ha descrito que la entrada del virus depende de los 

proteoglicanos de sulfato de heparina presentes en la membrana plasmática, el cual 

podría ser el lugar de unión inicial previo a la unión con el receptor (Evander et al., 1997; 

Giroglou, 2001; Yoon, 2001; López-Saavedra y Lizano-Soberon, 2006). Posteriormente, 

se da paso a la internalización del virus, que ocurre por medio de endocitosis de vesículas 

cubiertas de clatrina (Day, Lowy y Schiller, 2003), y el desensamble del virión por 

rompimiento de enlaces disulfuro internos de la cápside. El ambiente reductor de la célula 

permite el transporte del DNA viral al núcleo de dicha célula (Li, 1998). 

2) El mantenimiento del genoma. Se produce después de la infección y desensamble 

del virus en las células basales, para mantener su genoma episomal en bajo número de 

copias (10 a 200 por célula), donde se expresan las proteínas E1 y E2 (Wilson, 2002), 

que facilitan la segregación correcta de los genomas durante la división celular. En el 

caso del VPH tipo 31 en las líneas 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 infección viral es seguida por una fase proliferativa que conduce al incremento del 

número de células basales que contienen el genoma viral, lo que requiere la expresión 

de las proteínas E6 y E7, las cuales estimulan el progreso de la fase del ciclo celular G1 

a S. (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006). Así mismo, la expresión 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 proteínas E6 y E7 retardan la diferenciación celular (Sherman et al., 1997) 

induciendo la proliferación mediante las interacciones con proteínas celulares asociadas 

al control del ciclo celular. 

4) La amplificación del genoma y la síntesis de los viriones ocurre mediante el 

empaquetamiento del genoma viral en una partícula proteica, el empaquetamiento se 

lleva a cabo en las capas superiores del epitelio en el estrato espinoso, en esta región 

aumenta la actividad transcripcional del promotor tardío dependiente de la diferenciación. 
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Este promotor se halla en el marco de lectura del gen E7, el cual promueve la 

transcripción de proteínas involucradas en la replicación del ADN viral, tales como; E1, 

E2, E4 y E5. Así como, las constituyentes de la cápside, L1 y L2. Por otra parte, para la 

replicación viral se necesita que E2 se una a la LCR y promueva la unión de E1 en el sitio 

de origen de la replicación viral.  

El ensamble de las partículas 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 desecación 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 

proteína tardía 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. 

  

Figura 7: El ciclo viral. Las células germinales sin infección del virus se dividen a lo largo de la 

membrana basal, madurando verticalmente a través del epitelio sin división posterior. Una vez que 

el VPH infecta dichas células en la membrana basal, se expresaran las proteínas tempranas. La 

presencia de estas proteínas provocan en las células que están en división, su expansión 

verticalmente produciendo el retraso y dejando inconclusa la diferenciación celular, las proteínas 

virales son expresadas a la par de la diferenciación celular y los viriones son producidos en las capas 

superiores del epitelio. APC: células presentadoras de antígenos intraepiteliales, las cuales son 

abatidas en la célula infectada por VPH. (modificado de Nature Reviews Inmunology, 2004 y López-

Saavedra y Lizano-Soberon, 2006).  
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I.IV.I. 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 tamaño que puede ser dividido en 

general a tres regiones; ¨Early¨ o región temprana, ¨Late¨ o región tardía y una región 

larga de control (LCR, por sus siglas en ingles). LCR es una región codificante, y las tres 

regiones en todos los papilomavirus están separadas por dos sitios de poliadenilación; 

¨early¨ pA (AE) y ¨late¨ pA (AL). La región ¨temprana¨ del genoma del papilomavirus ocupa 

alrededor de un 50% de su genoma y codifica ocho fragmentos de lectura abierta (ORF); 

E1 a E8, los cuales traducen proteínas propias, de los cuales E1 Y E2 están implicados 

en la replicación de ADN viral (Zheng y Baker, 2006). Por otra parte, la región ẗardía¨ de 

todos los genomas de papilomavirus abarcan más del 40% del genoma total, y codifica los 

fragmentos de lectura abierta; L1 y L2, para la traducción de dos proteínas de la cápside; 

una mayor (L1), y una menor (L2). Los niveles taxonómicos de los tipos, subtipos y 

variantes de papilomavirus están basados en la secuencia de sus genes L1 (Zheng y 

Baker, 2006). Por último, la región ¨LCR¨ es un segmento de alrededor de 850 pb, el cual 

ocupa un 10% del genoma de VPH y no presenta proteínas con funciones codificantes, 

el origen de replicación funciona como un factor de transcripción múltiple, uniendo sitios 

importantes en la regulación de la transcripción iniciada por la RNA polimerasa II de la 

región viral temprana con promotores de la región tardía. Durante el ciclo de vida del VPH 

las oncoproteínas E6 y E7 son expresadas y estas desregulan las funciones de p53 y E2F, 

alterando el ciclo celular. Sin embargo, la infección por VPH no es suficiente para el 

desarrollo de CaCu, ya que otros factores tanto exógenos como endógenos contribuyen 

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

 

I.IV.II. Replicación de VPH y oncoproteínas en CaCu 

Para entender el desarrollo del CaCu es importante comprender el proceso de infección 

y replicación que lleva a cabo el virus dentro de la célula hospedera. El VPH comienza la 

producción de viriones una vez que la célula infectada ha llevado a cabo una mitosis, y 

las células hijas se han diferenciado, a comparación 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 replicación 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 

que conforman esta capa son las únicas que llevan a cabo el proceso de división. 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). Así como también, se ha reportado que existe una cierta preferencia entre VPHs 

por presentar un estado genómico, 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 pronóstico mayormente maligno, en comparación con pacientes 

infectados por VPH 16 (Schwartz, 2001). De igual manera, se ha observado que existe 

una variación regional en la incidencia de infección 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 expresión de las oncoproteínas E6 y E7. Estas proteínas actúan de 

manera cooperativa en el desarrollo de cáncer, y ambas han sido encontradas en el 

núcleo sin embargo algunos estudios proponen la presencia citoplásmica de E7 y de E6 

(McLaughlin-Drubin et al., 2009). Además, algunos trabajos indican que E7 por sí misma 

puede inmortalizar queratinocitos con una baja frecuencia, mientras que E6 no puede 

hacerlo. Sin embargo, la combinación de la expresión de ambas proteínas es altamente 

importante en la inmortalización (Hawley-Nelson et al., 1989). No obstante, aunque las 

oncoproteínas E6 y E7 son eficientes en la inmortalización celular, las células 

inmortalizadas no poseen capacidades tumorgénicas en ratones (Kaur y McDougall, 

1988), lo que indica que las oncoproteínas E6 y E7 son necesarias, pero no suficientes 

para la progresión maligna.  

E7 no posee ninguna actividad enzimática, sin embargo, sí se conoce que es capaz de 

unirse a la proteína supresora de tumores RB, así como a las proteínas relacionadas 

p107 y p130. RB y las proteínas antes mencionadas están involucradas en la transición 

de la fase G1 a S en del ciclo celular, mediante la regulación de los factores de 

transcripción 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 unión con E2F 

en conjunto con el reclutamiento de varios modificadores de la cromatina como 

desacetilasas de histonas (HDACs). Sin embargo, la unión de E7 y RB disocia estos 

complejos permitiendo que se transcriban genes específicos de fase S, como la ciclina A 

y la ciclina E. También, se ha descrito que E7 interacciona de manera directa con HDACs, 

así 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 interacción entre E7-RB-HDACs es 

esencial para el mantenimiento episomal y de la fase S para la diferenciación en la 

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

 

I.V. Las líneas celulares como modelo de estudio del cáncer cervicouterino 

El cultivo celular ha permitido conocer el comportamiento in vitro de las células cancerosas 

haciendo más fácil su estudio. Los primeros cultivos datan desde 1907, cuando Ross 

Harrison cultivó un coágulo linfático de medula espinal de anfibio, el cual realmente era 

un explante, un fragmento de tejido. A finales del siglo XIX, Sydney Ringer desarrolló una 

solución que contenía cloruro de sodio, potasio, calcio y magnesio, esta solución permitía 

mantener las condiciones fisiológicas del cuerpo y por lo tanto era capaz de mantener 

latiendo el corazón de un animal in vitro, esta solución 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 investigación. En el presente estudio se utilizaron las líneas celulares 

CaLo, SiHa y el control HaCaT, que se describen a continuación. 

CaLo es una línea celular aislada de una mujer de 55 años de edad, presenta secuencias 

de papilomavirus tipo 18. Es un carcinoma epidermoide no queratinizado de estadio IIB. 

Por otro lado, SiHa es un carcinoma escamoso aislado de una mujer asiática de 55 años 

de edad, de grado II que presenta secuencias de papilomavirus humano tipo 16. Es de 

gran importancia hacer notar que las dos líneas 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 investigación de cáncer cervicouterino. Así mismo, también se 

ha descrito que el VPH es un agente importante en el proceso de inmortalización celular 

(Martinez-Capio y Navarro-Moreno, 2003).  
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Finalmente, la línea celular utilizada como control (HaCaT), son células inmortalizadas de 

queratinocitos de prepucio de neonato, cabe recalcar que HaCaT ha sido utilizada 

anteriormente en otros experimentos con mismo enfoque de investigación. Así mismo, 

las células de las tres líneas celulares presentan inmortalización celular, lo cual incluye 

alteraciones citomorfológicas características como; menor tamaño, menor adherencia, 

más redondas y una mayor relación entre el núcleo y citoplasma (Martinez-Capio y 

Navarro- Moreno, 2003).  

 

I.VI. La función de la mitocondria en el cáncer 

 

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 adaptación 

celular y alteraciones del entorno enfocados a tratamientos contra el cáncer (Vyas, 

Zaganjor, y Haigis, 2016). La función de la biogénesis mitocondrial en el cáncer es regulada 

por muchos factores; incluyendo el estado metabólico, la heterogeneidad del tumor, el tipo 

de tejido, el microentorno, el estado del tumor e incluso la mitofagia para mantener una 

población mitocondrial sana. Es necesario resaltar que la regulación de la biogénesis 

mitocondrial y la mitofagia son rutas importantes para la señalización oncogénica (Vyas et 

al., 2016).  

 
La biogénesis mitocondrial es regulada por factores transcripcionales que coordinan la 

inducción de genes que codifican proteínas, localizados en el núcleo y mitocondria, tales 

como; el coactivador-1 alfa (PGC-1a), el cual es un regulador de la biogénesis mitocondrial 

que actúa a través de las interacciones con diversos factores de transcripción (Tan et al., 

2016). Por lo tanto, los niveles de  PGC-1a revelan la dependencia al tumor de acuerdo a 

la masa mitocondrial, una expresión alta de PGC-1a da como resultado una dependencia 

en la respiración mitocondrial (Tan et al., 2016). De este modo, la sobreexpresión de PGC-

1a induce la apoptosis. Sin embargo, puede funcionar como un supresor de tumor en 

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

 
Por otro lado, un activador clave para la biogénesis mitocondrial en el cáncer es c-Myc, el 

cual es un factor de transcripción 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 así 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. mTOR es un elemento primordial para el crecimiento celular y la homeostasis 

energética, y se ha descrito desregulado en el cáncer. mTOR regula la biogénesis 

mitocondrial mediante dos vías, en primer lugar, la vía transcripcional; dando como 

resultado la expresión génica mitocondrial y, en segundo lugar, la vía traduccional, por 

represión de la inhibición de las proteínas de unión a 4E (4E-BPs), las cuales subregulan la 

traducción de las proteínas mitocondriales codificadas en el núcleo (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 sobrerregulación de PGC-1ª, y superado por la inhibición de mTORc1/2, la cual reprime 

la expresión de PGC-1ª (Gopal et al., 2014; Haq et al., 2013). Así mismo, las células 

cancerosas pueden adaptarse a su función mitocondrial de acuerdo al estrés específico, un 

ejemplo sería la sobrerregulación de c-Myc y la expresión de genes glicolíticos que permiten 

la resistencia a metformina, el cual es un inhibidor del complejo I mitocondrial en células 

cancerosas pancreáticas, elemento de suma importancia en la respiración mitocondrial 

debido a la expresión de PGC-1ª (Sancho, Barneda, y Heeschen, 2016).  

 
De igual importancia, el daño mitocondrial por mitofagia es crítico, la vía cinasa 1 inducida 

por PTEN (PINK1), se activa hasta la despolarización de la membrana mitocondrial, 

generando una señal de la disfunción mitocondrial resultante de múltiples causas como la 

hipoxia y un transporte de electrones disfuncional. Además, una ruta alternativa para la 

inducción de mitofagia es a través de genes blancos a HIF1a, como es el caso de Bcl-2, la 

proteína 3 adenovírica (BNIP3) y BNIP3/NIX, quienes inhiben la respiración mitocondrial 

durante condiciones hipóxicas que podrían dirigir a un exceso de EROs. No obstante, 

BNIP3 Y NIX han sido identificadas como supresores de tumor en muchos modelos de 

cáncer (Chourasia et al., 2015). Por otra parte, en algunos estados de tumorgénesis, la 

reducción de mitofagia puede permitir la existencia de algunas mitocondrias disfuncionales, 

que generan un incremento en EROs induciendo el desarrollo del tumor, u otras señales 

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

 
En cuanto a la fisión mitocondrial se ha descrito que un paso crítico es la proteína 1 

relacionada a dinamina (Drp1), reclutada en la mitocondria con la asociación de receptores 
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de membrana externa mitocondrial, causando encogimiento de la membrana producida por 

la actividad GTPasa. La translocación y la actividad mitocondrial de Drp1 es regulada por 

la fosforilación, 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 (Mfn1 y Mfn2) median la fusión mitocondrial junto con Opa1, de esta manera la 

morfología 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 fusión y fisión mitocondrial en el cáncer, y por lo tanto pueden resultar en 

una red mitocondrial fragmentada (Senlt y Ronai, 2016). De esta manera la dinámica 

mitocondrial alterada es clave en la transformación celular dependiente de K-Ras 

estimulando la fragmentación mitocondrial por la vía de fosforilación de Drp1 mediada por 

ERK1/2 (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et al., 2015), Así, la inhibición de Drp1 confiere 

resistencia célular a la transformación oncogénica mediada por K-Ras, afectando el 

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

 
Como fue descrita anteriormente una de las características facultativas del cáncer es la 

habilidad de evadir la muerte celular, la cual se haya fuertemente ligado a la mitocondria. 

Los tumores evaden la apoptosis por la subregulación de los genes proapoptóticos Bcl2, 

y/o por la sobrerregulación de genes Bcl2 anti apoptóticos (López y Tait, 2015), el balance 

de las proteínas pro y antiapoptóticas afectan la integridad de las células cancerosas por el 

estímulo apoptótico, y por lo tanto pueden predecir cómo el tumor puede responder a la 

quimioterapia (Sarosiek et al., 2013). Sin embargo, la forma mitocondrial también influye en 

la susceptibilidad apoptótica, la pérdida de Drp1 retrasa la liberación de citocromo c y 

obviamente la inducción de apoptosis (Martinou y Youle, 2011). 

 
Así mismo, el estrés oxidativo se ha descrito también asociado a la mitocondria, la 

mitocondria contribuye en gran parte a la producción de EROs. Sin embargo, presenta 

también múltiples rutas antioxidantes para neutralizar a estas mismas, incluyendo: la 

superóxido dismutasa (SOD2), el glutatión, 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 senalización 

oncogénica, mutaciones de la cadena transportadora de electrones y microentornos de 

hipoxia. Por lo tanto, los altos niveles de EROs contribuyen a la oxidación de 

macromoléculas como lípidos, proteínas y ADN, contribuyendo a la inestabilidad genómica 

(Vyas et al., 2016).  
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En cuanto a la reprogramación metabólica, se ha descrito que el grupo amida del nitrógeno 

de la glutamina es usado para la síntesis de aminoácidos y nucleótidos, y los carbonos 

derivados de la glutamina son usados en la síntesis de glutatión, lípidos y aminoácidos. Por 

lo tanto, la glutaminólisis (catabolismo de la glutamina), se haya elevada en muchos 

tumores asociados a glutamina, lo cual se cree que es dirigido por la sobrerregulación de 

c-Myc de la glutaminasa (GLS), ya que esta enzima convierte la glutamina a glutamato y 

amoniaco (Stine et al., 2015). Además, existen también alteraciones en el metabolismo de 

lípidos asociados a algunos tipos de cáncer por sobrerregulación de la oxidación de ácidos 

grasos. Sin embargo, algunos tipos de cáncer pueden ser más dependientes a la síntesis 

de lípidos, por lo tanto la sobrerregulación de lipogénesis es propuesta como proceso 

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

. 

I.VII. Relevancia de las proteínas mitocondriales 

Se sabe que la mitocondria codifica 13 proteínas de las cuales siete de estas 

corresponden al complejo I: ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6; citocromo b 

correspondiente al complejo III; la citocromo oxidasa I (COI), citocromo oxidasa II (COII) 

y citocromo oxidasa III (COIII) corresponden al complejo IV; y dos proteínas del complejo 

V: ATP6 y ATP8, estas proteínas son cargadoras de protones con función principal en la 

fosforilación oxidativa (OXPHOS). El resto de proteínas encontradas en la mitocondria, 

incluyendo aproximadamente 80 subunidades de la fosforilación oxidativa y las cuatro 

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

Un meta-análisis de ADN mitocondrial con mutaciones asociadas a cáncer revelan que 

muchas mutaciones al ADN mitocondrial en la célula cancerosa inhiben la fosforilación 

oxidativa. Así mismo, los cambios de nucleótidos 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 I (IDH1) e isocitrato deshidrogenasa II (IDH2) (Wallace, 2012). De esta 

manera el propósito del estudio en las mutaciones de genes mitocondriales es proveer 

nuevos conocimientos amplios hacia la importancia y complejidad de las alteraciones 

mitocondriales en el cáncer.  
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I.VIII. Proteómica 

 

Para entender el término ¨Proteómica¨ 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 biológica 

determinada. La ¨Genómica¨ es considerada el estudio de los genomas completos de los 

diferentes organismos, y consiste en la determinación de la secuencia completa de su 

propio ADN y la ubicación 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 

¨Genómica¨. Es importante saber que la información genética existente hasta ahora 

publicada, está 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 ¨proteínas 

hipotéticas¨ (Liebler, 2002). 

Por otra parte, el término ¨Proteoma¨ unión de los términos ¨PROTEína¨ y ¨genOMA¨ fue 

acuñado por Marc Wilkins en 1994, y fue utilizado para nombrar el conjunto completo de 

las proteínas que una célula u organismo puede expresar. Para los organismos 

pluricelulares el genoma de todas sus células es idéntico. Sin embargo, el proteoma es 

característico de cada tipo celular, y por lo tanto existen proteínas que se expresan en 

todas, o en la mayoría de las células de un organismo. Así como también, existen otras 

proteínas características que se expresan en un solo tipo celular. De igual forma, el 

humano tiene más de 200 tipos celulares diferentes, todas con diferente expresión de 

proteínas. Es por ello que para conocer las características bioquímicas y biológicas de un 

proteína codificada se requiere de la secuencia, estructura dimensional, la presencia de 

modificaciones postraduccionales y el procesamiento proteolítico (la capacidad de unir 

ligandos), incluso de las interacciones con otras proteínas (Liebler, 2002). Por lo tanto, 

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

A causa de estas dificultades, se han desarrollado diversas metodologías. En 1964 se 

inició la ¨Proteomica¨ con la introducción de la electroforesis en geles de poliacrilamida 

por L. Ornstein y B. J. Davis. Posteriormente, se introdujo el gel de poliacrilamida con 

Dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE), para separar las proteínas de acuerdo al peso 

molecular, y la unión 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 propósito separar las 

proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico mediante el IEF, y peso molecular mediante 

SDS-PAGE (Liebler, 2002).  

La introducción de la espectrometría de masas fue de gran avance para la detección de 

proteínas separadas en geles 2D. Los espectrómetros de masas tienen como objetivo; 

medir la relación masa/carga (m/z) de compuestos ionizados, siendo ¨m¨ la masa 

molecular del compuesto y ¨z¨ un múltiplo entero de la carga elemental ¨e¨ del electrón. 

En el presente proyecto se utilizó la Cromatografía liquida acoplada a espectrómetro de 

masas (LC MS/MS) o tándem MS/MS, esta técnica consiste en una (1) fuente de 

ionización por presión atmosférica, la cual, usualmente es una fuente de ionización 

electrospray (ESI) o una ionización química por presión atmosférica (APCI), acoplada por 

un (2) componente de entrada de iones (Q0), que provee ambas; transición de la presión 

atmosférica a vacío y la entrada de iones hacia (3) un dispositivo filtrante de la primera 

masa (Q1), que dirige a una (4) cámara de colisión (Q2), el cual puede ser llenado con 

gas de baja presión para la disociación inducida por colisión (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. Proteómica en cáncer 

La Oncoproteómica, o la aplicación de la Proteómica en el estudio del cáncer, ha 

permitido la identificación de los cambios de la expresión proteica en diferentes tipos de 

cáncer. Así como también, se ha centrado en la búsqueda de proteínas específicas que 

correlacionen directamente con la presencia de cáncer, mediante el descubrimiento de 

biomarcadores, y proteínas que puedan ser blancos terapéuticos para el tratamiento del 

cáncer. Ambos aspectos podrían funcionar para la detección molecular de los diferentes 

tipos de cáncer, o para su tratamiento específico (Maarten-Altelaar, Munoz y Heck, 2013). 

Así mismo, el término biomarcador, es definido por el Programa Internacional de 

Seguridad Química dirigido por la OMS como: cualquier sustancia, estructura, o proceso 

que puede ser medido en el cuerpo, el cual predice la incidencia de daño. Por ello, la 

respuesta medida del biomarcador puede ser funcional y fisiológica, bioquímica a nivel 

celular o una interacción molecular. Por consiguiente, los tipos de biomarcadores incluyen 

algunos de presión sanguínea a través de químicos básicos, hasta pruebas de laboratorio 

más complejas de sangre u otros tejidos (Strimbu y Tavel, 2010). 
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La mayoría de los estudios oncoproteómicos llevan a cabo la comparación entre los 

perfiles proteómicos del control contra el cáncer de interés. Por lo que, mediante este 

enfoque se han identificado las proteínas diferencialmente expresadas en distintos tipos 

de cáncer (tabla 2). Sin embargo, el tumor representa un estadio avanzado del cáncer, 

por lo tanto, los cambios detectados son cambios tardíos del desarrollo del cáncer. 

Debido a esto, más del 60% de los pacientes diagnosticados con cáncer ya presentan 

metástasis, y por lo tanto las terapias suelen ser poco efectivas. Para concluir, lo ideal 

sería establecer el proteoma del tejido sano, lesiones precancerosas, tumor no invasivo, 

displasia y cáncer metastásico, para poder identificar biomarcadores y blancos 

terapéuticos en etapas tempranas del desarrollo tumoral, y no aquellos de etapas tardías 

que ya muestran consecuencias clínicas graves (Petricoin, et al., 2002).  

 

Tabla 2: Biomarcadores identificados por Proteómica para distintos tipos de cáncer. 

Tipo de cancer Marcadores 

Colorectal 1. Apolipoproteína C1, Complento C3a des-arg, a1-antitripsina y 

transferina (Ward et al., 2006). 

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

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

Ovario 4. FK506, inhibidor de disecación Rho, proteína-G y glioxilasa 

(Jones et al., 2002). 

 

 

I.VIII.II. Proteómica en cáncer cervicouterino 

 

Los primeros estudios proteómicos sobre el CaCu datan del 2004, donde el objetivo fue 

distinguir las diferencias entre el proteoma de tejidos no afectados, líneas celulares no 

cancerígenas, tejido adyacente al cancerígeno no afectado y biopsias de cáncer 

cervicouterino (Pyo et al., 2005; Bae, 2005; Zhu et al., 2009; Arnouk et al., 2009). Hilal 

Arnouk observó que la expresión proteica del CaCu es variable entre diferentes estadios 

de progresión, ya que comparó los perfiles proteómicos de tejido cervical no afectado por 

cáncer, lesión intraepitelial de alto grado y carcinoma invasivo (Arnouk et al., 2009). Por 

otro lado, Lomnytska abordó el estudio de la expresión proteica de la ANXA6, HSP27, 

PRDX2, NCF2 y TPM4 durante la neoplasia intraepitelial (NIC), cáncer micro invasivo y 
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cáncer cérvico escamoso (CCE) invasivo, donde evaluó la aplicación clínica como 

biomarcadores de las proteínas mencionadas así como su implicación en la prognosis. 

En conclusión, este estudio fue el primero en describir la expresión dinámica de las 

proteínas durante el DT del CaCu (Lomnytska y Becker, 2011). Sin embargo, la mayoría 

de las proteínas identificadas como diferencialmente expresadas entre los diferentes 

estudios proteómicos 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 cáncer) y 

al tipo de control utilizado (líneas celulares, tejido normal y tejido adyacente al canceroso). 

Además, las biopsias solo representan un punto tardío del CaCu. Esta diversidad de 

controles y análisis estático al comparar solo un punto del DT del CaCu, no permiten 

establecer la dinámica proteómica 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 cáncer 

cervicouterino basados en enfoques moleculares y celulares, tales como; Antígeno para 

carcinoma de células escamosas (SCC-Ag), Fragmentos séricos de citoqueratina 

(CYFRA) y Antígeno carcinoembrionario (CEA).  

 
Kato y Tarigoe (1997), describieron el antígeno para carcinoma de células escamosas 

(SCC-Ag) en subfracciones de antígeno 4 en tumores neutrales y ácidos (Di Saia y 

Creasman, 2002). Así 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 cáncer 

cervicouterino. Por lo tanto, los niveles de SCC han sido relacionados al estado de daño, 

tamaño del tumor y profundidad de la invasión 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 examinación de pacientes con cáncer cervicouterino.  

 
El antígeno carcinoembrionario (CEA), ha sido fuertemente sugerido como potencial 

biomarcador para el desarrollo temprano del cáncer y como indicador de prognosis 

(Sugarbaker, 1985). Así mismo, CEA ha sido descrito en niveles altos bajo condiciones 

no cancerosas, aunque en pacientes con CaCu y cáncer de ovario la aplicación de CEA 

es de suma importancia. Di Saia y colaboradores (1997), reportaron que existe un 

incremento progresivo del valor de CEA en los estados, I al estado II (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 último, 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 proteínas de filamentos intermedios. CYFRA es referencia de las 

concentraciones séricas de fragmentos de citoqueratina 19, una subunidad ácida 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 daño, tamaño del tumor y profundidad de la invasión estromal 

(Molina, 2005). Es importante mencionar que, el antígeno polipeptídico tisular (TPA) y el 

antígeno específico polipeptídico tisular (TPS), son los tipos de citoqueratinas 

mayormente usados para la predicción de prognosis durante el tratamiento, y en el 

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

 

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

Marcador  Uso propuesto Nivel de evidencia  

SSC-Ag Identificación de grupos de alto riesgo con metástasis de nodo 

linfoide metastásico en células escamosas de cérvix  

Pretratamiento para la predicción  de prognosis en células 

escamosas de cáncer cérvico uterino 

Predicción de la respuesta a tratamiento en cáncer cérvico uterino 

de células escamosas. 

III-IV 

  

III-IV 

  

III-IV 

CA-125 Pretratamiento para la predicción de prognosis, en particular en 

adenocarcinoma de cérvix 

Predicción preoperativa de la presencia de nodo linfoide 

metastásico, en particular adenocarcinoma de cérvix 

III-IV 

  

III-IV 

CEA Monitoreo del daño, en particular adenocarcinoma de cérvix  

Pretratamiento de predicción de prognosis  

Predicción preoperativa de la presencia de nodo linfoide 

metastásico, en particular adenocarcinoma de cérvix  

Pretratamiento para la predicción de respuesta clínica  a 

quimioterapia neoadyuvante. 

III-IV 

III-IV 

III-IV 

  

IV 

Citoqueratinas 

(TPA, TPS, 

Cyfra21-1)  

Pretratamiento para la predicción de prognosis  

Monitoreo de daño después del tratamiento primario. 

III-IV 

III-IV 
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 I.VIII.III. La oncoproteómica enfocada a la mitocondria  

 

La estrategia experimental más eficiente y sofisticada para definir el proteoma mitocondrial 

mediante la identificación de proteínas altamente enriquecidas de extractos mitocondriales 

ha sido la espectrometría de masas (MS). Incluso los avances en la separación y las 

técnicas de tándem de espectrometría de masas permiten una detección más acertada, 

incluyendo la identificación de hasta 2533 proteínas de extractos mitocondriales. Algunos 

estudios realizados mediante la espectrometría de masas enfocada a la mitocondria son 

descritos a continuación.  

 
Los agentes alquilantes llamados Cloroetiloureas (CEU) se unen covalentemente a b-

tubulina (BTAC) afectando a la polimerización del microtúbulo. Patenaude y colaboradores 

en 2007, reportaron la identificación de un grupo de CEU que corresponde a las oxazolinas, 

las cuales inhiben el crecimiento celular, apoptosis y la interrupción de los microtúbulos sin 

la alquilación 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 activación de las 

caspasas 8 y caspasa 9. Sus resultados sugieren que BTAC Y N-BTAC a pesar de su 

habilidad común para afectar la red de microtúbulos, también desencadenan diferentes 

mecanismos citotóxicos en las líneas celulares, proponiendo la función 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 lantánido 

(YbCit2)3- inhibe el crecimiento celular en la línea celular HeLa e induce apoptosis, 

similares a los efectos de (LaCit2)3-. Los resultados proteómicos de células tratadas con 

(YbCit2)3- revelan cambios profundos en proteínas relacionadas a la mitocondria y estrés 

oxidativo, sugiriendo de este modo que la disfunción 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 generación de EROs en 

células tratadas con (YbCit2)3-. No obstante, también fue descrito que la apoptosis inducida 

por  (YbCit2)3- estaba acompañada de la activación de caspasa 9 y la escisión proteolítica 

específica de PARP, lo cual induce un incremento en la proteína proapoptótica Bax y el 

descenso de la proteína anti apoptótica 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 lantánidos en las células tumorales (Shen et al., 
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2009). 

 
De la misma forma, la actividad antiapoptótica de Bcl-2 ha sido extensamente estudiada. 

Villeneuve y colaboradores (2010) combinaron la inmunocaptura de Bcl-2 con un análisis 

mediante espectrometría de masas, usando fracciones mitocondriales altamente puras 

aisladas de células cancerosas humanas, donde lograron identificar 127 proteínas que 

interactúan con Bcl-2. La ontología génica utilizada reveló principalmente un 

enriquecimiento de proteínas mitocondriales, inclusive proteínas asociadas a retículo 

endoplásmico y proteínas asociadas a citoesqueleto. El estudio se centró en la 

identificación de galectina 7 (Gal7), un miembro de la familia de las lectinas con unión a 

betagalactosidasa que se le conoce función proapoptótica, así como su asociación a Bcl2. 

En conclusión, 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 señal apoptótica. También se demostró que la 

interacción Bcl2/Gal7 es anulada posteriormente al estrés genotóxico. De esta manera se 

sugiere que la unión de Gal7 a Bcl2 puede constituir un nuevo blanco en el estudio de la 

apoptosis intrínseca (Villeneuve, 2010). 

 
Herman (2003), analizó las subunidades de Citocromo C oxidasa, codificadas en la 

mitocondria y la correlación con la progresión maligna de tejidos de próstata humana. Las 

subunidades I-III de la Citocromo C oxidasa comprende el ¨núcleo catalítico¨ 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 observó un cambio significativo en las 

concentraciones relativas de las subunidades IV, Vb y Vlc de la Citocromo C oxidasa 

codificada en el núcleo, comparadas a las subunidades I y II mitocondriales fueron visibles 

durante la progresión de cáncer de próstata 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 análisis enfoca una función para las 

proteínas mitocondriales codificadas en el núcleo en la carcinogénesis (Herman et al., 

2003).    
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II. Justificación 

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 cáncer, tales como; la sobreproducción 

de ATP, mutaciones en el ADN y enzimas mitocondriales, cambios en los niveles 

intracelulares de calcio, sobreproducción de especies reactivas de óxigeno, y un 

desajuste en la liberación de proteínas proapoptóticas, induciendo parcialmente el 

desarrollo y soporte al cáncer. No obstante, existen algunos tipos de cáncer que además 

se encuentran asociados a algunos virus, como es el caso del virus del papiloma humano 

con el cáncer cervicouterino, el cual se encuentra entre los tipos de cáncer con más 

números de defunciones en México, convirtiendo a esta patología en un reto para la salud 

pública nacional.   

Por otra parte, el desarrollo de técnicas sofisticadas que analizan específicamente a las 

proteínas, ha tenido gran desarrollo en los últimos años para la investigación más 

sensible y precisa para la detección de proteínas implicadas en el desarrollo de la 

carcinogénesis, también llamadas oncogénicas, las cuales pueden funcionar como 

blancos terapéuticos o biomarcadores para la detección temprana del cáncer. 

Metodologías proteomicas que en este proyecto servirán para dilucidar el perfil 

proteómico de la mitocondria en el cáncer cervicouterino.  
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III. Hipótesis 

La expresión proteica en mitocondrias de ambas líneas celulares de cáncer cérvicouterino 

(CaLo y SiHa), con secuencias génicas de los virus del papiloma humano tipo 18 y 16 

respectivamente, presentarán un perfil proteómico, el cual también diferirá entre ambas. 

Por otra parte, el proteoma de las mitocondrias de la línea celular no cancerosa (HaCaT), 

presentará un perfil proteomico distinto a CaLo y SiHa, pero característico de las células 

sin daño por cáncer.  

 

IV. Objetivos 

El objetivo general de este proyecto es comparar y estudiar el desarrollo del cáncer, a 

partir del proteoma mitocondrial expresado en las líneas celulares de cáncer cervicouterino 

(CaCu); CaLo (VPH 18) y SiHa (VPH 16), contra el proteoma mitocondrial expresado en 

la línea celular control HaCaT.  

 

IV.I. Objetivos específicos 

Identificar el proteoma mitocondrial de las tres líneas celulares mediante cromatografía 

liquida acoplada a tándem de espectrómetro de masas (LC MS/MS). 

Evaluar el enriquecimiento mitocondrial mediante la base de datos para proteínas 

mitocondriales Mitominer. 

Establecer un análisis cualitativo de las proteínas expresadas en cada línea celular para 

obtener las proteínas específicas de cada línea celular. 

Establecer un análisis cuantitativo mediante ANOVA para determinar la sobreexpresión y 

subexpresion de las proteínas mitocondriales en las tres líneas celulares. 

Obtener un enriquecimiento de proteínas mediante la base de datos bioinformática 

DAVID. 

Construir redes de interacción proteína-proteína, para la obtención de ¨genes clave¨ del 

proteoma mitocondrial en cáncer cervicouterino. 
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V. Material y métodos 

 

El en siguiente diagrama de flujo (figura 8), se representan todos los pasos metodológicos, 

llevados a cabo durante el presente proyecto, partiendo del cultivo de las distintas líneas 

celulares, hasta la obtención de los ¨genes clave¨. Cada proceso ha sido descrito a 

continuación. 

 

 

Figura 8: Diagrama de flujo general. 

 

V.I.  Cultivo de líneas celulares 

Se realizó el cultivo de dos líneas celulares de cáncer cervicouterino, CaLo 

(adenocarcinoma con VPH 18) y SiHa (adenocarcinoma con VPH 16), y de una línea 

control: HaCaT (queratinocitos). Las tres líneas celulares se crecieron en medio RPMI 

Advanced (Invitrogen, CA), suplementado con suero fetal bovino 10%, L-Glutamina 1% y 

Antibiótico-Antimicótico 1% (10,000 unidades de penicilina, 10mg de estreptomicina y 25 

mg de anfotericina por mL). Así 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.I.II.  Rehabiliación celular 

La descongelación de las células se realizó lo más rápido posible para lograr una mayor 

viabilidad. Primero se realizó una descongelación parcial de los viales incubándolos a 37°C, 

donde, el contenido se transfirió a un tubo con 9 ml de medio de cultivo suplementado, para 

proseguir con la centrifugación 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 cm2. Por último, la caja se llevó a 10 ml de volumen final con medio de cultivo 

suplementado. 

 

V.II. La cosecha de las líneas celulares 

Cuando los cultivos celulares alcanzaron una confluencia del 90%, el medio fue removido 

con una pipeta, y se adicionó a cada caja 5 ml de verseno 1X (Tris base 28 mM, NaCl 136 

mM, KCl 5.3 mM y EDTA 1.3 mM, pH 7.4), para proceder a desprender las células, así 

mismo, el volumen celular se centrifugó a 200 g por 5 minutos, y por lo tanto, se desechó 

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

 

V.III.  El enriquecimiento de mitocondrias 

Para obtener un mejor enriquecimiento mitocondrial se llevó a cabo un protocolo de 

extracción de mitocondrias basado en centrifugación diferencial, seguido por un protocolo 

de gradiente de sacarosa (figura 9). 

 
La centrifugación diferencial 

A partir de los paquetes celulares obtenidos, inmediatamente se procedió a la extracción 

de mitocondrias. Así mismo, el paquete celular fue re-suspendido en 10 ml de solución 

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 centrifugó a 1,500 g durante 20 minutos, 4°C, el 

sobrenadante se colectó en un tubo y se mantuvo a 4°C. Por otra parte, el paquete celular 

se re-suspendió en 5 ml de solución amortiguadora Hepes a pH 7.4, para proceder a 

homogenizar nuevamente. Estos ciclos de homogenización-centrifugación 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 fracción mitocondrial. 
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El gradiente de sacarosa 

Con el propósito de obtener una fracción mitocondrial con un mejor enriquecimiento, se 

procedió a tratar el paquete mitocondrial obtenido de la centrifugación 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 centrifugación 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-HCl 2 mM), para proceder a ser colocado en la 

parte superior del gradiente. Eventualmente, la colecta fue llevada a cabo por una 

centrifugación a 40,000 g durante 60 minutos a 4°C, para lograr obtener la fracción 

mitocondrial mediante una jeringa. Así mismo, esta misma fracción fue re-suspendida en 4 

ml de amortiguador MS 1X, centrifugada una vez más 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. 

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

de sacarosa. 
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V.IV. La extracción de proteínas  

Los botones de los enriquecimientos mitocondriales de las líneas celulares CaLo, SiHa y 

HaCaT, se resuspendieron en 200 μl de buffer SDS (Tris-HCl 100 mM pH 8.6, 

Dodecilsulfato sódico (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 botón. Posteriormente, se colocaron en un baño sónico durante 10 a 5 minutos 

preferentemente en hielo, y se prosiguió 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 μl de cada una respectivamente, para ser usadas en la determinación de 

proteína por SDS-PAGE 1D (Gel electroforesis Dodecilsulfato sódico-poliacrilamida). 

 

V.V. Normalización de la carga del enriquecimiento mitocondrial 

 
Con el propósito de obtener una cuantificación correcta  de la concentración de proteína en 

relación microgramo por microlitro (µg/µl), se llevó a cabo una normalización de la carga del 

enriquecimiento mitocondrial, mediante SDS-PAGE 1D,  donde se utilizaron 3 µl de cada 

extracto del enriquecimiento mitocondrial (CaLo, SiHa y HaCaT), contra un extracto de 

proteína de Rhizobium etli, el cual había sido extraído 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 proteína por el método de Bradford ácido. Es 

importante señalar que se llevó a cabo de esta manera ya que el buffer de SDS no es 

compatible con el método de Bradford ácido.  

 
Posteriormente, se llevó a cabo un gel de Acrilamida al 12%, donde se cargaron en cada 

pozo: 5, 10 y 15 µg de proteína utilizada como control de carga de R. etli, seguidos de 3µl 

de los extractos mitocondriales de las líneas celulares con sus respectivas replicas 

experimentales. Los parámetros para la electroforesis fueron: una hora a 30 mili amperes 

por gel. Por lo tanto, una vez que finalizó la corrida electroforética se  retiró el gel, para 

proceder a ser fijado con 50 ml de solución de fijado (Etanol 30%, Ácido fosfórico 2%, Agua 

MQ 68%) durante 30 minutos en agitación lenta. Después de esto, se dieron tres lavados 

de 10 minutos al gel con agua MQ, y se añadió el Azul de coomassie coloidal. El gel se 

mantiene a temperatura ambiente toda la noche. 
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Finalmente, el gel se lavó con 50 ml de solución destiñidora (Etanol 10%, Ácido fosfórico 

2%, H2O MQ 88%), y eventualmente fue colocado en agua MQ, para proceder a ser 

escaneado  en un densitómetro de la marca Biorad (GS-800 Calibrated Densitometer). Los 

geles fueron visualizados en el programa Quantity One versión 4.6.9 de Biorad, donde se 

realizó la densitometría de los carriles de interés, así como también se  calculó el ajuste de 

proteína. Por último, se llevó a cabo otro gel utilizando 10 µg de proteína de los 

enriquecimientos de mitocondria de las diferentes líneas celulares, con los controles de 

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

 

V.VI. Reducción y alquilación 

 
Se utilizaron 50 μg de proteína de acuerdo a la normalización previa, se procedió a calentar 

la muestra a 40°C durante 30 min, y se añadieron Tris 2 M a pH 8.6, para obtener una 

concentración final de 200 mM. Posteriormente, se agregó Iodoacetamida (IAM) al 200 mM, 

y se mantuvo en incubación durante 30 minutos, a temperatura ambiente y protegido de la 

luz. 

 

V.VII. La digestión de proteínas 

 
Una vez reducida y alquilada la proteína, se precipito con 9 volúmenes de etanol absoluto, 

previamente almacenado a -70°C durante toda la noche o 2 horas. Y se prosiguió a 

centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos, se desechó el sobrenadante y se recuperó la 

pastilla. Posteriormente, se llevaron a cabo dos lavados con 500 µl de etanol al 90%, 

utilizando una centrifugación a 13000 rpm durante 15 minutos, asi mismo, se dejó secar por 

inversión. Una vez seca la pastilla, se re suspendió en 100 μl de Bicarbonato de amonio 

(BCA) al 50 mM, con Deoxicolato (DOC) al 0.5%, posteriormente se agregó 1 µg de Tripsina 

y se dejó incubar a 37°C durante 16 horas. Se lavó con acetato de etilo y TFA, para eliminar 

todo el detergente. 

 
El lavado con Acetato de etilo y TFA, se llevó a cabo aumentando el volumen final de la 

digestión a 100 μl de agua, se añadieron 100 µl de acetato de etilo, y posteriormente se 

agregaron entre 0.5 y 1 μl de TFA (este paso se debe llevar a cabo muy rápido, ya que el 

TFA se puede evaporar antes de llegar a la mezcla de la digestión), se procedió a dar Vortex 

vigorosamente durante 5 minutos, posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm, durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se eliminó la fase orgánica, la cual se 
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encuentra en la parte superior y se forma en pequeño velo interfase. Posteriormente, se 

añadió otro volumen 100 µl de acetato de etilo, y se procedió a dar vortex vigorosamente 

durante 5 minutos, e inmediatamente se centrifugó a 13,000 rpm, durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Por último, se descartó la fase orgánica sin tocar la interfase, ni la 

fase acuosa, y se procedió a dejar evaporar, para finalmente resuspender la pastilla en 100 

µl de Ácido fórmico al 0.1%.  

 

V.VIII. Análisis de las muestras mediante LC MS/MS 

 
Los datos fueron analizados en un Q Exactive Plus OrbitrapMassSpectrometer (Thermo 

Fisher Scientific). Donde se inyectaron 4 µL (2 µg de péptidos) en un Ultimate 3000 

RSLCnano HPLC system acoplado en línea a un espectrómetro de masas híbrido de alta 

resolución 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 µm de diámetro interno, PepMap 100 C18, 

3 µm). La fase móvil se describe de la siguiente manera: (A) 1% de Acetonitrilo, 0.1% de 

Ácido fórmico en agua y (B) 90:10 (v/v) Acetonitrilo: agua, Ácido fórmico. El espectrómetro 

de masas se operó en modo positivo, empleando data dependentadquisition, el rango de 

adquisición de masas en Full MS fue de 300-2,000 m/z. En el cuádruplo se aislaron 10 iones 

más intensos, y fueron fragmentados. Los iones precursores fueron medidos a una 

resolución de 70,000 a 200 m/z, y los fragmentos a una resolución de 17,500. Únicamente 

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

 
La identificación de proteínas y cuantificación libre de marcaje (FLQ) se realizó en el 

programa MaxQuant versión 1.6.1.0, empleando como criterios de búsqueda: Tripsina 

como enzima de digestión, carbamidometil cisteína como modificación fija, y oxidación de 

la metionina como modificación variable. La base de datos utilizada para la identificación 

fue ¨Proteoma Humano UP000005640¨. 
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V.IX. El análisis estadístico de las proteínas 

El análisis de los valores de proteínas se llevó a cabo mediante un método cualitativo y, 

posteriormente un análisis cuantitativo. Para el análisis cualitativo se compararon las 

proteínas expresadas en cada línea celular, para obtener el número de proteínas 

específicas de las mitocondrias para cada línea celular, así como aquellas compartidas en 

las tres líneas celulares. Para el análisis estadístico se utilizaron, solo aquellas proteínas 

que estaban presentes en las tres líneas celulares, posteriormente se imputaron los datos 

mediante el método random forest (software R), una vez imputados los datos, se 

normalizaron. Finalmente se utilizó el análisis de la varianza (ANOVA) para determinar que 

tanto diferían en cantidad las proteínas expresadas.  

El análisis de la varianza es una herramienta en la cual la variación total presente en un 

conjunto de datos se distribuye en varios componentes, asociada a cada uno de estos 

componentes hay una fuente especifica de variación, así en el análisis se puede saber la 

magnitud de las contribuciones de cada una de estas fuentes de variación total. De esta 

manera el ANOVA, se utiliza ya sea para; estimar y probar las hipótesis acerca de las 

varianzas de las muestras y, estimar y probar la hipótesis 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 observación 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 desviación al cuadrado de la media de 

cada grupo a partir de la gran media y multiplicar el resultado por el tamaño del grupo, 

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

Para la representación de la sobreexpresión y subexpresión de las proteínas se utilizo el 

software REVIGO, el cual funciona visualizando los procesos biológicos determinados por 

ontologías génicas. Se obtuvieron las GO (ontología  génica) desde la base de datos 

DAVID (base datos para la descripción, visualización y el descubrimiento integrado). 

Posteriormente los datos fueron cargados a REVIGO. 

 

V.XI. El desarrollo de las redes de interación proteína-proteína (PPI) 

 

Las redes de interacción proteína-proteína fueron llevadas a cabo mediante el software 

Cytoscape, se ingresaron la lista de genes por medio de genemania, se ajustaron los 

parámetros ¨interacción física y genética¨, para obtener los ¨hub genes¨ se utilizó el plug-

in Cytohubba para clasificar los 5 principales.  
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VI. Resultados     

 
Se obtuvo un total de 2885 proteínas, de las cuales 2401 presentaban más de dos péptidos, 

de estas mismas 1704 tenían al menos dos o más valores de intensidad.   

 

VI.I. La validación del enriquecimiento mitocondrial 

 
Con el propósito de tener la certeza de haber obtenido la cantidad considerablemente alta 

de proteínas mediante la extracción y purificación de las mitocondrias de cada una de las 

líneas celulares, se prosiguió a comparar el total de proteínas identificadas mediante LC 

MS/MS, de las cuales se obtuvieron 849 proteínas mitocondriales las cuales equivaldrían 

al 36.54% de las proteínas totales (2323) identificadas en este experimento, contra la base 

de datos de proteína total (anteriormente obtenida) se obtuvieron 668 proteínas 

mitocondriales correspondientes al 13.82% de un total de 4823 proteínas de la base de 

datos de proteínas totales. De esta manera se logró un enriquecimiento de proteína 

mitocondrial del 22.72% mediante esta metodología (centrifugación diferencial y 

purificación). 

 

VI.II. El análisis cualitativo 

 
Posteriormente, después de filtrar solo las proteínas con dos o más péptidos, que también 

presentaran dos o más valores se procedió a separar las proteínas por línea celular, 

obteniendo así las proteínas específicas de las mitocondrias de cada línea celular, se 

observó un total de 110 proteínas para CaLo (VPH 18), 24 para la línea celular SiHa (VPH 

16), 62 proteínas para la línea celular control HaCaT y 67 proteínas se hallaron en ambas 

líneas celulares de adenocarcinoma. Finalmente se obtuvieron 1258 proteínas presentes 

en las tres líneas celulares. Con este material se realizó el análisis cualitativo.  

 

VI.III. El análisis estadístico 

 
El análisis cuantitativo se llevó a cabo con 1248 proteínas, eliminando 10 proteínas las 

cuales presentaban valores muy altos de intensidad, estas proteínas fueron compartidas en 

las tres líneas celulares. El análisis estadístico se llevó a cabo en 1248 proteínas mediante 

ANOVA (análisis de la varianza), ya que este análisis nos permite comparar más de dos 

variables en dos o más datos experimentales a la misma vez. Entonces se compararon las 
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medias de las diferentes abundancias para cada proteína mediante la varianza.   

 
Se procedió a normalizar los valores de intensidad mediante cada una línea celular, para 

posteriormente imputar los datos faltantes mediante el método Random forest (software R) 

en las muestras biológicas. 

 
De las 1248 proteínas 668 fueron estadísticamente significativas, de las cuales se hallan 

las diferenciadas, la prueba post hoc realizada comparando dos líneas celulares, de la 

manera siguiente; HaCaT contra CaLo, HaCaT contra SiHa y SiHa contra CaLo. 

Determinando así la sobre expresión 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 proteína expresada en las mitocondrias 

de las tres líneas celulares con su respectivo triplicado biológico. Donde el color rojo muestra 

aquellas proteínas sobreexpresadas de cada línea celular en comparación con las otras dos, el verde 

significa aquellas proteínas compartidas entre las tres líneas celulares que no presentan 

sobreexpresión ante las demás, correspondientes a un p-value de 0 o mayor a 0.1. De este modo, 

aquellas con un p-value menor a 0.1, son descritas como sobreexpresadas correspondientes a 99 

proteínas en HaCaT, 103 proteínas sobreexpresadas en CaLo (VPH 18) y 177 proteínas 

sobreexpresadas en SiHa (VPH 16). 
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En el heatmap anterior se muestra como difiere la expresión de proteínas especificas entre 

cada línea celular utilizada en el experimento, lo cual señala que existen proteínas que 

presentan funciones particulares entre dichas líneas celulares, en la línea control, así como 

en las cancerosas con diferentes tipos de virus presentes. También se puede resaltar el 

hecho de que, en cada línea celular las repeticiones biológicas presentan un patrón de 

expresión similar entre ellas, señalando que la misma metodología realizada en todas las 

líneas celulares fue implementada de manera eficiente. Así como también se presentarán 

diferentes procesos biológicos entre las tres líneas celulares. 

 

VI.IV. Enriquecimiento de proteínas  

 
A partir de los datos obtenidos, el total de proteínas sobre expresadas para cada línea 

celular obtenidas del análisis cuantitativo, adicional, las proteínas específicas para cada 

línea celular. Se obtuvieron los siguientes valores (tabla 4). 

 
Tabla 4: Representación de las distribuciones de proteínas utilizadas para la ontología génica. 

LINEA CELULAR HaCaT CaLo SiHa 

Proteínas sobreexpresadas 99 103 177 

Proteínas especificas 62 110 24 

Total 161 213 201 

    

Del total de proteínas, se consultó la ontología génica por proceso biológico para cada línea 

celular mediante el software DAVID (base datos para la descripción, visualización y el 

descubrimiento integrado). De esta manera se utilizaron los siguientes parámetros. 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 (ontología génica), y el respectivo p-value de cada 

proteína. REVIGO funciona comparando la similitud del GO ¨term¨ basado en el p-value, 

reduciendo la redundancia de los límites, formando ¨clusters¨ mediante la frecuencia de la 

proteína, la cual está dada en el porcentaje de las proteínas encontrado en el GO ¨term¨, 

de UniProt. De esta manera la frecuencia más alta representa los ¨clusters¨ (Supek et al., 

2011). Finalmente, se llevó a cabo un tree map para cada línea celular, los cuales son 

descritos a continuación. 
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VI.IV.I. El enriquecimiento mitocondrial de la línea celular HaCaT 

 
Figura 11: Representación de la expresión de proteínas en la línea celular HaCaT mediante un 

treemap. Cada rectángulo representa un cluster de la integración de un proceso biológico, la 

sobreexpresión de las proteínas está representada en el tamaño del rectángulo. 
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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 más representados se encuentran la organización del 

citoesqueleto, adhesión celular y la traducción, de los cuales algunos se hallan descritos 

abajo.  

 

VI.IV.I.I. Organización del citoesqueleto 

Proteínas 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 conversión del estímulo 

mecánico a señalización (Fletcher y Mullins, 2010). También, ambas fuerzas físicas tanto 

externa como interna pueden ser transmitidas a través del citoesqueleto a otros organelos 

incluyendo el núcleo y la mitocondria. La red del citoesqueleto puede responder a fuerzas 

externas por histéresis o memoria, las estructuras citoesqueléticas de vida larga pueden 

ser epigeneticamente heredadas por sus cohortes (Fletcher y Mullins, 2010). La actina 

participa en la redistribución 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 proteína 

asociada al citoesqueleto (Cenp-F) por medio de la proteína 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 producción de ATP 

mitocondrial (Bartolák-Suki et al., 2017).  

 

VI.IV.I.II. Iniciación de la traducción 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de HaCaT: EIF3C, RPS17, 

RPS15, EIF2S2, RPL5, EIF3I, RPS7. 

 
La expresión del genoma mitocondrial requiere de replicación intraorganelo, transcripción 

como traducción, los ribosomas asociados a la membrana traducen proteínas codificadas 

en la mitocondria y facilitan la inserción de co-traduccional de nuevos polipéptidos 

sintetizados hacia la membrana interna. La mayoría de proteínas de la mitocondria son 

producidas en los ribosomas citosólicos, Priesnitz y Becker describen que las rutas 

asociadas a la síntesis de proteína mitocondrial y el importe de subunidades codificadas en 

el núcleo ensambladas a los complejos de la cadena respiratoria (Priesnitz y Becker, 2018). 

Por otro lado, resaltan que la traducción mitocondrial está influenciada por el entorno 
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celular. 

VI.IV.I.III. Mantenimiento de la polaridad celular 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de HaCaT: ACTR2, SPINT2, 

FAT1, CAP1. 

 
La polarización celular requiere de un incremento de energía otorgada por la mitocondria. 

Las células usan la fosforilación oxidativa para incrementar los niveles de ATP, ya que esta 

energía es requerida para la polarización, también se ha descrito un alargamiento y un 

potencial de membrana incrementado en la mitocondria (Fu et al., 2012). 
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VI.IV.II. El enriquecimiento de proteínas para CaLo 

 

 
Figura 12: Representación de la expresión de proteínas en la línea celular CaLo mediante un 

treemap. Cada rectángulo representa un cluster de la integración de un proceso biológico, la 

sobreexpresión de las proteínas está representada en el tamaño del rectángulo. 

 

VI.IV.II.I. Liberación del citocromo c de la mitocondria 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: FIS1, MFF, BAK1 

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

mitocondria donde actúa en la cadena transportadora de electrones para transferir 
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electrones del complejo III al complejo IV. En el citoplasma de células que experimentan 

apoptosis citocromo c 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 unión a Apaf-1. Y la formación del apoptosoma, la presencia de citocromo c en el citosol 

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

 

VI.IV.II.II. Ensamblaje del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: TIMMDC1, NDUFA5, 

NDUFB4, NDUFB11, NDUFA2, NDUFB9, TAZ, NDUFA7, NDUFC2, ACAD9. 

 
El complejo I mitocondrial es el más grande contiene 45 subunidades codificadas por ADN  

mitocondria y nuclear. Es el complejo con mayor entrada de electrones hacia la fosforilación 

oxidativa mediante conversión enzimática de NADH a NAD+, CI bombea protones fuera de 

la matriz mitocondrial, lo cual contribuye a la generación del potencial de membrana 

mitocondrial, usado por el complejo V para la síntesis de ATP o para la generación de calor. 

Se han diagnosticado mutaciones en el gen NDUFS4, codificando una subunidad del 

complejo I codificada en el núcleo, asociada a daños neurodegenerativos (Leong et al., 

2012). 

 

VI.IV.II.III. Proceso óxido-reducción 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: 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 formación de radicales libres o ROS, los cuales 

exceden la capacidad de las enzimas antioxidantes, dirigen entonces, al daño de la cadena 

transportadora de electrones y al estrés respiratorio. La producción de ROS (especies 

reactivas de oxigeno) en la mitocondria es mejorada por otras variables tales como; hipoxia, 

quimioterapia, radiación y otras lesiones patológicas (Choudry et al., 2017). La excesiva 

producción de ROS está implicada en la iniciación del tumor y progresión del mismo. Activa 

también HIF1a y HIF2a, los cuales en los melanomas dirigen la expresión del oncogén Src 

y promueve metástasis (Lim et al., 2010; Choudhury y Singh, 2017). 



 

49 
 

 

VI.IV.II.IV. Respiración aeróbica 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: SDHC, CAT, UQCRB. 

 
Las células cancerosas producen altos niveles de lactato, en el microentorno del cáncer es 

secretado y promueve la progresión del cáncer. El lactato ha sido identificado como un 

metabolito que ¨juega¨ un papel directo en el crecimiento celular (Pavlides et al., 2009). Así 

mismo, los niveles de lactato son producto de algunos factores, como la expresión 

diferencial de las isoformas de lactato deshidrogenasa (LDH), esta última convierte el 

piruvato en lactato mediante NADH y NAD+, LDH se ha descrito involucrada en el 

metabolismo de glucosa y la carbonación de la glutamina determina ndo el pH del tumor 

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

 

VI.IV.II.V. Fusión mitocondrial 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: FIS1, MFF, BAK1, 

CHCHD3. 

 
La mitocondria se haya en una red dentro de las células, las cuales presentan procesos de 

fusión y fisión. Esto dependerá de la acción de tres grandes GTPasas: mitofusinas (Mfn1, 

Mfn2) mediando la fusión de la membrana en la membrana externa  y Opa1 la cual es 

esencial para la fusión de las membranas internas del organelo (Debray, Lambert, y 

Mitchell, 2008). 

Las mitofusinas son requeridas en la mitocondria adyacente para efectuar el proceso de 

fusión. La fosfolipasa D ha sido descrita como proteína implicada en la fusión de la 

membrana externa mitocondrial, la subregulación de fosfolipasa D mitocondrial por RNAi 

induce fragmentación de la red mitocondrial. Por otro lado, Opa1 proteína esencial para la 

fusión 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 

función de Opa1 por RNAi causa fragmentación del retículo tubular mitocondrial como ha 

sido descritos en experimentos con líneas celulares (Olichon et al., 2003; Griparic, 2004; 

Landes y Martinou, 2011).   
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VI.IV.II.VI. Transporte de proteínas 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: RAB2A, SCAMP3, 

NACA, RAB29, BET1, SEC22B, RAB6B, LMAN2, SEC61A1, LIN7A. 

 
La mayoría de las proteínas son sintetizadas en los ribosomas citosólicos y son importadas 

a través de TOM (translocasa de la membrana externa), los precursores de proteínas 

pueden usar diferentes maquinarias de ¨clasificación¨. Las proteínas 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 

proteínas son liberadas de TIM 23 a la fase de lípidos de la membrana interna. El especio 

de ensamble intermembrana de la mitocondria (MIA) dirige al importe y empaquetamiento 

de muchas proteínas del espacio intermembrana. Algunas proteínas serán también 

sintetizadas en la matriz de ribosomas y serán exportadas hacia la membrana interna por 

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

 

VI.IV.II.VII. Traducción 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo: EGFR, NACA, RPL13, 

SLC25A35, FARSB, SLC25A19, MRPS21, IGF2BP3, MRPS7, RMND1. 

 
La mayoría de los componentes de la traducción (mRNA, tRNA y ribosomas) son diferentes, 

la mitocondria usa un código 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 terminación. 

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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VI.IV.III. El enriquecimiento para SiHa 

 
Figura 13: Representación de la expresión de proteínas de la línea celular SiHa utilizando un 

treemap. Cada rectángulo representa un cluster de la integración de un proceso biológico, la 

sobreexpresión de las proteínas está representada en el tamaño del rectángulo. 

VI.IV.III.I. Proceso glicolítico 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: ALDOA, TPI1, PFKL, 

ADPGK, HKDC1, ALDOC, PGK1, GAPDH, ENO1. 

 
La regulación de la glicólisis está dada por las hexoquinasas, la hexoquinasa 2 (HK2) se 

considera como el mayor contribuyente a la producción alta de glicólisis y producción de 
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lactato aun en presencia de oxígeno. Un mecanismo por el cual HK2 se une a la mitocondria 

es mediante la proteína de la membrana externa (VDAC). Esta interacción facilitará 

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

 

VI.IV.III.II. Regulación de la respuesta inmune 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: IFITM1, HLA-A, HLA-C, 

HLA-B, ITGB1, B2M. 

 
La respuesta inmune innata funciona como la primera línea de defensa ante patógenos o 

cualquier lesión de tejido, activada por un rango de receptores de reconocimiento de 

patrones expresados en la superficie o de manera intracelular (PRR), se podrían citar los 

siguientes; patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) o bien, patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPs). El metabolismo mitocondrial le ha permitido  

establecer respuestas inmunes tanto adaptativas como innata (Weinberg y Chandel, 2015). 

 

VI.IV.III.III. Homeostasis redox 

Proteínas 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, señalización oncogénica incrementada. La 

señalización a través de las rutas mediadas al receptor del factor de crecimiento, dirigen de 

este modo a la generación de ROS por NADPH oxidasas reduciendo a RAS, la señalización 

aberrante debido a mutaciones en RAS u otro oncogén puede elevar los niveles de ROS 

(Briehl et al., 2014). 

 

VI.IV.III.IV. Entrada viral hacia la célula hospedera 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: F11R, CD55, TFRC, 

ITGA5, ITGAV, ITGB5, HSPA1A, SCARB2, ITGB1. 

 
Para poder establecerse el virus dentro la célula hospedera, este debe introducir el ADN 

hacia el núcleo de la célula, esto ocurre mediante interacciones complejas de la cápside 

viral con las proteínas celulares. Los papilomavirus infectan las células basales del epitelio 

y depende en la diferenciación celular epitelial para la replicación y la producción de viriones  

(Aksoy, Gottschalk, y Meneses, 2017). 
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VI.IV.III.V. Gluconeogénesis 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: ALDOA, TPI1, ALDOC, 

PGK1, GAPDH, ENO1. 

 
La gluconeogénesis es uno de las razones para un metabolismo más rápido de GLN 

(Glucagón) en pacientes de cáncer, especialmente en estados severos del padecimiento. 

Es conocido que el cáncer usa la glucosa como la principal fuente de producción de ATP, 

sin embargo, cuando existe un consumo excesivo de glucosa por el cáncer. La glucosa es 

restaurada en el hígado por los aminoácidos, y GLN es la principal fuente para este proceso. 

Así mismo, existe un potencial peligro con la suplementación de GLN en pacientes de 

cáncer utilizada para apoyar el sistema inmunológico, tracto intestinal, y la síntesis de 

glutatión e inhibir la caquexia cancerígena (Michalak et al., 2015).    

 

VI.IV.III.VI. Empaquetamiento de proteínas 

Proteínas 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 proteínas son sintetizadas, la mayoría no se empaquetan espontáneamente 

hacia la conformación apropiada. Se requiere entonces de chaperonas lo cual es crucial 

para el mantenimiento de la homeostasis proteica (Morimoto, 2008). La unión 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 proteínas que han sido formadas innecesariamente con agregados tóxicos, 

algunas chaperonas, como HSP104, son capaces de quitar estos agregados hacia formas 

intermediarias que pueden ser tomadas en el reempaquetamiento al estado nativo. A altas 

concentraciones de proteínas ¨agregadas¨, HSP104, TRiC entre otras chaperonas pueden 

activar estas especies toxicas agregadas hacia tipos menos tóxicos (Behrends et al., 2006; 

Shorter y Lindquist 2004).  

 

VI.IV.III.VII. Regulación negativa del proceso apoptótico 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: CD44, CFL1, HSPA5, 

FAM129B, EIF2AK2, NQO1, RPS27A, TIMP1, SOD2, PLAUR. 
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Las condiciones celulares donde existen niveles elevados de HK-I y HK-II permiten a las 

células tumorales evadir la apoptosis, permitiendo así la proliferación, HK-I y HK-II dirigen 

hacia la superficie citosólica de la membrana mitocondrial externa a través de la unión de 

VDAC (canal anión dependiente de voltaje), la unión de hexoquinasa (HK) a la mitocondria 

permite un flujo de ATP continuo, el cual proveerá energía para la fosforilación de la 

glucosa, y entonces un incremento del metabolismo glicolítico (Abu-Hamad et al., 2008). 

 

VI.IV.III.VIII. Regulación de la respuesta de defensa a virus 

Proteínas encontradas en el enriquecimiento mitocondrial de SiHa: AP1B1, ARF1, AP2A1, 

RAC1, HLA-A, B2M. 

 
Las células producen mediadores de la inflamación tales como factor a necrótico tumoral 

(TNFa), el cual es un importante inhibidor de la proliferación de queratinocitos. Las citosinas 

inflamatorias pueden activarla ruta apoptótica extrínseca 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 proteínas E6 de alto riesgo 

bloquean la apoptosis inducida por TNFa por la unión directa a TNFR1 que inhibe la 

formación del complejo de señalización inductor de muerte celular, y posteriormente una 

transducción  de señales apoptóticas (Moody y Laimins, 2010). 

 

VI.V. Obtención de los genes clave 
 

Las redes de interacción proteína-proteína fueron obtenidas mediante el software 

Cytoscape, utilizado para construir las redes y analizar el número de proteínas adyacentes 

mediante genemania, cada circulo representa una proteína, y las líneas las interacciones 

entre ellas mismas, se utilizó el plug in Cytohubba para calcular el grado de nodo (node 

degree), el cual nos representa los números de interconexiones, se seleccionaron solo 5 

principales. Estas proteínas son aquellas que presentan los core, las cuales se considera, 

presentan funciones moleculares importantes en los diferentes estados del cáncer. Las 

redes PPI son descritas a continuación. 
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VI.V.I. Los genes clave de la línea celular HaCaT 

 
Figura 14: Red de interacción de proteínas expresadas en las mitocondrias de la línea celular HaCaT 

(control). Donde los nodos verdes presentan mayor número de interacciones ante las demás, 

llamados así los ¨hub genes¨, para la respectiva línea celular. Los nodos representan las proteínas 

y las líneas las interacciones entre ellas. 

HNRNPA3: Se ha descrito esta proteína es un miembro de la familia hnRNP A/B de 

proteínas de unión a RNA que en común con otras proteínas contienen dos sitios de 

reconocimiento RNA N-terminal seguidos por una región rica en glicina en C-terminal. Esta 

familia de proteínas encontradas entre el núcleo y citoplasma, presentan múltiples 

funciones en términos de splicing pre-mRNA, importe nuclear, estabilidad y traducción de 

mRNA .  

Por otro lado, HNRNPM otra proteína de la misma familia se ha reportado que la hipoxia 

incrementa a unión de esta proteína hacia blancos mRNAs y promueve por lo tanto la 

iniciación de la traducción. En cáncer de colon y carcinogénesis en ratón se ha demostrado 

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

La proteína RPS, Subunidad 7 ribosomal, es componente importante estructural del 

ribosoma involucrado en la síntesis de proteínas, también asociado con enfermedades 

malignas. Wen y colaboradores adjudican la sobreexpresión de esta proteína al termino de 

terapias para erradicar el cáncer de próstata en pacientes, así, de este modo la inhibición 

de esta misma podría con siRNA podría atenuar el crecimiento del tumor y la migración 

(Wen et al., 2018).  

La vinculina (VCL), une muchas proteínas 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 migración celular puede ser explicada de la siguiente forma; la adhesión al 

sustrato, la generación de fuerzas de atracción 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 línea celular CaLo 
                                             

 
Figura 15: Red de interacción de proteínas expresadas en las mitocondrias para la línea celular CaLo 

(VPH 18). Donde los nodos azules presentan mayor número de interacciones ante las demás, 

llamados así los ¨hub genes¨ para la respectiva línea celular, los nodos representan las proteínas y 

las líneas las interacciones entre ellas. 

 
Las subunidades de la ATP sintasa (ATP5D, ATP5L, ATP5O, ATP5F1), la ATP sintasa 

es la enzima primordial para la reacción de fosforilación oxidativa, la regulación baja de la 

ATP sintasa mitocondrial es una de las características del cáncer en un descenso de la 

fosforilación oxidativa y el incremento de la glucólisis. Se ha demostrado que la ATP sintasa 

y la resistencia a multifarmacos y la prognosis adversa del tumor están estrechamente 

relacionadas. Dichos mecanismos están relacionados a la regulación postraduccional de la 

ATP sintasa, la hipermetilación 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 señalización cinasa 
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vía fosforilación mediada de unión a ligando, y su autoactivación está relacionada a la 

progresión del tumor, EGFR también se haya involucrado en la regulación de la dinámica 

mitocondrial, induce la fisión y correlacionado a la producción de energía y redistribución 

mitocondrial al área del lamelipodio, altera también la distribución subcelular y la producción 

de energía produciendo así metástasis (Che at al., 2015).   

 

VI.V.III. Los genes clave de la línea celular SiHa 

 
Figura 16: Red de interacción de proteínas expresadas para la línea celular SiHa (VPH 16). Donde 

los nodos anaranjados presentan mayor número de interacciones ante las demás, llamados así los 

¨hub genes¨ para la respectiva línea celular, los nodos representan las proteínas y las líneas las 

interacciones entre ellas. 

 
La Miosina 10 (MYH10), involucrada en la migración de la célula tumoral, la invasión, 

producción de la matriz extracelular (ECM), y la transición mesenquimal-epitelial. El gen se 
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encuentra localizado en el cromosoma 17, y dicha proteína 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 cáncer de mama y 

asociado a la vez con la invasión de la célula tumoral en cáncer de mama (Betapudi et al., 

2006; Wang et al., 2018). 

HSPA5: Proteína chaperona, es un miembro de la familia HSP70, y es una proteína 

asociada a estrés del retículo endoplásmico, la cual tiene efecto en la protección celular. 

Cuando la síntesis de proteínas en el RE es alterada bajo condiciones de inanición las 

proteínas no empaquetadas acumuladas da como resultado estrés en el retículo 

endoplásmico, que finalmente terminará en la autofagia. (Eizirik, Cardozo, y Cnop, 2008). 

P4HB: es la subunidad B de prolil 4 hidroxilasa, que tiene función de chaperona en el 

retículo endoplásmico para suprimir la agregación de proteínas mal plegadas. Se ha 

descrito la expresión de P4HB en cáncer de pulmón y la inducción a crecimiento del 

carcinoma de pulmón (Wang et al., 2015). La subexpresión de esta proteína disminuye la 

resistencia a temolozomida en glioma mediante rutas de respuestas a estrés del retículo 

endoplásmico (Sun et al., 2013). 

ISG15: la ISG15 monomérica es encontrada ya sea libre o unida covalentemente a 

proteínas a través de ISGilación, un proceso de conjugación que usa activación 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 

proteínas son modificadas contribuyen a la respuesta innata a infección e interacciones 

virus-hospedero (Vuillier et al., 2019). 
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VII. Discusión 
 
En el presente estudio el enriquecimiento de la fracción mitocondrial se llevó a cabo 

mediante una centrifugación diferencial, seguida de un gradiente de sacarosa. Cabe señalar 

que se decidió tomar en cuenta la unión de ambas metodologías para lograr mayor 

enriquecimiento mitocondrial. Gracias a esta metodología implementada, se obtuvo un 

porcentaje alto de proteínas mitocondriales, las cuales corresponden a más de la mitad de 

las proteínas 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 localización mitocondrial en mamíferos 

Mitominer, alberga 1626 proteínas descritas como mitocondriales en Humano de las cuales 

849 proteínas 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 interacción con otros compartimientos como el núcleo, el retículo endoplásmico y los 

peroxisomas, hacen casi imposible la obtención de extracciones mitocondriales 

ampliamente puras (Palmfeldt y Bross, 2017). Además, muchas proteínas presentan una 

doble localización (se encuentran  presentes dentro y fuera de la mitocondria) (Kisslov et 

al., 2014; Yogev y Pines, 2011). Es por eso, que existen diversas proteínas mitocondriales 

que están localizadas tanto en mitocondria como en núcleo en condiciones fisiológicas 

normales (Monaghan y Whitmarsh, 2015), por ejemplo, la piruvato deshidrogenasa que 

sintetiza acetil-CoA, la cual es utilizada entre otros procesos, para la acetilación de histonas 

y la regulación genética en el núcleo, y en la mitocondria dando inicio al ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos en la matriz mitocondrial (Sutendra et al., 2014). No obstante, algunas 

proteínas solo son expresadas en ciertos tipos de células y/o tejidos, por ejemplo dos 

isoenzimas mitocondriales P450 y la proteína regulatoria esteroidogenica (StAR) 

(involucrada en la síntesis de esteroides), únicamente son expresadas en la mitocondria de 

tejidos endocrinos, gonadales y adrenal-esteroidogenicos (Miller, 2011). Por último, la 

termogenina (UCP1; por sus siglas en inglés, Uncoupling Protein-1), es una proteína 

especifica en la mitocondria del tejido adiposo marrón (Nedergaard y Cannon, 2010). En 

suma, el perfil proteómico expresado en las líneas celulares de CaCu muestra 

particularidades respecto a otro tipo de célula, y claramente ante la línea control utilizada. 
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VII.I. Los procesos biológicos presentados en HaCaT muestran un entorno 

regular asociados a la mitocondria en comparación con las líneas celulares 

cancerosas 

 
La mitocondria se encuentra extensamente conectada a otros compartimentos celulares, 

debido a diversos procesos biológicos, de los cuales se pueden citar los siguientes: el 

transporte de metabólitos e iones entre el citosol y la mitocondria, el importe de precursores 

de proteínas desde el citosol, la formación de sitios de contacto con el RE (Retículo 

endoplásmico), y organelos adyacentes (Höß et al., 2017). De igual forma, como se 

encuentra expresado en el tree map para la línea celular HaCaT (figura 11), en el cual se 

ocuparon las proteínas específicas como las sobreexpresadas, este funciona como 

herramienta para demostrar que la mitocondria se encuentra asociada mayormente a 

procesos comunes en una célula sin daño por cáncer; como la organización del 

citoesqueleto, la adhesión celular, la iniciación de la traducción, entre otros.  

 
La línea control HaCaT presentó procesos biológicos que se encuentran comúnmente 

regulados en las células sin daño por cáncer y/o por la presencia de VPH, esto sugiere que 

en las mitocondrias de células sanas se expresan proteínas principalmente relacionadas en 

procesos como: la organización del esqueleto, la adhesión célula-célula, la traducción, el 

importe de proteínas al núcleo, así como proteínas implicadas en mantener la polaridad 

celular. Así mismo, la línea 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 línea celular 

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

 

VII.II. CaLo delimita un perfil mayormente oxidativo 

 
CaLo es un carcinoma con presencia de VPH tipo 18, el cual presentó un fenotipo 

mayormente oxidativo de acuerdo al análisis estadístico cuantitativo realizado. Como es 

representado en la figura 12, la mitocondria en la línea celular CaLo se encuentra asociada 

a procesos de apoptosis, la homeostasis óxido-reducción, la génesis del complejo I de la 

cadena respiratoria mitocondrial, y el transporte de las proteínas. Cabe destacar que 

además de los procesos de óxido-reducción también se describen procesos importantes en 

la inducción y desarrollo del tumor, como el ensamblaje del complejo I de la cadena 

respiratoria, así como la traducción de proteínas. 
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 VII.II.I. Procesos de óxido-reducción  

En el presente estudio se identificaron las siguientes proteínas asociadas a procesos de 

óxido-reducción: CYB5R1, HTATIP2, VKORC1L1, CBR4, TECR, POR, SDHA, PYCR1, 

DHRS3, G6PD, MARC2, SDHC, AKR7A2, HSD17B7, SCO2, UQCRB, NSDHL. Las 

reacciones de óxido-reducción (redox) representan un principio constituyente de toda la 

vida, y la formación de antioxidantes ha sido descrita para mediar la toxicidad del oxígeno. 

Sin embargo, las EROs han sido asociadas al estrés oxidativo en algunas enfermedades. 

Estos agentes de daño pueden comprometer de manera estructural y/o funcionalmente 

macromoléculas como: ácidos nucleicos, proteínas y lípidos promoviendo la inestabilidad 

genómica (Cross et al., 1987). 

 
El estrés oxidativo ocurre cuando existe un incremento en EROs, este proceso ha sido 

ampliamente descrito en el desarrollo del cáncer, así como otras enfermedades. La 

transcripción de p53 ha sido reportada por presentar el papel de supresor de la acumulación 

de EROs, y lo logra mediante la expresión 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 inducción del gen metabólico TIGAR (Bensaad et al., 2006; Cheung et al., 

2012). La expresión 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 producción de 

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

 
Chiang y Massague (2008), describen que la perdida de adhesión 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 desbalance 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 activación de rutas de señalización de ASK1/JNK y 

ASK1/p38 en fibroblastos y células cancerosas (Ichijo et al., 1997; Moon et al., 2010) que 

dirigen a la supresión de factores anti-apoptóticos (Ichijo et al., 1997; Saitoh et al., 1998; 

Thornton y Rincon, 2009; Tobiume et al., 2001; Wagner y Nebreda, 2009). No obstante, la 

desregulación de antioxidantes también permiten la inducción de tumorgénesis, NRF2 

regula la homeostasis redox (Hayes y Dinkova-Kostova, 2014), la sobrerregulación  de este 

factor de transcripción ha sido reportado en varios tipos de cáncer (piel, mama, próstata, 
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pulmón y páncreas) (No et al., 2014). Además de que también ha sido demostrado de 

manera experimental que NRF2 está asociado a la inducción de la reprogramación 

metabólica (Mitsuishi et al., 2012), proliferación de la célula cancerosa (DeNicola, 2011; 

Chio, 2016), la biosíntesis de serina (DeNicola et al., 2015), así como la traducción de 

mRNA (Chio et al., 2016; Chio y Tuveson, 2017; In et al., 2018) 

 

 VII.II.II. Unión del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial 

 
De manera recíproca la inestabilidad genómica producto del exceso de EROs repercute en 

la actividad y ensamblaje del complejo I de la cadena respiratoria (Chio y Tuveson, 2017; 

In et al., 2018). En el presente proyecto se identificaron las siguientes proteínas 

correspondientes al ensamblaje del complejo I: TIMMDC1, NDUFA5, NDUFB4, NDUFB11, 

NDUFA2, NDUFB9, TAZ, NDUFA7, NDUFC2, ACAD9.  

El complejo I es uno de varios sucesos clave que determinan el rango de NAD+/NADH 

celular. No obstante, la inhibición de NADH deshidrogenasa resulta en un descenso en la 

respiración mitocondrial (Bridges et al., 2014; El-Mir et al., 2000; Owen et al., 2000; Wheaton 

et al., 2014). Gui y colaboradores, demostraron que la metformina puede perjudicar la 

respiración por la inhibición 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, producción de lactato, y un descenso en la oxidación de glucosa 

mitocondrial (Andrzejewski et al., 2014; Fendt et al., 2013). 

Así mismo, el complejo I permite la proliferación celular a través de la regeneración de 

NAD+, para mantener el balance celular de NAD+/NADH y permitir la síntesis de aspartato. 

Recíprocamente la dependencia del complejo I 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 utilización de NAD+ modulan la dependencia 

del complejo I y la sensibilidad a metformina. Gui y colaboradores demostraron que la 

perturbación del balance NAD+/NADH por la modulación de la actividad del complejo I 

regula los niveles de aspartato (Gui et al., 2016). Finalmente, la resistencia de metformina 

por el análogo del complejo I (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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VII.II.III. Traducción  

 
Las proteínas asociadas a la traducción encontradas en el presente proyecto, únicamente 

en CaLo, fueron las siguientes: EGFR, NACA, RPL13, SLC25A35, FARSB, SLC25A19, 

MRPS21, IGF2BP3, MRPS7, RMND1.  La expresión de los genes codificados por el 

mtDNA, dependen de una maquinaria específica llamados mitoribosomas para la obtención 

de las 13 proteínas mitocondriales (De Silva et al., 2015). Estudios previos han descubierto 

funciones regulatorias de apoptosis de diversas proteínas del mitoribosoma, que podrían 

estar involucradas en la señalización apoptótica (Sharma et al., 2003; Greber y Ban, 2016; 

Cavdar Koc et al., 2001). Como fue descrito anteriormente existen proteínas que dirigen a 

apoptosis por la vía intrínseca. Sin embargo, también existen proteínas que son traducidas 

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

 
En primer lugar, mS29 (proteína 3 asociada a muerte celular, DAP3; por sus siglas en 

inglés) es una proteína de unión a GTP del mt-SSU (Denslow et al., 1991). En el contexto 

mitoribosomal los estados de fosforilación de mS29 regulan la asociación 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 sobreexpresión de DAP3 permite la apoptosis (Morgan et 

al., 2001). Ms29/DAP3 inicia apoptosis por la ruta extrínseca a través de las interacciones 

con factores apoptóticos como el ligando Fas, TNF-a (Factor alfa de necrosis tumoral), y el 

interferón gama (IFNy) (Kissil et al., 1995; Wazir et al., 2015; Kissil, 1999). Adicionalmente, 

DAP3 interactúa con el factor IPS-1 (estimulador 1 promotor de interferón 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 traducción mitocondrial, las proteínas mitocondriales 

respectivamente asociadas a señalización apoptótica y la regulación de la proliferación 

celular (Cavdar Koc et al., 2001; Sun et al., 1998). En suma, los estudios de expresión 

genética han descrito alteraciones en los niveles de proteínas mitoribosomales o factores 

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

 

En segundo lugar, mL41 (proteína mitoribosomal asociada a BCL-2, o BMRP; por sus siglas 

en ingles). Interactúa con la subunidad 16s del rRNA y rodea proteínas mitoribosomales, 

incluyendo otra proteína pro-apoptótica, 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 que es por la inducción de la apoptosis inducida por p53 (Choi et al., 2005). De este 

modo, cuando p53 transloca a la mitocondria en respuesta a señales de muerte celular, 

mL41 puede estabilizar a p53, contribuyendo a la apoptosis inducida por p53 en respuesta 

por la inhibición de la proliferación celular, además la ausencia de p53 permite a mL41 

estabilizar p27 y p21, dos proteínas que participan en el arresto al ciclo celular y a la fase 

G1 (Yoo et al., 2005; Kim, 2005). Sugiriendo así, que mL41 funciona como un regulador 

negativo del ciclo celular y juega un rol importante en la supresión de tumor junto con p53, 

p27 y p21 (Yoo et al., 2005). Por otro lado, la sobreexpresión 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 regulación de apoptosis 

asociado a la familia BCL-2 (Kim et al., 2018). 

 
Por último, mL65 (proteína 9 asociada a muerte celular programada, PDCD9; por sus siglas 

en ingles), presenta una homología a la proteína pro apoptótica p52 del pollo, se ha descrito 

en estudios con ratones que en condiciones de sobrexpresión induce apoptosis, 

sobrerregulación del factor c-Jun y la activación de JNK1, a través de una ruta distinta de 

la apoptosis extrínseca (Sun et al., 1998). Sin embargo, aún no se conocen las funciones 

explicitas y concretas de esta proteína.  

 

VII.III. SiHa es una línea celular mayormente glucolítica en comparación con 
la línea celular CaLo 
 

Los defectos de la fosforilación oxidativa en la mitocondria dirigen a un proceso glucolítico 

incrementado como la única alternativa para la producción de ATP propuesta por Warburg.  

Actualmente, se sabe que las células tumorales producen y secretan grandes cantidades 

de lactato (Frezza y Gottlieb, 2009), derivada en parte de la glucosa como Otto Warburg 

sugirió, 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 daño en los complejos de la fosforilación 

oxidativa, y que dichos complejos presentan una actividad parcialmente regular a las células 

sanas. Como es sabido, los tumores crecen rápidamente y tienen un alto consumo de 

carbono para su anabolismo y respectivo crecimiento. Por lo tanto, la producción 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 CO2 
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o a otros precursores (Frezza y Gottlieb, 2009). Por otra parte, en SiHa se observa un 

metabolismo excesivamente glucolítico referido en la figura 13, como se ha descrito esta 

podría ser la única alternativa a la fosforilación oxidativa para la síntesis de ATP. La glicólisis 

excesiva, entonces es inducida cuando el oxígeno es limitado (condición de hipoxia). 

 
De la misma forma, el descenso de la actividad mitocondrial en las células cancerosas 

puede tener múltiples razones relacionadas, ya sea por la alteración directa de los 

complejos de la fosforilación oxidativa, o por la mutación de algunas enzimas, en algunos 

casos, la depresión de la actividad respiratoria es claramente la consecuencia de 

mutaciones en el DNA mitocondrial, que dirige como consecuencia a la generación de 

EROs. Las EROs pueden contribuir directamente a la progresión de cáncer, las condiciones 

de estrés oxidativo pueden estar dadas por la desestabilización del complejo I para 

posteriormente generar EROs, dirigiendo a la disfunción mitocondrial. De este modo, el 

entorno mayormente glucolítico difiere en los tipos de cáncer como ha sido descrito por 

algunos autores. Sin embargo, en las dos líneas celulares cancerosas analizadas, se 

presenta un patrón de expresión proteica mitocondrial diferente entre ambas, lo cual nos 

permite proponer que el tipo de metabolismo ya sea generado por una deficiencia de la 

fosforilación oxidativa como es propuesta en el efecto Warburg, o por otro lado la producción 

oxidativa diferirá y posiblemente es determinada por el tipo de virus presentado en cada 

línea celular cancerosa. 

 

VII.III.I. El proceso glucolítico 

 
La glicólisis aeróbica es un proceso ampliamente desarrollado y descrito en las células 

cancerosas. La glicólisis aeróbica ocurre por la involucración de hexoquinasa 2 (HK2) en 

lugar de HK1, y la piruvato cinasa M2 (PKM2) en lugar de PKM1 (Leveillard y Sahel, 2016). 

Las proteínas asociadas al proceso glucolítico identificadas en el enriquecimiento de 

mitocondria de SiHa en el presente proyecto fueron las siguientes: ALDOA, TPI1, PFKL, 

ADPGK, HKDC1, ALDOC, PGK1, GAPDH, ENO1. Los  transportadores de glucosa (Glut) 

facilitan la entrada de glucosa hacia el citosol, y su expresión 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 proteínas con 

funciones primordiales durante el proceso glicolítico, las cuales se describen a continuación. 

HK2 es responsable de convertir glucosa a glucosa 6 fosfato (G6P). El paso final de la 

glicólisis es la conversión 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 

degradación de lisosomas (Schubert, 2005). Por otra parte, bajo las mismas condiciones 

PKM2 es translocada al núcleo a través de la acción de la isomerasa peptidil prolil (Pin1) 

(Harris et al., 2014). Por otra parte, PDK1 fosforila el complejo PDH e inhibe la conversión 

de piruvato a acetil Coa en la mitocondria (Roche et al., 2001). Por lo que, la activación de 

PDK proviene del piruvato lejos de la mitocondria y dirige a un metabolismo en el flujo a 

través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, y esto permite la liberación de NADH a la 

cadena transportadora de electrones (Jha y Suk, 2013). En cambio, HIF-1 alfa bloquea la 

conversión de piruvato a acetil Coa (Jha y Suk, 2013), esto ocasiona la atenuación de la 

fosforilación oxidativa y reduce la producción de EROs (Chi et al., 2006). 

 
Así mismo, la activación de LDH-A permite la conversión de piruvato a lactato. LDH es una 

enzima tetramérica, perteneciente a la familia oxidoreductasa, quienes incrementan el 

rango de la conversión 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 isómero que produce l-

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), así mismo LDH-A esta asociado 

a la activación 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 expresión de VEGF (Koukourakis et al., 

2003). Además, el lactato juega un papel importante en la angiogénesis por la estimulación 

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 fosforilación 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 producción excesiva de los procesos glicolíticos tienen el propósito de 

poder aumentar las concentraciones de ATP en la célula cancerosa para poder subsistir, 

ya sea desde la síntesis de intermediarios o precursores para la biosíntesis de 

macromoléculas, aumentar la masa del tumor durante el crecimiento y la proliferación 

(Deberardinis et al., 2008). De forma similar, la acumulación de intermediarios glicolíticos 

es conocida por la inducción de la ruta de pentosa fosfato en la generación de NADPH y 

ribosa 5 fosfato, NADPH y ribosa 5 fosfato son cruciales para para la biosíntesis de lípidos 
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y ácidos nucleicos. Por último, la producción de NADPH permite a las células cancerosas 

mantener los niveles adecuados de formas reducidas de glutatión (GSH), un antioxidante 

no enzimático. GSH juega un papel principal en la protección de las células cancerosas 

sobre agentes antineoplásicos por la regulación 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 proteínas glicolíticas pueden presentar funciones no glicolíticas que 

permiten las células cancerosas otras funciones para su existencia. Hexoquinasa II (HKII), 

deshidrogenasa fosfato 3 gliceraldehido (GAPDH), la isoforma piruvato cinasa (PK)-M2  y 

la lactato deshidrogenasa (LDH) han sido descritos por actuar como agentes involucrados 

en diversas funciones subcelulares incluyendo la regulación de la transcripción y la 

fosforilación de histonas (Kim y Dang, 2005). Por ejemplo, HKII antagoniza la maquinaria 

apoptótica proveyendo ventaja a las células cancerosas (Pastorino et al., 2002; Majewski 

et al., 2004), pero también está involucrada en la regulación transcripcional, lo cual es propio 

de proteínas nucleares (Kim y Dang, 2005). Así 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 

podría estar involucrada en procesos oncogénicos y proapoptóticos (Seidler, 2013). 

Estudios han reportado que PK-M2 actúa como una cinasa y fosforila la histona H3 

favoreciendo la tumorgénesis (Yang et al., 2012), provocando una transactivación 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, así el silenciamiento de LDH 

suspende la tumorgenicidad causada por la subregulación de Oct- 4 (Zhan y Yang, 2013; 

Ganapathy-kanniappan y Geschwind, 2013). 

 

VII.IV. La influencia del VPH en la expresión de proteínas  

 
La integración 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 

transformación y degradación de las proteínas derivadas de los genes pRb y p53. Por otra 

parte, E7 está asociada a otras proteínas involucradas en proliferación incluyendo las 

desacetilasas de histonas, componentes del complejo de transcripción AP1 y los inhibidores 

de cinasas dependientes de cilina p21 y p27. Por otro lado, E6 interactúa con p53 para la 
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degradación vía proteosomal, inhibiendo la apoptosis y la reparación del ADN la cual es un 

componente principal el ciclo viral. La degradación de p53 es relevante ya que es el factor 

de transcripción que regula la expresión de genes codificando reguladores del ciclo celular, 

la maquinaria de reparación del DNA, el metabolismo y la apoptosis, lo que permite la 

acumulación de mutaciones secundarias. Diversos estudios han demostrado la existencia 

de una interacción por VPH, que funciona como una red de interacciones intermoleculares 

de E6 y E7 con las proteínas de la célula huésped. Así mismo, E6 y E7 pueden modular el 

perfil de expresión génica, el proteoma de la célula hospedera, y las rutas de señalización 

intracelulares (como MAPK-, Wnt-, Akt-, Notch-, Mtorc-, y las cascadas dependientes de 

STAT), dirigiendo a la ¨remodelación de las células epiteliales¨. No obstante, E6 también 

degrada a la proteína de dominio de muerte asociada a FAS (FADD), evitando la 

transmisión de señales apoptóticas mediante la vía Fas. Todas estas alteraciones 

moleculares facilitan la resistencia a la muerte celular programada, ya que la muerte celular 

por apoptosis también requiere de la asociación de las caspasas, quienes son primordiales 

en el proceso.  

 

En contraste con el perfil mayormente glucolítico en SiHa, en comparación con el perfil de 

CaLo, diversos estudios han demostrado que algunas oncoproteínas de los distintos VPH 

16 y 18 pueden presentar una ligera diferencia en el ¨comportamiento¨ de dichas 

oncoproteínas. Shim y colaboradores (2005), demostraron que la oncoproteína E7 del VPH 

16, induce la expresión 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 comparación con la oncoproteína E7 del VPH 18 la cual reducía los niveles de 

EROs  en un 42%, y de manera reciproca, E7-VPH 16 incrementaba los niveles de GSH 

(Glutatión) en un fold change de 3, a comparación 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 investigación más robusta.  

 

VII.V. Los hubs encontrados en la mitocondria de la línea celular CaLo 
 

La elaboración de las redes de interacción enfocados a la búsqueda de hub genes, fue de 

gran ayuda para resaltar que existen genes que se encuentran ampliamente asociados en 
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la producción de energía, tal es el caso de las subunidades de la ATP sintasa encontradas 

en el enriquecimiento mitocondrial de CaLo (ATP5D, ATP5O, ATPL y ATPF1) (figura 15). 

La ATP sintasa se halla ampliamente relacionada al cáncer, en estudios con S. cerevisae 

se ha demostrado que dos mutaciones de la subunidad ATP6, reducen la fosforilación 

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.8716ª y m.8932C del ADN mitocondrial humano, descritas en cáncer de tiroides y 

próstata. Ambas mutaciones afectan la señalización de especies reactivas, la homeostasis 

de calcio y la inducción del poro de transición por calcio cuando el funcionamiento del 

complejo porina en la mitocondria es alterado por la unión de GFP con Om45p. Sin 

embargo, la mutación de OM45-GFP, dirige a la reducción de la respiración y a la síntesis 

de ATP y un nivel elevado de EROs bajo condiciones de supresión de glucosa o de 

respiración (Niedzwiecka et al., 2018).  

 
Otro hub gene encontrado en el enriquecimiento mitocondrial de la línea celular CaLo, fue 

EGFR (figura 15). El factor de crecimiento epidermal (EGFR) es un receptor tirosina cinasa, 

ampliamente relacionado a la progresión del tumor, EGFR fue encontrado como un hub gen 

en la línea celular CaLo. Usualmente, la translocación nuclear de EGFR es desencadenada 

por estimulación del factor de crecimiento epidermal (EGF), induciendo a EGFR de la 

membrana plasmática al tráfico nuclear (Bitler et al., 2010; Lo et al., 2006; Du et al., 2014). 

EGFR y una variación 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 dinámica mitocondrial a través de una proteína 

mitocondria asociada a la fusión mitocondrial, por medio de endocitosis en la membrana 

externa mitocondrial, concluyendo que la fisión inducida por EGFR se encuentra 

relacionada ampliamente a la producción de energía, EGFR interactúa con Mfn1 

interfiriendo en su polimerización. Otro punto importante a considerar es la expresión de 

EGFR citosólico en el nodo linfático, el cual llega a ser mayormente alto, en comparación a 

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

 

VII.VI. Los hubs encotrados en SiHa 
 
En el enriquecimiento mitocondrial de la linea celular SiHa los hub genes encontrados 

fueron: ISG15, MYH10, ITGB1, P4HB, HSPA5, los cuales se encuentran altamente 

relacionados a la evasión de la apoptosis y la invasión (figura 16). Es de suma importancia 
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hacer notar que dichos procesos son caracteristicos en cáncer, sin embargo, en este 

apartado se hace mayor énfasis estos procesos, ya que fueron los resultados mas notables 

en la búsqueda de los ¨genes clave¨ en SiHa, tales proteínas son descritas a continuación. 

La proteína ISG15 se ha descrito transcripcionalmente por la sobrerregulación de 

interferones tipo I inducidos por virus (IFN-I), consecuentemente numerosas proteínas 

celulares y virales pueden ser modificadas por la ruta de la ISGilación y contribuir a 

interacciones virus-hospedero a la respuesta innata de la infección, si bien, la ISGilación no 

es requisito para la función de ISG15, ya que se ha encontrado que modifica proteínas tanto 

celulares como virales de unión covalente. La ISGilación e ISG15 pueden ser inducidas no 

solo en la infección y las proteínas blanco involucradas en proliferación, remodelación de la 

cromatina, autofagia, regulación del ciclo celular y la activación de células inmune innatas. 

Así mismo, la ISGilación también contribuye o participa en respuestas celulares a estrés 

genotóxico, ayudando a las células a adaptarse rápidamente a las perturbaciones 

patológicas (Vuillier et al., 2019). 

 
En estudios previos se ha demostrado que la sobrerregulación 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 región 3´-UTR de la HSPA5. Chang y colaboradores 

(2018), también describen que HSPA5 inhibe la expresión 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 biológicos como 

quimiotaxis, proliferación celular y angiogénesis. Además, su asociación a la familia 

integrina provee una fuerte activación mediante el factor de transcripción NF-KB, de los 

mediadores de inflamación como: IL-1, IL8, el factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) y genes 

característicos de la activación monocitica (Terrinoni, Holmgren, Lebens, y Larena, 2019). 

P4HB se ha encontrado asociado a tumorogénesis en cáncer de colon. Zhou y 

colaboradores en 2018, investigaron la proliferación y apoptosis mediante western blot e 

inmunohistoquímica obteniendo como resultado que la expresión de P4HB fue sumamente 

alta en las pruebas de cáncer de colon comparado a tejidos normales adyacentes. Así 

mismo, P4HB promueve la acumulación de EROs, por lo tanto la inhibición 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 migración celular, invasión y 

producción de la matriz extracelular y en la transición mesenquimal epitelial, el gen MYH10 
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codifica la proteína 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 cáncer de mama y, asociado específicamente a la invasión 

tumoral en cáncer de mama (Betapudi, 2006). Incluso, se ha demostrado que la mutación 

de este gen induce migración celular, y se encuentra asociado a metástasis (Ma et al., 

2009).  
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VIII. Conclusiones. 
 
1.- Existe un perfil de expresión proteica particular en las mitocondrias de las distintas líneas 

celulares de CaCu con diferente tipo de virus CaLo (VPH 18) y SiHa (VPH 16), así como en 

la línea celular no cancerosa HaCaT. Este patrón de expresión proteico mitocondrial 

involucra proteínas asociadas al origen, mantenimiento y desarrollo de la célula cancerosa, 

las cuales están relacionadas a las características facultativas del cáncer. 

 

2.- HaCaT presenta un perfil proteómico sumamente diferente, a las líneas celulares de 

CaCu. El patron observado en HaCaT en comparación con el presente en CaLo y SiHa 

propone una desregulación 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 patrón proteico de la línea celular CaLo está ampliamente relacionado a procesos de 

oxidación-reducción, y obviamente asociados a la participación de la cadena respiratoria 

mitocondrial. 

 

4.- La línea celular SiHa presenta un perfil proteómico asociado a glicólisis en comparación 

a la línea celular CaLo. 

 

5.- El virus del papiloma humano presente en ambas líneas celulares de CaCu (CaLo y 

SiHa), juega un papel importante en la expresión proteica de ambas líneas celulares, y 

además varía de acuerdo al tipo de virus existente. 

 

6.- 4 ¨genes clave¨ presentes en CaLo 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 invasión. 
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