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RESUMEN variacion en la expresién de p53 y KvI0.

El cdncer de cuello uterino es una de
las patologfas con mayor incidencia en
mujeres. Su tratamiento incluye el uso
del quimiofdrmaco cisplatino, aunque la
resistencia a esta terapia convencional
limita el éxito del tratamiento. Una de
las aproximaciones para abordar esta
problemdtica es mediante la evaluacidn
de proteinas que permitan evidenciar el
desarrollo de resistencia. KvI0.l vy p53
son proteinas que han sido propuestas
como biomarcadores de malignidad vy
resistencia en varios tipos de cdncer; sin
embargo, se desconocen sus cambios de
expresion en las lineas celulares de cdncer
de cuello uterino con virus de papiloma
humano (Hela VPH-18 y SiHa VPH-16).
Con este estudio, se pretende evaluar la

en lineas celulares de cdncer de cuello
uterino durante el proceso de desarrollo
de resistencia a cisplatino; de esta manera,
se puede aportar al conocimiento sobre
los mecanismos de respuesta de las células
frente a quimiofdrmacos.
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ABSTRACT

Cervical cancer is one of the pathologies
with greater incidence in women, its
treatment includes the use of the
chemotherapeutic drug cisplatin, where
resistance to this conventional therapy
limits the success of the treatment. One
of the approaches to address this problem
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is through the evaluation of proteins
that demonstrate the development of
resistance. KvI0. and p53 are proteins
that have been proposed as biomarkers of
malignancy and resistance in several types of
cancer; however, their expression changes
in cervical cancer cell lines with human
papilloma virus (Hela HPV-18 and SiHa
HPV-16) are unknown. This study aims to

evaluate the variation in the expression of
p53 and Kv10.1 in cervical cancer cell lines
during the process of developing cisplatin
resistance; contributing to the knowledge
about the response mechanisms of cells
against chemo drugs.

Keywords: Cervical cancer, Cisplatin resis-
tance, Kv10.1, p53.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, el cdncer del cuello uterino
es la causa mds frecuente de morbilidad y
mortalidad por céncer ginecoldgico (Davila,
Garcia y Alvarez, 2010). Es responsable de
250.000 muertes (Rakohomatenina et al,
2016) y es el segundo mas frecuente en
las mujeres después del cancer de mama
(3). En Colombia, es la principal neoplasia
maligna en mujeres, con aproximadamente
4460 casos nuevos cada afio, de los
cuales 1.860 terminan en muerte (Pardo vy
Cendales, 2015).

Como parte del sistema de prevencion
y diagndstico de esta enfermedad, en la
poblacién colombiana se han implementado
las pruebas de tamizaje como la citologia,
pruebas de deteccion del ADN viral y
estrategias de vacunacion; sin embargo, el
bajo impacto de los programas de tamizaje,
asociado a la poca participacion de las
mujeres, derivan en una alta incidencia de
casos en estadios avanzados (Gamboa vy
Murillo, 2016). Ello ha favorecido a que el
cancer de cuello uterino continde siendo un
problema de salud publica en nuestro pais.

Se han hecho recientes avances en el
estudio de las caracteristicas distintivas que
facilitan la deteccién del cdncer, como son
la sefializacién proliferativa, la evasion de
los supresores de crecimiento, la activacién
de invasion y metdstasis, la replicacion
“inmortal”, la induccién de angiogénesis y
resistencia a la muerte celular (Hanahan
y Weinberg, 2016). No obstante, el
incremento del cancer como un problema
de salud publica ha generado un creciente
interés por encontrar marcadores que
permitan diagnosticar el cdncer de manera
temprana y predecir su progresion, con la
finalidad de mejorar el abordaje terapéutico.

Para el caso del cdncer de cuello uterino, el
tratamiento depende del estadio en el que
se diagnostique, la edad de la paciente y su
deseo de preservar o no la fertilidad. En
etapas tempranas, el tratamiento estdndar
inicia con un procedimiento quirdrgico
de citoreduccion (Serman, 2002), seguido
de quimioterapia, basada en cisplatino, y
radioterapia, de manera concomitante
(Ramahan et al., 2009; Ozols, 2006). Se ha
registrado que, posterior al tratamiento, un
tercio de las mujeres desarrollan resistencia
al quimiofarmaco, al igual que la totalidad
de las mujeres que presentan recurrencia
de la enfermedad (Stewart et al,, 2006). Por
lo tanto, el porcentaje de pacientes que se
curan es bajo (Thigpen et al., |993; Hinojosa
y Duefias, 2000). Dado que la resistencia
sobre las células tumorales es uno de los
factores limitantes en el éxito terapéutico
(Sakamoto, 2001), se ha descrito que el
aumento de la resistencia al quimiofarmaco
se relaciona directamente con el estadio
de progresién del tumor, debido a que las
células cancerfgenas adquieren alteraciones
genéticas adicionales que les confieren
ventajas de crecimiento a medida que
proliferan. En consecuencia, no se produce
el efecto citotdxico o citostdtico esperado
(Hinojosa y Duefias, 2000).

Con el objetivo de identificar a las
pacientes que estdn desarrollando tumores
resistentes a cisplatino y evitar un manejo
terapéutico  inadecuado, se  buscan
proteinas cuya expresion sea diferencial
entre células sensibles y resistentes al
tratamiento con cisplatino. Estas proteinas
se proponen como biomarcadores de
resistencia al quimiofarmaco (Pérez, 1998;
Frede et al,, 2013).

Las proteinas Kv 0.1 y p53,respectivamente,
se han propuesto como biomarcadores
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de malignidad vy resistencia a farmacos en
distintos tipos de cdncer. En estos casos,
p53 actia como un regulador indirecto
del canal Kv10.1. Por ello, esta investigacion
pretende conocer cdmo varfa la expresion
de las proteinas KvI0.1 y p53 en las lineas
celulares de cancer de cuello uterino Hel.a,
infectada con el virus de papiloma humano
genotipo 18 (VPH-18) vy SiHa, lnea
infectada con VPH-16, durante el proceso
de desarrollo de resistencia a cisplatino.

CANAL DE POTASIO KVI10.1

Los canales de potasio KvIO.l, también
conocidos como KCNHI, son proteinas
transmembranales voltaje dependientes.
Su expresion se limita a ciertas dreas del
cerebro como el hipotdlamo, hipocampo
y el cértex, ademds de encontrarse en
pequefias cantidades en el mioblasto y la
placenta (Pardo et al, 2005; Martinez et al,,
2015) y cuya sobreexpresion en cualquier
tejido es indicativo de proliferacion y
transformacion maligna (Martinez et al,
2015, Napp et al, 2005) debido a que
estan implicados en funciones importantes
en las células tumorales como controlar
la homeostasis celular, el potencial de
membrana y otras sefiales que pueden
estar asociadas en la biologfa del tumor. Asf,
promueven la angiogénesis, la capacidad
de invasidn, la diseminacién metastdsica
y demds caracteristicas de las células
cancerigenas (Pardo vy Stihmer, 2014
Prevarskaya, Skryma y Shuba, 2010).

El canal KvIO.l se activa por cambios de
voltaje,ya que transita de un estado abierto
a cerrado (Pardo, 2004) y se encuentra
expresado en una variedad de lineas
celulares derivadas de tumores malignos vy
en muestras clinicas de diferentes tipos de
céncer (Pardo y Stihmer, 2008; Sakamoto

et al, 2001), tales como neuroblastomas,
cancer de seno, melanomas, cancer
de colon, de pulmones, y de ovario
(Rodriguez-Rasgado,  Acufia-Macfas vy
Camacho, 2012).

Por otra parte, en pacientes con sarcomas
de tejidos blandos, se demostrd que la
inhibicidn de la expresién de este canal
ayudd a reducir la proliferacion celular
(Mello de Queiroz et al, 2006). Estudios
realizados en células de cancer de ovario
resistentes a cisplatino con sobreexpresién
de KvI0.I demostraron que la inhibicion
del canal incrementd la muerte celular
por la administracion del quimio farmaco
cisplatino. De este modo, dicho resultado
sugiere que la inhibicién de su expresién
puede incrementar la sensibilidad a los
tratamientos con cisplatino (Hui et dl,
2015), por ende, podrfa ser un blanco de
interés en distintos tipos de cdncer, debido a
su potencial como biomarcador (Wadhwa
et al, 2009; Stihmer, 2017).

Stewart et al. (2006) mencionan que las
protefnas involucradas en transportes de
iones, especificamente los canales idnicos
como KvlO0.l, pueden jugar un papel
importante en la regulacién o balance de la
concentracién de cisplatino en las células, lo
que puede generar un fenotipo resistente o
sensible al tratamiento.

Una idea similar se planted por Fuertes et
al. (2003), donde se postuld la hipdtesis
que describe la entrada de cisplatino
a la célula mediante distintos canales
transmembranales. Por lo tanto, los canales
idnicos desempefiarian un papel importante
en el diagndstico de resistencia a quimio
fdrmacos. También se ha demostrado
que KvI0.I cumple un rol importante en
la induccién de apoptosis, debido a que
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modulan el flujo de entrada y salida de
iones K+ en la célula.

La salida de iones K+ reduce el volumen
celular, lo que promueve la apoptosis. Por
el contrario, el ingreso de iones K+ la
contrarresta (Lang et al. 1998); por lo tanto,
la variacion en la expresidon de canales de
potasio y, por ende, el flujo de iones, afectan
|la eficacia de los agentes quimioterapéuticos
proapoptdticos  como el  cisplatino
(Marklund, Henriksson y Grankvist, 2001).

La expresion de la proteina KvIO.| estd
controlada por el factor de crecimiento
E2F1 que, ademds, estd indirectamente
controlada por el gen p53 (Ouadid-
Ahidouch, Ahidouch y Pardo, 2016),
el cual es un determinante directo de
quimiosensibilidad a medicamentos como
cisplatino (Righetti et al, 1996 ) vy, por
consiguiente, la sobre expresién de la
proteina KvI0.| podria estar implicada en
la expresién anormal de la protefna p53,
codificada por el gen p53.

PROTEINA P53

La proteina p53 se ha visto implicada en
la transformacion vy regulacién del ciclo
celular; ademads, puede tener un papel en la
inhibicidn de la sintesis de ADN, que sigue al
dafio del ADN en células tumorales. p53 es
una fosfoproteina, cuya activacion se debe
al estrés celular (hipoxia, dafio del ADN
por radiacién y quimioterapéuticos, entre
otros y sobreexpresién de oncogenes). Su
respuesta estd direccionada a reparar el
ADN vy generar senescencia y apoptosis
para prevenir una proliferacién celular
inapropiada (Bai y Zhu, 2006).

Esta fosfoproteina estd codificada por el
gen p53, un gen antitumoral encargado de

controlar la muerte celular al detectarse
dafios en el ADN. Se ha demostrado que
la gran mayoria de tipos de cancer se
producen gracias a mutaciones en este
gen. Dichas mutaciones en cdncer de
cuello uterino y de ovario, por ejemplo,
causan una alteracién de la proteina p53,
que desencadena un fenotipo resistente a
cisplatino con progresion de la enfermedad
(Perego et al., 1996). Este resultado se debe
a que p53 repara el dafio inducido por el
quimiofdrmaco, y actdia como un regulador
transcripcional que incrementa la eficiencia
de reparacion y reduce el efecto citotdxico
sobre el ADN dafiado (Righetti et al, 1996;
Bai y Zhu, 2006; Perego et al., 1996; Brown
etal, 1993).

Las mutaciones en el gen p53 se han
encontrado en distintas lineas celulares,
que incluyen cdncer de cuello uterino.
Especificamente, se han descrito mutaciones
puntuales en los codones 273 y 245
(Scheffner, Minger, Byrne v Howley, 1991);
ademds, dos mutaciones en los codones
270 y 282 del exdn 8, en lineas celulares
resistentes a cisplatino (Righetti et al, 1999).
Estudios de Perego et al. (1996) demostraron
que las mutaciones en el gen p53 alteran la
expresion de la proteina p53 y resultan en el
desarrollo de resistencia a cisplatino. Ademds
de esto, se detectd una disminucidn en la
expresion de la proteinap53 en 5 tumores en
ausencia de mutaciones. Ello demuestra una
correlacion significativa entre la reduccion
de p53, el tipo de mutacién y la respuesta
patoldgica a la terapia basada en cisplatino,
lo que permite concluir que la proteina p53
puede ser usada como un determinante
de quimiosensibilidad en cdncer de cuello
uterino (Righetti et al, 1996).

Adicionalmente, se ha demostrado una
relacién entre la presencia del virus de
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papiloma humano con la mutacién del gen
p53, debido a que la presencia de este virus
induce a la expresion de las proteinas viricas
E6 y E7, las cuales afectan directamente a
los oncogénes p53 y retinoblastoma (Rb).
Principalmente, la proteina E6 se asocia a
p53, induciendo su degradacién mediante
ubiquitinaciéon ademds de degradar la
proteina pro-apoptdtica BAK, lo cual resulta
en resistencia a la apoptosis y un aumento
en la inestabilidad cromosdmica. Por este
motivo, al estar expresados los genes E6 y
E7 vy sus respectivas proteinas, se obtiene
una inmortalizacidon en las células de
distintos tejidos, al igual que una alteracién
en la expresién de las protefnas KvIO.|
y p53 (Stuihmer, 2017; Hausen, 2002)
resultado que demuestra la importancia
de estudiar estas dos proteinas durante el
proceso de resistencia a cisplatino en Iineas
celulares VPH positivo.

CONCLUSIONES

La expresién del canal KvIO.I en células
cancerigenas estd directamente relacionada
con la proteina p53, frecuentemente
alterada en células tumorales. Diferentes
estudios han demostrado la relacidn
directa entre la expresion alterada de p53
y la resistencia a distintos medicamentos,
incluyendo  cisplatino. Estos resultados
sugieren que p53 podria ser usado como
un biomarcador para determinar la quimio
sensibilidad, al igual que KvIO.I al estar
indirectamente relacionadas entre sf.

Con este trabajo, se pretende iniciar
una linea de investigacidn que aporte
al conocimiento sobre la variacion de
la expresién de proteinas indicadores
de resistencia a cisplatino, debido a que
este quimiofirmaco es usado como
tratamiento de primera linea en pacientes

diagnosticados con cdncer de cuello uterino.
Con el estudio de estas proteinas, se busca
que la deteccién de un incremento en la
expresion de Kv10.1 y p53 pueda utilizarse
como biomarcador de diagndstico o
prondstico en pacientes con cdncer de
cuello uterino.

Adicionalmente, se aportard informacion
relevante sobre el comportamiento de
un gen antitumoral que ha sido de gran
interés dentro de la comunidad cientifica
y hacia el cual se han dirigido la atencidn
para ser utilizado como diana en las
terapias génicas.
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