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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los tipos de cancer ginecolégico mas
frecuentes a nivel mundial. En Meéxico, el CaCu representa la segunda causa de muerte por
neoplasias malignas en la mujer. La mayor parte de los casos siguen siendo frecuentemente
diagnosticados en etapas tardias, cuando los tratamientos convencionales como la radioterapia y
quimioterapia ofrecen una actividad terapéutica limitada, por lo que es esencial seguir
investigando nuevos blancos terapéuticos para combatir dicha enfermedad. Dentro de este campo,
destacan los canales idnicos, ya que en afios recientes se ha demostrado su relacion con
practicamente todos los procesos caracteristicos del cancer. Por lo anterior, en este trabajo se
decidi6 evaluar la expresion de diversos canales iénicos de Ky de Ca®* a nivel de mRNA
mediante PCR- en tiempo real y de proteina mediante inmunocitoquimica/inmunohistoquimica
en lineas celulares de cancer cervical, en muestras de tejido de pacientes que padecen cancer
cervicouterino y en cultivos primarios; asi como evaluar el efecto de inhibidores de algunos de
estos canales sobre la proliferacion y la apoptosis mediante ensayos de actividad metabdlica y
experimentos por citometria de flujo, respectivamente. En nuestros resultados destaca la
expresion de los siguientes canales idnicos: 1) Los canales Katp Se encontraron sobreexpresados
en la mayor parte de las muestras de pacientes analizadas. La expresion més alta fue detectada en
las biopsias de pacientes que correspondian a los estadios clinicos mas avanzados del carcinoma
cervical, a pacientes con tumores invasores y a pacientes clasificadas con grados de
diferenciacion moderadamente y pobremente diferenciados, mientras que en las muestras de
tejidos cervicales no cancerosos no se detectd la presencia de dichos canales. Asimismo, el uso de
glibenclamida, un bloqueador selectivo de los canales Katp disminuyd la proliferacion de las
células HeLa. Sin embargo, dicho efecto no se relacion6 con la induccién de la apoptosis. 2) Los
canales TRPC6 se encontraron practicamente ausentes en la mayoria de las lineas celulares,
cultivos primarios y biopsias de pacientes con CaCu. Sin embargo, después de someter a las
lineas celulares y cultivos primarios a un tratamiento con un agente desmetilante global, se pudo
detectar la reexpresion de los canales TRPC6 solamente en las células CaSki y SiHa. Por otro
lado, en el 50% de las muestras de tejido de pacientes con cancer cervical se detecté inmuno-

tincion positiva, indicando la presencia de la proteina de dichos canales, sin embargo, en todos



los casos, la sefial fue de menor intensidad con respecto al tejido control, en donde siempre se
detectd una sefial muy intensa.

En conclusién, nuestros resultados sugieren a los canales Katp y TRPC6 como potenciales
herramientas para el diagndstico, el pronostico y la terapia del cancer cervicouterino. Los canales
Katp pueden ser las bases para una nueva intervencion terapéutica en las pacientes con cancer
cervical que sobreexpresen dichas proteinas. Mientras que los canales TRPC6 pudieran estar
desempefiando un papel muy importante para el desarrollo y progresion del cancer cervicouterino

y pudieran ser considerados como posibles genes supresores de tumores en este tipo de cancer.



ABSTRACT

Cervical cancer is one of the most common gynecological cancers worldwide. In Mexico,
cervical cancer is the second leading cause of death from malignant neoplasms in women. Most
patients are diagnosed at advanced stages of the disease when conventional therapies such as
radiotherapy and chemotherapy have limited efficacy. Thus, it is very important to investigate
new possible therapies against cervical cancer. lon channels represent a promising area because
their relationship with all the hallmarks of cancer has been shown. Therefore, here in we studied
different K* and Ca®* channels mRNA and protein expression in human cervical cancer cell lines
and biopsies by real-time RT-PCR and immunochemistry/immunocytochemistry, respectively.
The effect of some selective channel blockers on proliferation and apoptosis of cervical cancer
cells was also studied by metabolic activity assays and flow cytometry, respectively. Our results
focused on the pattern expression of the following ion channels: 1) The Karp channel
overexpression was observed in cervical cancer cell lines and tumor tissues. The higher
expression was potentially associated with the most advanced clinical stages, invasion and
moderately with poorly tumor differentiation grade. No Katp channel expression was observed in
most of the non-cancerous cervical tissues. Likewise, glibenclamide, a selective blocker of Katp
channels, decreased HelLa cell proliferation. Nevertheless, the antiproliferative effect of
glibenclamide was not related to apoptosis. 2) TRPC6 channels were undetectable in most of the
cell lines, primary cultures and biopsies of cervical cancer patients. However, after the treatment
of the cell cultures with a demethylating agent, the reexpresion of TRPC6 channels only on
CaSki and SiHa cells could be detected. Furthermore, TRPC6 immunolabeling was detected in
50% of the tissue samples from cervical cancer patients, but in all cases, the signal was less
intense compared to the control tissue, in which, a very strong signal was always detected.

In conclusion, our results suggest Kater and TRPC6 channels as potential tools for cervical
cancer diagnosis, prognosis and therapy. Katp channels may be the basis for a novel therapeutic
intervention for cervical cancer patients overexpressing this protein. TRPC6 channels may play a
role in cancer development and progression and they might be considered as possible tumor

suppression genes in cervical cancer.



1. INTRODUCCION
1.1 Céancer

El cancer es una enfermedad que involucra cambios dindmicos en el genoma que
producen fallas en la regulacién de la homeostasis celular, haciendo que células normales se
transformen en malignas, células que exhiben una proliferacion y una propagacion incontroladas.
Existen més de 100 distintos tipos de cancer, definidos por genotipos especificos, que pueden ser
caracterizados en diez fenotipos patofisioldgicos que definen su crecimiento maligno: 1) Sefiales
de crecimiento auto-suficientes, las células cancerosas pueden adquirir la capacidad de
mantener las sefiales de proliferacion mediante diferentes estrategias como por ejemplo, producir
sus propios ligandos para los receptores de factores de crecimiento, favoreciendo a su vez, la
expresion de receptores afines y estimulando la proliferacién autocrina. También pueden
estimular a las células normales del estroma que rodea al tumor para que produzcan factores de
crecimiento; ademas, existen alteraciones estructurales de los receptores que facilitan su
activacion independientemente del estimulo del ligando. 2) Insensibilidad a las sefiales de
anticrecimiento, las estrategias que usan las células cancerosas para evadir la regulacién
negativa de la proliferacion celular se basan principalmente en la inactivacién de genes
supresores de tumores como p53 y Rb. 3) Evasion de la apoptosis, se ha demostrado una
correlacion entre la atenuacion de la apoptosis y la progresion tumoral debida principalmente a
una sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas como Bcl-2. 4) Potencial de replicacion
ilimitado, esta caracteristica se relaciona ampliamente con la sobreexpresion de la telomerasa
(encontrada en aproximadamente el 90% de las células inmortalizadas, incluyendo las
cancerosas) que correlaciona con la resistencia a la senescencia y apoptosis. 5) Angiogénesis
sostenida, en contraste con las células normales, en las cancerosas, la via angiogénica siempre
estd activa para contribuir con el crecimiento neoplésico, proteinas como VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular) se han visto reguladas a la alta por hipoxia y por sefiales
oncogeénicas, también se ha demostrado que pueden ser secuestradas en la matriz extracelular y
mantenerse alli de forma latente hasta que son liberadas proteasas que degradan la matriz
extracelular. También se ha determinado la sobrexpresion de proteinas proangiogénicas como
FGF (factor de crecimiento de fibroblastos). 6) Invasion tisular y metastasis, se caracteriza por
la pérdida de moléculas de adhesion celular como la E-caderina y con la sobreexpresion de

proteinas de adhesion normalmente asociadas con la migracion celular que ocurre durante la



embriogénesis e inflamacion como la N-caderina. 7) Inestabilidad gendmica y mutaciones, en
numerosos canceres se han demostrado aberraciones gendmicas como la pérdida o ganancia en el
numero de copias de ciertos genes. 8) Inflamacion, algunos tumores se encuentran densamente
infiltrados con células del sistema inmune e inflamatorias. La inflamacion asociada al tumor
facilita la progresion tumoral porque las células inflamatorias pueden reclutar moléculas como
ligandos de factores de crecimiento y factores proangiogénicos. 9) Reprogramacion del
metabolismo celular, el metabolismo energético en las células cancerosas se ajusta para poder
aportar la energia necesaria para la proliferacion sostenida, haciendo mas activa la via
glucolitica.10) Evasion del sistema inmune, un sistema inmune competente actla como barrera

de proteccion para el desarrollo y la progresion del cancer [1].

1.2 Céncer Cervicouterino

A nivel mundial, el cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los canceres mas comunes en
mujeres, ademas, de ser uno de los mas mortales. Se estima que alrededor de 0.25 millones de
mujeres mueren cada afio a causa del CaCu, representando asi, la segunda causa de muerte por
neoplasias malignas en la mujer. El desarrollo del CaCu es atribuido en la mayoria de los casos
(99.7%) a una infeccion persistente del Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo,
transmitidos por via sexual [2]. Existen mas de 100 tipos de VPH, de los cuales
aproximadamente 25 infectan el tracto genital. Se clasifican de bajo o alto riesgo de acuerdo a su
repercusion en el grado de invasion de los tumores. Los tipos de VPH que son encontrados
preferentemente en el CaCu y en algunos otros tipos de cénceres anogenitales han sido
designados como de alto riego, también llamados oncogénicos. Algunos tipos de VPH de alto
riego son los tipos 16, 18, 45, 31 y 33 por mencionar algunos. Dichos tipos de alto riego se
encuentran ampliamente distribuidos en todas las poblaciones humanas y sus oncoproteinas
tienen una mayor afinidad por p53 y pRB. Mientras que los tipos de VPH de bajo grado, también
conocidos como no oncogénicos, son aquellos que se encuentran principalmente en las verrugas
genitales y en lesiones no malignas, algunos ejemplos de VPH de bajo grado los constituyen los
tipos 42, 44, 51, 53 y 83 [3].

Existen 2 tipos de CaCu, el de células escamosas, que representa el tipo mas comun y que

estd mayormente asociado a una infeccion por VPH 16 y el adenocarcinoma, que es de origen



glandular y representa un 10% de los casos diagnosticados y esta frecuentemente asociado a una
infeccion por VPH 18.

1.2.1 Infeccién por VPH

El VPH es un virus de doble cadena de ADN que pertenece a la familia Papillomaviridae
que se replica exclusivamente en el epitelio escamoso estratificado y que se transmite por
contacto sexual. El genoma del VPH se divide en 3 regiones: 1) region larga de control (LCR), la
cual es una region regulatoria no codificante; 2) region que codifica para las proteinas tempranas
(E1-E8) relacionadas con la replicacion viral y la oncogénesis; 3) region que codifica para las
proteinas tardias (L1 y L2), proteinas estructurales indispensables para la formacién de la capside
viral. Durante la fase aguda de la infeccion por VPH, los viriones penetran al epitelio a través de
microabrasiones infectando a las células madre localizadas en la capa basal epitelial. Después de
la infeccion y desensamble en las células basales y en su progenie (las células amplificadoras
transitorias), se expresan las proteinas virales E1 y E2 que facilitan que los viriones repliquen su
ADN episomalmente La expresion de otras proteinas virales como E6 y E7 retrasan el arresto del
ciclo celular y la diferenciacion, la cual es normalmente observada como una migracion de las
celulas epiteliales de la capa basal hasta convertirse en queratinocitos maduros [4]. La principal
funcién de E6 es el bloqueo de la apoptosis mediante la degradacion de p53 [5], mientras que la
principal funcion de E7 es unirse a la forma hipofosforilada de pRB, alterando su estado de
fosforilacion. La union de E7 A pRB provoca la liberacion del factor de transcripcion E2F-1,
favoreciendo la transcripcién de genes relacionados con la entrada a la fase S del ciclo celular y
promoviendo asi, la progresion del ciclo celular [6]. El retraso en el arresto del ciclo celular
permite la replicacién viral episomal adicional usando la propia maquinaria de replicacion del
ADN en las células epiteliales suprabasales, provocando el engrosamiento de la piel (verrugas).
Cuando la diferenciacién de las células epiteliales a queratinocitos maduros ocurre, las proteinas
virales L1 y L2 (proteinas de la capside), se ensamblan en el ndcleo. Los viriones maduros son
ensamblados y liberados del epitelio dentro de las células superficiales epiteliales. La infeccion
con VPH de alto riesgo frecuentemente provoca la integracion del episoma viral dentro del ADN
de las células huésped, conservando la capacidad proliferativa, pero con la tendencia de
desarrollar y perpetuar mutaciones en el ADN que provocan defectos en la diferenciacion celular,
la inmortalizacion y la inestabilidad cromosdmica, contribuyendo a que las células se vuelvan

displéasicas [4].



En la mayoria de los casos, las lesiones displasicas en el epitelio cervical pueden

revertirse espontaneamente, por la respuesta inmune del organismo. Aproximadamente un 25%

de las mujeres jovenes que adquieren una infeccion por VPH desarrollaran una lesion

intraepitelial de bajo grado (LSIL). Posteriormente, sélo del 20 al 40% de estas LSIL progresaran

a lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL). Sin embargo, si el VPH es capaz de evadir la

respuesta inmune de las células hospederas, la infeccion persiste y maligniza [7].

1.2.2 Factores de Riesgo

Los principales factores de riesgo para el desarrollo del CaCu se relacionan con la

posibilidad de contraer VPH, sin embargo, el VPH se considera como una causa necesaria, mas

no suficiente para el desarrollo del CaCu, ya que se incluyen otros cofactores, los cuales se

enlistan a continuacion [4, 8, 9]:

Promiscuidad: existe una asociacion entre un mayor numero de parejas sexuales y la
adquisicion de VPH.

Actividad sexual a temprana edad: se sugiere que la infeccion por VPH se lleva a cabo
a una edad temprana y que la progresion hacia el desarrollo del cancer se da de una
manera lenta, ya que la infeccion es méas comin en mujeres jovenes sexualmente activas,
sin embargo, el diagnostico del CaCu es mas comin después de los 35 afios.

Historial de otras enfermedades de transmisidn sexual: principalmente infecciones con
Chlamydia trachomatis.

Persistencia viral: es comun entre los tipos virales de alto riesgo y constituye un factor
determinante en el desarrollo del cancer. La persistencia puede inducir cambios genéticos
secundarios en las células, asi como la inmortalizacién de los queratinocitos.

Uso prolongado de anticonceptivos orales: el VPH contiene dentro de su genoma viral
elementos de respuesta a glucocorticoides, inducibles por hormonas esteroideas como la
progesterona (componente activo de los anticonceptivos orales) que pueden estimular la
transcripcion del VPH.

Coinfeccion con otros virus: se ha postulado que la presencia de otros virus como el

virus del herpes simple tipo 2, citomegalovirus y los herpes virus humanos tipos 6 y 7, los



cuales pueden ser fuente de oncogenes y factores transformantes adicionales a los del
VPH puede contribuir de manera importante para el desarrollo del CaCu.

e Carga viral: correlaciona directamente con la persistencia de la infeccion, la progresion y
la severidad de la enfermedad.

e Predisposicion genética: la herencia aumenta la susceptibilidad a la infeccion por VPH,
asi como la capacidad para contrarrestarla y el tiempo de desarrollo de la enfermedad.

e Fumar: los componentes mutagénicos del cigarro pueden inducir inmunosupresién en las
células cervicales lo que puede contribuir a la persistencia viral o la transformacién

maligna.

1.2.3 Diagnostico

Tanto las displasias como los cambios epiteliales por VPH pueden ser identificados por
medio de citologia cervical y deben ser confirmados mediante colposcopia y toma de biopsia.
Como técnicas complementarias a la citologia para el diagnostico del CaCu, se tienen las técnicas
de deteccion de VPH como el ensayo de captura de hibridos. Sin embargo el diagndstico
definitivo de esta neoplasia se realiza en base a un andlisis histopatolégico mediante una biopsia
dirigida, ya sea mediante colposcopia, en caso de no existir una lesion aparente o toma directa si

el tumor es visible [10].



1.2.4 Estadio Clinico
De acuerdo a la ultima modificacion de la Federacion Internacional de Ginecologia y

Obstetricia (FIGO), en el afio 2009 [11], la estadificacion se resume en la Tabla 1:

Tabla 1. Estadificacion del CaCu. Estadificacién clinica del CaCu basada en los
lineamientos de FIGO.

Etapa Descripcion
I Tumor confinado al cuello uterino.
Tumor con invasion con una profundidad maxima de 5 mm medida desde la
A capa basal y una extension horizontal.
Invasion estromal <3 mm y extension horizontal <7 mm.
Al
Invasion estromal > 3 mm, pero menor a 5 mm y extension horizontal <7
A2 mm.
Tumor clinicamente visible confinado al cérvix o en etapas pre-clinicas
B mayores al estadio IA.
Lesion clinicamente visible < 4 cm en su eje mayor.
Bl
Lesion clinicamente visible > 4 cm en su eje mayor.
B2
I Tumor que se extiende mas alla del cérvix sin llegar a la pared pélvica o el
tercio inferior de la vagina.
Tumor que invade los fondos del saco vaginal sin invasion parametrial.
1A
Tumor < 4 cm.
1AL
Tumor > 4 cm.
1A2
Tumor con invasion parametrial, pero sin llegar a la pared pélvica.
IB
i El tumor se extiende hacia la pared pélvica, y/o involucra el tercio inferior
de la vagina y/o causa hidronefrosis, rifion excluido o disfuncion renal.
El tumor involucra el tercio inferior de la vagina y no se extiende a la pared
A pélvica.
El tumor se extiende hacia la pared pélvica, y/o causa hidronefrosis, rifién
1B excluido o disfuncién renal.
v El tumor se extiende fuera de la pelvis.
El tumor invade la mucosa de la vejiga o recto.
VA
Metéstasis a distancia.
VB




1.2.5 Tratamiento

El tratamiento mas frecuente para el CaCu se basa en la cirugia (histerectomia) o
radioterapia (braquiterapia o radioterapia externa) con quimioterapia (cisplatino, gemcitabina)
adyuvante, pero dependera del estadio clinico en el cual sea diagnosticada la enfermedad [12]. En

la tabla 2 se resumen las opciones disponibles de tratamiento de acuerdo a su estadio clinico.

Tabla 2. Tratamiento del CaCu de acuerdo al estadio clinico. ElI manejo clinico del
CaCu se basa en el estadio clinico en el cual es diagnosticado.

Tratamiento Estadio Supervi
Clinico vencia (%)
Conizacion cervical-histerectomia tipo | IAL1 99 - 100
Histerectomia radical tipo Il (extirpacién adicional del 1A2 85-90

tercio superior de la vagina y de la mitad medial de los
ligamentos cardinales y uterosacros).

Histerectomia radical tipo Ill (extirpacién adicional IB-11A 85-90
del tercio superior de la vagina y de la totalidad de los
ligamentos cardinales y uterosacros) y radioterapia
adyuvante para aquellas pacientes con riesgo de
recurrencia.

Quimio-radioterapia concomitante. 11B2-1IVA 60 - 70
Tratamiento paliativo. IVB 13

La supervivencia de las pacientes esta determinada por el estadio en el cual se diagnostica
la enfermedad. Aproximadamente el 95% de las mujeres diagnosticadas con CaCu sobreviviran a
los 5 afios cuando el cancer se diagnostica en etapas en las que se encuentra bien localizado,
mientras que sélo un 13% sobrevivira cuando el cancer ya ha hecho metastasis [12-14]. Por otro
lado, cuando el CaCu es diagnosticado en etapas tempranas, la recurrencia se presentara en
menos del 10/% de los casos, mientras que en pacientes con la enfermedad localmente avanzada

la recurrencia se presenta hasta en un 33% de las pacientes [15, 16].

Mas del 80% de los casos de Ca Cu son diagnosticados en paises subdesarrollados en
donde existen carencias tanto en los métodos de deteccién oportuna como en el tratamiento
optimo[7] lo cual disminuye la sobrevivencia de estas pacientes. Particularmente en nuestro pais,
las etapas localmente avanzadas (estadios 111B-IVA) son los que tienen mayor prevalencia, tal
como ocurre en otros paises subdesarrollados [12]. Adicionalmente a los efectos adversos severos

de la terapia convencional contra el cancer, los tratamientos actuales ofrecen una baja tasa de



sobrevivencia y un pronostico muy limitado por lo que es esencial seguir investigando nuevos
blancos terapéuticos para combatir el cancer. Dentro de este campo, destacan los canales idnicos,
ya que en afos recientes se ha demostrado su relacion con practicamente todos los procesos

caracteristicos del cancer.

1.3 Canales lonicos

Los canales ionicos son proteinas integrales de membrana que controlan el flujo de iones
como sodio (Na*), potasio (K*), cloruro (CI") y calcio (Ca®") entre el citoplasma y el espacio
extracelular, a favor de su gradiente electroquimico. Los canales i6nicos son proteinas dindmicas
que pueden estar en al menos una de las siguientes conformaciones: conductora (abierta) y no
conductora (cerrada o inactivada) en respuesta a estimulos especificos, lo que les permite
controlar el flujo selectivo de iones, reaccionar a las caracteristicas fisicas y quimicas del medio
circundante y detectar diversas sefiales regulatorias. Existen muchos tipos de canales ionicos,
pero usualmente se clasifican de acuerdo al estimulo que permite que estos se activen, por
ejemplo, existen canales activados por voltaje, canales activados por ligando, canales
mecanosensibles y canales activados por temperatura. Los canales idnicos contribuyen a la
regulacion de practicamente todos los procesos celulares, incluyendo aquellos que son cruciales
para el mantenimiento de la homeostasis celular como la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. Una funcién anormal de los canales de potasio contribuye al desarrollo de diferentes
enfermedades conocidas como canalopatias, entre las que destacan la epilepsia y la arritmia
cardiaca [17, 18]. Diversos estudios han demostrado que la expresion y actividad de diferentes
canales idnicos estd asociada con la progresion tumoral de diversos tipos de cancer y que el
bloqueo de la actividad de algunos canales i6nicos disminuye el crecimiento de ciertos tipos de
tumores, tanto in vitro como in vitro, representando un amplio panorama para la investigacion

farmacéutica [19].

1.3.1 Canales de Potasio
Los canales de K* son proteinas transmembranales que controlan el flujo de iones potasio

a favor de su gradiente electroquimico a través de la membrana. Los canales de potasio



representan la familia mas diversa de canales ionicos, concretamente, 78 miembros integran
dicha familia, son codificados por més de 75 genes diferentes y se dividen en las 4 siguientes
clases de acuerdo a su estructura y mecanismos de activacion: canales activados por voltaje
(Kv), que son activados por cambios en el potencial de membrana; canales activados por calcio
(Kca); canales de rectificacion entrante (Kir), que son canales en donde el flujo de K™ se favorece
hacia al interior de la célula més que hacia el exterior, y canales con 2 poros (K2P), que tienen 2

dominios de poro por cada subunidad alfa [20].

Los canales de K* son ubicuos y regulan multiples funciones en células excitables y no
excitables como el mantenimiento del potencial de reposo de membrana, la excitabilidad
neuronal y la contraccion muscular. Por otro lado, evidencias recientes muestran que los canales
de potasio regulan procesos celulares como la migracion y proliferacién, por lo que se sugiere
una relacién entre el desarrollo del cancer y una expresion aberrante de algunos canales de
potasio [21-23]. Particularmente, diversos moduladores de la actividad de los canales de potasio

han mostrado cierta eficacia antitumoral [20, 24].

1.3.1.1 Canales de K* sensibles a ATP (Katp)

Los canales Katp pertenecen a la familia de canales rectificantes entrantes que son
inhibidos de manera fisiologica por ATP intracelular mientras que son activados por nucleésidos
difosfatos (NDPs). Uno de los mayores componentes del mecanismo de rectificacion se
relaciona con el blogueo de la regién del poro por poliaminas o magnesio (Mg®*) a voltajes
cercanos al potencial de inversién [25]. Sin embargo, a pesar del nombre de rectificantes
entrantes, los canales Karp facilitan el flujo de K™ hacia el exterior de la célula y tienden a
conducir el potencial de membrana hacia el potencial de equilibrio del K* [26]. Por otro lado,
ciertos farmacos derivados de los benzopiranos (cromakalima, levcromakalima y pinacidil), de
las pirimidinas (minodixil) y de las benzotiadizinas (diaz6xido) actian como activadores de los
canales Katp, mientras que las sulfonilureas como la tolbutamida y la glibenclamida actdan como
inhibidores. Los canales Karp constituyen un hetero-octdmero, formado por 2 tipos de
subunidades estructuralmente distintas: 4 subunidades de Kir (Kir6.1 6 Kir6.2), que son las que
forman el poro del canal y son las responsables de la permeabilidad al K* y 4 subunidades de

receptores de sulfonilureas (SUR), que son determinantes para la sensibilidad a los nucleotidos,



asi como de la farmacologia de los canales. Los receptores de sulfonilureas forman parte de la
stper familia de ATP-binding cassette (ABC), a su vez, se han indentificado 3 tipos de receptores
de sulfonilureas, SUR1, SUR2A y SUR2B [27-30]. El SUR1 se encuentra principalmente en las
células a-, B- y 8- pancreaticas, en el cerebro y otras células neuroenddcrinas y se une con gran
afinidad a las sulfonilureas. Por su parte, ambos tipos del SUR2 se consideran como receptores de
baja afinidad y difieren en los dltimos 45 residuos aminoacidicos que los conforman y se
expresan abundantemente en células del musculo cardiaco, esquelético y masculo liso vascular y

no vascular [25].

Los diferentes tipos de subunidades de Kir pueden interactuar con las diferentes
subunidades de SUR formando diversos subtipos de canales con diferentes patrones de expresion

en varios 6rganos, asi como con funciones especificas como se resume en la tabla 3:

Tabla 3. Caracteristicas de los canales Katp. L0s canales Katp pueden formarse por una
combinacién de una subunidad tipo Kir y otra SUR, las diferentes combinaciones dan origen a
canales con propiedades y patrones de expresion diferentes.

Tipo de Tipo de Tejido Caracteristicas Referencias
Subunidad | Subunidad Expresado
Kir SUR
Kir6 SUR Mdsculo liso | Sensible a sulfonilureas | [27, 29, 31]
1 2B vascular y a activadores, pero no
a ATP.
Kir6 SUR Pancreas y Sensible a sulfonilureas | [29, 31, 32]
2 1 Sistema a muy bajas
Nervioso concentraciones  (ICsp
Glibenclamida = 1 nM).
Kir6 SUR Mdsculo ICso Glibenclamida es | [29, 31, 32]
2 2A cardiaco y 10 veces mas alta.
esquelético
Kir6 SUR | Madsculo lisoy [29, 31, 32]
2 2B Sistema
Nervioso

Los canales Katp se identificaron por primera vez en tejido de musculo cardiaco en donde
se encargan del acortamiento de la fase de meseta del potencial de accién ventricular [33]. Mas
tarde dichos canales fueron encontrados en otros tejidos como pancreas, musculo esquelético,
masculo liso vascular y no vascular. Particularmente, en el endotelio vascular cerebral se sabe

que los canales Katp se encargan de regular el tono vascular y de mediar la relajacion de los
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vasos sanguineos ante diversos estimulos en condiciones normales y patoldgicas como en la
hipoxia [34]. También se ha demostrado que los canales Katp juegan un papel relevante en la
motilidad intestinal [17]. Mientras que, en las neuronas, la apertura de los canales Katp reduce la
frecuencia de los potenciales de accion, por lo que se les atribuye cierta funcion protectora contra
el envejecimiento. Sin embargo, es en las células B-pancreéticas de los islotes de Langerhans en
donde los canales Karp ejercen su funcion maés representativa. El incremento en los niveles
intracelulares de ATP provocado por un aumento en la concentracion de glucosa causa el cierre
de los canales, produciendo asi la despolarizacion de la membrana plasmatica, la activacion de
los canales de calcio dependientes de voltaje y la secrecién de insulina. Por lo anterior, este tipo
de canales representan un vinculo entre el metabolismo y la excitabilidad celular [29, 31, 35].

Por otro lado, se ha relacionado a los canales Karp con el control del crecimiento y la
proliferacion de diferentes tipos celulares. Por ejemplo, activadores de canales Karp como el
minodixil, cromakalima y pinodicil incrementan la sintesis de ADN de células de cultivos
primarios de hepatocitos de rata, mientras que bloqueadores de canales Karp como la quinidina y
la glibenclamida atentan la sintesis del ADN de dichas células [36]. De manera importante, una
expresion anormal de los canales Karp ha sido identificada en diferentes tipos de cancer. A nivel
de lineas celulares se ha demostrado la presencia de canales Katp funcionales en células de
meduloblastoma humano (TE671) [37]; vejiga humana (HTB-9) [38]; cancer de mama (MDA-
MB-231) [39]; cancer gastrico (MGC-803) [40] y en células de glioma (U87 y U251) [41].

Por otro lado, existen evidencias que muestran que la glibenclamida, un bloqueador de los
canales de Karp, puede suprimir la proliferacion celular, aunque el mecanismo involucrado aln
no se encuentra del todo claro. Por ejemplo, en lineas celulares de céncer de prostata,
independientes de andrégenos (PC3 y DU145) y sensibles de androgenos (LNCaP y MDA-PCA-
2B) la administracion de glibenclamida disminuye la proliferacion celular [42]. Por un lado, se ha
demostrado que la reduccion de la tasa de crecimiento celular ejercida por la glibenclamida se
debe a un arresto de las células en la fase GO/G1, inhibiendo asi, la progresién del ciclo celular
[38, 39]. En algunos casos, también se ha demostrado un efecto sobre la regulacion de los niveles
de p27 y la disminucion en la expresion de la ciclina E [39]. Por otro lado, hay evidencias que
sefialan que la glibenclamida disminuye la proliferacion celular al ejercer un efecto proapoptotico

como se ha demostrado en las células de insulinoma de rata, RINm5F, en donde la glibenclamida
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disminuy6 la viabilidad celular, de manera dependiente de la concentracién probada (107 hasta
10 M), este efecto se ve acompafiado por un incremento en la muerte celular por apoptosis
[43]. Asi mismo, en las células humanas MGC-803 provenientes de cancer gastrico, la
glibenclamida disminuye la viabilidad celular, efecto relacionado con la induccién de apoptosis y
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como con la activacion de la via de INK
e inhibicion de la via de Akt [40] . Las evidencias anteriores sefialan el potencial uso de la

glibenclamida para el tratamiento de diferentes tipos de canceres.

Experimentos in vivo, han demostrado que en tumores cerebrales los canales Katp Se
encuentran sobre expresados en comparacion con el tejido normal cerebral, a nivel de mMRNA y
de proteina. En este tipo de tumores los canales Kate han sido identificados tanto en el endotelio
capilar tumoral como en las células tumorales [34, 44]. Por otro lado, en un modelo animal, en
donde a ratones TA2 se les indujo cancer de mama, un tratamiento combinado de glibenclamida
y cloruro de cobalto (CoCls) inhibié el crecimiento tumoral y la invasion, de manera similar a los

efectos producidos por el paclitaxel, el farmaco de referencia [45].

Pese a que hay muchas evidencias que sugieren una relacion de los canales Katp €n la

carcinogénesis, su papel en esta patologia alin no esta bien establecido.

1.3.2 Canales TRPs

El flujo de Ca** hacia el interior de la célula es un proceso clave para la regulacién de
muchos procesos que son relevantes en la progresion tumoral como lo son la regulacion de la
proliferacion, crecimiento, muerte, adhesién, diferenciacion y migracién celular. Por lo tanto,
practicamente todos los canales idnicos de Ca®* se han asociado con alguno de dichos procesos
destacando los canales miembros de la familia de los Receptores de Potencial Transitorio (TRP).
Los canales TRPs son canales catidnicos no selectivos compuestos por 6 segmentos
transmembrana que constituyen una de las familias mas numerosas de canales ionicos. De hecho,
estd formada por mas de 28 miembros que se expresan abundantemente tanto en células
excitables como no excitables y que tienen diferentes mecanismos de activacion, conductancia
ionica y funciones fisiologicas. Particularmente en las células no excitables representan la

principal via de entrada de Ca®*". Los canales TRPs fueron inicialmente identificados en
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Drosophila melanogaster, en donde una mutacion en los genes trp y trpl suprimié selectivamente
la respuesta a los estimulos de la luz y a la depolarizacion sostenida relacionada con el flujo
intracelular de Na* y Ca®* en los fotoreceptores. Como consecuencia, la mutante TRP de
Drosophila mostro una despolarizacion transitoria en lugar de sostenida en respuesta a la luz y se
decidid llamarles a estas proteinas como Receptores de Potencial Transitorio [46-48]. Dichas
proteinas se clasifican en 7 subfamilias, de acuerdo a la homologia de sus secuencias de
aminoéacidos [49]: TRPC (candnica), TRPV (vaniloide), TRPM (melastatina), TRPA (anquirina),
TRPP (policistina), TRMPL (mucolipina) y TRPN (No mecanoreceptor o Nompc). Diversos
estudios han mostrado que los canales TRPs estdn claramente implicados en el desarrollo y
fisiopatologia de distintos tipos de cancer [48, 50, 51].

1.3.2.1 TRPC6

La familia de canales TRPC esta4 conformada por 7 miembros, TRPC1-7, los cuales son
principalmente permeables a Ca** y con base a su homologfa en las secuencias de aminoécidos se
dividen en 4 subgrupos: TRPC1, TRPC3/6/7, TRPC4/5 y TRPC, que en humanos es un
pseudogen. Particularmente, los canales TRPC6 son activados por diacilglicerol, a traves de la
activacion de 2 tipos de receptores: 1) Receptores Acoplados a Proteinas G (GPCRs) y 2)
receptores de cinasas de tirosina [52, 53]. En tejidos normales los canales TRPC6 se expresan
practicamente en todos los tejidos, sin embargo, de manera abundante han sido detectados en
placenta, bazo, ovario, cerebro y tejidos ricos en musculo liso como pulmon, estomago, colon,
es6fago y miometrio. Contribuyen a la regulacion de diversos procesos fisioldgicos como en la
regulaciéon de la filtracion glomerular al modular la contraccion de las células mesangiales
glomerulares y también regulan la contraccién de las células vasculares de muasculo liso pulmonar
por mencionar algunos ejemplos [46, 50, 51, 54, 55]. Los canales TRPC6 pueden formar
homotetrameros o heterotetrameros con otros miembros de la familia TRPC como con los
canales TRPC3 [56].

Los canales TRPC6 se han encontrado sobre expresados en multiples tipos de cancer a
nivel de lineas celulares y en tejidos de pacientes. Por ejemplo, se ha determinado su expresion
en lineas celulares de cancer de mama [56, 57], asi como en cultivos primarios del mismo tipo de

cancer [58]; cancer gastrico [59]; hepatocarcinoma [60]; carcinoma renal [61]; cAncer de esdfago
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[62]; glioma [63, 64]; cancer de prostata [65, 66]; carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello [67] y cancer de pulmén [68]. En la mayoria de los céanceres antes mencionados, los
canales TRPCG6 se han visto implicados en la proliferacion celular ya que existen evidencias que
muestran que su silenciamiento [56, 60-63, 66] o su bloqueo farmacoldgico con SKF9636,
Lantano (La®*") o 2-Aminoetoxidifenil borato (2-APB) [59, 62, 63, 68] reduce la proliferacion
celular al interferir con la progresion del ciclo celular, ya que induce la fosforilacion de Cdc2 [59]
0 bloguean la activacion de CDKL1 al inhibir la expresion de Cdc25c [63], en ambos casos,
provocando un arresto en la fase G2/M. Por otro lado, en células de cancer de prostata y en
celulas de glioma se ha demostrado que los efectos de los canales TRPC6 sobre la proliferacion
involucran la activacion de NFAT, y su respectiva translocacion al nicleo provoca la expresion

de genes necesarios para la proliferacion [64, 69].

También se ha demostrado que la expresion de los canales TRPC6 puede ser relevante
para otros procesos caracteristicos del cancer como la invasion ya que en células de carcinoma
escamoso de cabeza y cuello, al silenciar el canal con un siRNA se inhibié dramaticamente tanto
la migracion celular como la invasion, sin alterar la proliferacion celular [67]. Los canales
TRPC6 también han sido relacionados con la angiogénesis, ya que en células endoteliales, como
las HUVEC, la regulacion a la baja del canal, disminuye la formacién de tabulos inducida por
VEGF [70]. Mientras que en las células de glioblastoma, U373MG, el silenciamiento de los
canales TRPC6 ademéas de provocar una disminucion en la proliferacion celular, también
disminuy6 la migracion celular y la angiogénesis [64].

En experimentos in vivo también se ha demostrado la importancia de los canales TRPC6
en el desarrollo de diversos tipos de cancer. Por ejemplo, su inhibicion o su inactivacion suprime
la formacion de tumores en ratones desnudos [59, 62, 63]. Asimismo, en muestras de pacientes se
ha determinado una sobre expresion de los canales TRPC6 tanto a nivel de mRNA como de
proteina en diversos canceres como el de mama [56-58], esofagico [62, 71], glioma [63], renal
[61]; prostata [65], carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello [67], pulmén [68] en
comparacion con sus respectivos tejidos normales. Particularmente, en el caso del carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello, el gen trpc6 ademas de encontrarse sobreexpresado, se
encuentra amplificado [67]. En algunos casos, el incremento en la expresion de los canales

TRPC6 correlaciona con el grado histologico [63, 65, 68] y en algunos otros inclusive se ha
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demostrado que los pacientes con una alta expresién de los canales TRPC6 tienen una menor
sobrevivencia a los 5 afios, en comparacioén con aquellos que tienen una baja expresion de los

canales [71].

1.3.3 Canales Idnicos en Cancer Cervicouterino

Diversos canales ionicos se expresan en células de cancer cervicouterino y se han
relacionado con la regulacion de diferentes procesos celulares como el volumen celular y la
invasion, sugiriendo que dichas proteinas juegan un papel muy importante para el desarrollo de
esta enfermedad. A continuacion, se describird la expresion y el potencial papel de algunos

canales ionicos en el cancer cervicouterino.

1.3.3.1 Canales de cloruro (CI)

Los canales de CI" son esenciales para el transporte de sales y agua a través de la
membrana en muchas células epiteliales y pueden ser activados por cAMP, Ca®* y por el
volumen celular [72, 73]. La regulacion del volumen celular es un proceso que le permite a la
célula mantener su volumen a pesar de los cambios en la osmolaridad extracelular. Las células
epiteliales poseen mdltiples vias de sefializacion relacionadas con la regulacion del volumen
celular. Por ejemplo, durante la progresion del ciclo celular las células tienden a incrementar
significativamente su tamafio (especialmente durante la transicion G1/S), lo anterior altera el
volumen celular por lo que se activa la disminucion del volumen regulador (RVD, por sus siglas
en inglés) en respuesta a la hipotonicidad [74]. La activacion de los canales de CI” en respuesta al
estrés hipotonico ha sido demostrada en varias lineas celulares [74-76]. Particularmente, en el
cancer cervicouterino la actividad de canales de CI” activados por volumen ha sido detectada en
células HelLa y en células provenientes de LSIL y HSI y se demostré que su activacién esta
asociada con: 1) la transformacion maligna del epitelio escamoso cervical, independientemente
de la infeccion por VPH y 2) con la migracion celular [77, 78]. Por otro lado, en células SiHa se
han detectado canales de cloruro funcionales y su bloqueo farmacoldgico con tamoxifeno y
NPPB (&cido 5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzoico) produce un arresto en la fase GO/G1 del
ciclo celular, sugiriendo que la actividad del canal es critica para el control de la progresion del

ciclo celular en dichas células [74].
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1.3.3.2. Receptores purinérgicos

Existen dos tipos de receptores purinérgicos, receptores P1 cuyo ligando es la adenosina y
los receptores P2 que reconocen al ATP, ADP, UTP y UDP. Los receptores Al a su vez se
dividen en 4 subtipos: A1, Aza, Azs Y As, todos acoplados a proteinas G. Mientras que los
receptores P2 se dividen en 2 familias, P2X canales activados por ligando (ATP) y permeables a
ciertos cationes como K*, Na* y Ca?* y los P2Y, acoplados a proteinas G. Hasta la fecha, 7 tipos
de receptores P2X(1-7) han sido clonados y caracterizados en mamiferos. Este tipo de canales se
expresan tanto en células excitables como no excitables y pueden mediar una variedad de
acciones fisioldgicas como la contractilidad del musculo liso, la secrecién neuroendocrina, la
modulacién de la transmision sinéptica, la transmision de la percepcion del dolor, y la regulacion
de las funciones celulares tales como el metabolismo, la sintesis de ADN y la proliferacion, la
diferenciacion y la muerte celular por apoptosis y necrosis [79, 80]. Especificamente en el cérvix,
los receptores purinérgicos se relacionan con la regulacion de la secrecién del moco cervical [81].
Particularmente, los receptores P2X, y P2X; han sido detectados a nivel de mMRNA y proteina en
celulas CaSki. Por otro lado, la activacion del receptor P2X; media la apoptosis en células
cervicales normales donde se expresa abundantemente. Mientras que en células cancerosas se
expresa en forma abundante una isoforma P2X7;, que es deficiente en la union con el ligando, en

la formacion del poro e induccion de apoptosis [82-85].

1.3.3.3 Canales de Na*

Los canales de sodio activados por voltaje (Nav) se expresan abundantemente en células
excitables en donde son responsables de la iniciacién y propagacién de los potenciales de accion.
También se expresan, en menor proporcion, células no excitables en donde su papel fisiolégico
aun no ha sido establecido, pero se han relacionado con la regulacion de algunos procesos
celulares como la migracion y adhesion [86, 87]. Los Nav se encuentran desregulados en una
gran variedad de canceres, entre los cuales se incluyen los de mama [88, 89], pulmdn [90]
prostata [91], leucemia, colon [92], ovario [93] y cervicouterino. Particularmente, en el cancer
cervicouterino, se ha demostrado la sobreexpresion de Navl.2, Navl.6 y Navl.7 a nivel de

MRNA vy proteina en cultivos primarios de CaCu y en biopsias de pacientes con CaCu invasor
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con respecto al tejido cervical normal. Interesantemente, en cultivos primarios de CaCu, los
canales Nav1.6 al ser blogueados con toxinas como tetrodotoxina (TTX) y B - toxina de

escorpion (Cn2) reducen la invasion [94, 95].

1.3.3.4 Canales de K*

1.3.3.4.1 Kv10.1

Kv10.1 es abundantemente expresado a nivel de mRNA en diversas lineas celulares, en
cultivos primarios y en biopsias de pacientes con CaCu y su blogueo farmacolégico (astemizol)
disminuye la proliferacion e incrementa la apoptosis. Particularmente, la expresién del mRNA se
ha encontrado en el 100% de biopsias de pacientes con CaCu mientras que s6lo en un 33% de las
muestras que fueron utilizadas como control (muestras con un Papanicolaou negativo) se detectd
la expresion del mRNA de dicho canal [96, 97]. También se ha estudiado la expresion del
Kv10.1 a nivel de proteina mediante inmunocitoquimica/inmunohistoquimica en citologias
cervicales de pacientes con lesiones intraepiteliales (alto y bajo grado) y en biopsias de pacientes
con neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC 1-3), utilizando citologias de pacientes con
Papanicolaou negativos como control. Asi mismo, se evalud la regulacion de su expresion por
algunos factores de riesgo del CaCu como estrogenos y VPH. La expresion del Kv10.1 fue
encontrada en el 67% de las citologias cervicales de lesiones intraepiteliales bajo grado y en un
92% de las muestras provenientes de lesiones intraepiteliales de alto grado. Mientras que s6lo en
un 27% de las muestras de las citologias normales expresaron el canal Kv10.1. Con lo que
respecta a las biopsias de las pacientes con NICs, se encontrd que cuanto mayor sea el grado de la
lesion, mas amplia serd la distribucion de la proteina del canal. Ademas, casi el 50% de las
pacientes del grupo control que tomaron estrogenos mostraron una expresion del canal. Los
resultados anteriores sugieren que el Kv10.1 es un potencial marcador de displasias cervicales y
un indicador de riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales en pacientes que toman estrogenos
[98]. Por otro lado, también se ha evaluado la expresidn del canal en células de queratinocitos
que tienen transfectados oncogenes del VPH como E6, E7 y E6/E7, donde se observo una sobre
expresion del canal a nivel de mRNA en comparacion con células de queratinocitos normales
[99].
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1.3.3.4.2 Canales de K* activados por Ca** dependientes de voltaje de gran conductancia

Se han descrito una gran variedad de canales de K" activados por Ca**, pero se agrupan
principalmente en 3 clases con base a sus diferencias en cuanto a la conductancia, a su
dependencia al voltaje para la apertura del canal y su sensibilidad a los bloqueadores: 1) Canales
de K" activados por Ca®* de gran conductancia (BK), requieren tipicamente concentraciones
micromolares de calcio para su activacion (; 2) Canales de K* activados por Ca?* de conductancia
pequefia (SK), son generalmente mas sensibles al calcio en los potenciales de membrana
negativos, pero su sensibilidad al calcio es independiente del potencial de membrana y 3) Canales
de K" activados por Ca** de conductancia intermedia (1K) son un grupo vagamente definido
debido a que se incluyen a los canales que no encaja en cualquiera de los otros dos grupos [100].
Los canales BK estan ampliamente distribuidos entre las células excitables y no excitables
regulando una gran cantidad de funciones como el disparo neuronal [101, 102], secrecion
enddcrina [103], tono muscular [104], osmoregulacion [105] , proliferacion celular y migracion
[106]. Se ha demostrado la expresion de los canales BK en células HeLa en donde, ademas, su
bloqueo con iberiotoxina (Ibtx) inhibid la proliferacion celular, de manera dependiente a la
concentracion, al arrestar a las células en la fase G1 y mediante la induccion de apoptosis. Dichos
efectos se relacionan con un incremento en la expresion de p53 y una disminucion de su proteina

chaperona (proteina de choque térmico) [107].

1.3.3.5 TRPC6

Se ha identificado la presencia a nivel de proteinas de los canales TRPC6 en muestras de
pacientes con CaCu. La expresion elevada detectada fue significativamente asociada con la
invasion en el espacio linfovascular, lo cual sugiere que el incremento en la expresion de TRPC6

pudiera asociarse con un fenotipo agresivo del CaCu [108].

2. JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad que actualmente produce los indices mas altos de mortalidad
y se considera un grave problema de salud publica a nivel mundial. Particularmente, el Cancer
Cervicouterino (CaCu) en nuestro pais, representa la segunda causa de muerte por cancer, en

mujeres. Hasta la fecha, existe una gran proporcion de pacientes que no responden a la terapia
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convencional para el cancer, teniendo asi, un prondstico muy pobre de vida. Por lo tanto, es
esencial investigar nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento del CaCu y los canales iénicos
son una alternativa muy prometedora para el desarrollo de nuevas y efectivas terapias contra el
cancer. Los canales ionicos son proteinas que estan involucrados en la regulacién de un sin
namero de funciones como el control del volumen celular y la proliferacién, contribuyendo asi, a
mantener la homeostasis celular. En afios recientes se ha demostrado que en las células
cancerosas existe una alteracion en la expresion y en la actividad de diversos canales ionicos con
respecto a las células sanas. Se ha propuesto, ademas, que dichos cambios pueden estar
involucrados en el desarrollo del cancer. Existen muchos farmacos comerciales que funcionan
como moduladores (activadores o blogueadores) de la actividad de muchos canales idnicos. Por
lo anterior, los resultados de este estudio, particularmente, sobre las alteraciones en la expresion
de algunos canales ionicos, propuestos en el proyecto, en las células de cancer cervicouterino, asi
como el papel de dichos canales ionicos en aspectos claves de la carcinogénesis como la
proliferacion y apoptosis celular, pueden proveer de evidencias para el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas para combatir al CaCu.

3. HIPOTESIS

Existe una diferencia en la expresion de canales ionicos en células de cancer cervical
con respecto a las células de cérvix sano. La inhibicidn de la actividad de aquellos canales

ionicos que estén sobreexpresados disminuira la proliferacion celular in vitro.

4. OBJETIVOS
41 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresién de canales de potasio y calcio en lineas celulares de cancer
cervical, muestras de tejido de pacientes con cancer cervicouterino y en cultivos primarios,
asi como evaluar el efecto de inhibidores de algunos de éstos canales sobre la proliferacion y

apoptosis en células de cancer cervicouterino.
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4.2

5.1

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la expresion a nivel de mRNA de los canales Ca,3.1, Ca,3.2, Kc3.1, Kvl.1,
K\3.4, K\8.2, K,11.1, Kir6.2, TRPM8, TRPC6 y TRPV6 en las lineas celulares C33A,
INBL, HeLa, CaSki, SiHa, en muestras de tejido de pacientes con cancer cervicouterino y
en cultivos primarios mediante PCR en tiempo real.

Evaluar la expresion de los canales ionicos a nivel de proteina mediante
inmunohistoquimica/imnunocitoquimica de aquellos que mostraron una expresion
diferencial con respecto al cérvix sano a nivel de mensajero.

Probar el efecto de algunos bloqueadores (de aquellos canales idnicos que se encuentren
incrementados a nivel de proteina) sobre la proliferacion celular y la apoptosis en las
lineas celulares y en los cultivos primarios mediante ensayos de actividad metabdlica y

experimentos por citometria de flujo, respectivamente.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer cervical HelLa, SiHa, CaSki, INBL, y C-33A, se

obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas), asi como los
queratinocitos normales y cultivados de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Dos
cultivos primarios de CaCu habian sido previamente establecidos en el laboratorio y
caracterizados de acuerdo a su expresion de citoqueratinas y del gen E7 del VPH-16 para

confirmar su naturaleza epitelial y cancerosa [96].

5.1.1 Inmunocitoquimica

Las lineas celulares se crecieron sobre laminillas cargadas y se sometieron al calor para la

recuperacion antigénica, posteriormente se realizo el blogueo de la peroxidasa endogena por 10

minutos (Bio SB, Santa Barbara), después las laminillas se incubaron en presencia del anticuerpo
especifico usado, para el TRPC6 (1:400) o para el Kir6.2 (1:100), durante 2 horas. Los

anticuerpos usados fueron obtenidos de Novus International (Littleton CO, USA).

Posteriormente, las laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario comercial de Bio SB por

15 minutos y posteriormente, se incubaron con estreptavidina por 15 minutos mas (Bio SB). La
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reaccion se termind incubando las laminillas en presencia de diaminobencidina. La presencia de
la proteina se observa como una tincion café (BioSB). Las laminillas se contra-tifieron con
hematoxilina (Dako, Glostrup) y fueron observadas en el microscopio Olympus 1X51; las

imagenes se obtuvieron con una cdmara DP70 Olympus.

5.1.2 Actividad metabdlica (ensayo MTT)

La proliferacion celular se estudié por medio del método MTT (bromuro de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) de medicion de la actividad metabodlica. Las células se
sembraron en placas de 96 pozos y la proliferacion celular se ensayé por el método colorimétrico
basado en la conversion de las sales de tetrazolium a cristales de formazan, por la actividad de la
enzima deshidrogenasa en la mitocondria. Después de 24 h de incubacion, las células fueron
expuestas a medio fresco y a diferentes concentraciones de Glibenclamida (Sigma-Aldrich,
G0639-5G), asi como a diferentes tiempos de incubacion. EI MTT (0.5 mg/mL) fue adicionado 4
horas antes del término del tratamiento. Una vez finalizado el tiempo de tratamiento, se agregd
SDS (al 10% en HCI) para disolver los cristales. Finalmente, los valores de absorbancia fueron

obtenidos mediante un contador de placas, Multiskan FC (Thermo Scientific).

5.1.3 Apoptosis

En las células normales la distribucion de los fosfolipidos de la membrana es asimétrica,
la membrana interna contiene fosfolipidos aniénicos como la fosfatidilserina (PS) y la externa
fosfolipidos neutros. En la célula apoptotica se produce la translocacion de restos de PS de la
membrana interna a la externa, esto ocurre durante la apoptosis temprana donde se mantiene la
integridad de la membrana. La anexina-V es una proteina con gran afinidad a los restos de PS,
por lo tanto, la anexina se puede unir a las células apoptoticas por exponer los restos de PS al
exterior, discriminando asi las células apoptoticas de las normales. Dado que la membrana de las
células necroticas se permeabiliza, éstas pueden unir también anexina por lo que para
distinguirlas de las células apoptoticas se usa el ioduro de propidio (IP) el cual se une al DNA por
lo tanto solo las células necrdticas podran capturar el IP. Las células se sembraron en cajas de
cultivo de 60 mm vy se incubaron durante 48 horas con el medio de cultivo solo o en presencia de
glibenclamida (100 umol/L y 150 umol/L) o vehiculo (agua estéril). La camptotecina (inductor

de apoptosis) y el metanol (inductor de la necrosis) se usaron como controles positivos, los cuales
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fueron adicionados 24 horas antes del término del tratamiento. La apoptosis se determind
mediante la unién de la anexina V-FITC a la fosfatidilserina y a la tincion del DNA con yoduro
de propidio (PI) [Annexin V-FITC kit (Invitrogen Co.)]. Los experimentos se llevaron a cabo por
medio de citometria de flujo [cytometer CYAN ADP (Dako, Glostrup)]. El porcentaje de células
viables (FITC y PI negativas), de células apoptdticas (FITC positivas y Pl negativas), y de células
en apoptosis tardia (FITC y PI positivas) se obtuvieron por medio del analisis de cuadrantes

usando el Software Summit 4.3.

5.2 Muestras de Pacientes

5.2.1 Consideraciones éticas

Muestras de tejido de cancer cervicouterino (n = 60) fueron obtenidas de pacientes que
asistian a consulta por primera vez al “Instituto Nacional de Cancerologia” (INCan) mediante la
aprobacion del protocolo (013/024/Gll) (CEI/846) por el Comité de Etica en Investigacion y por
el Comité de Investigacion. Ademas, se obtuvo el consentimiento informado de cada una de las
pacientes que donaron su tejido. Mientras que el tejido cervical no canceroso (n = 10) fue
obtenido de pacientes que se sometieron a una histerectomia indicada por una patologia
ginecologica benigna en el “Hospital General Manuel Gea Gonzalez” bajo el siguiente protocolo

aprobado (11-84-2013) por el Comité de Etica de dicho hospital.

5.2.2 Muestras biologicas

Las muestras de cancer cervicouterino utilizadas provenian de pacientes que habian
asistido por primera vez al servicio de Ginecologia del INCan y que no se habian sometido a
ningln tipo de tratamiento contra el cancer (cirugia, radioterapia y/o quimioterapia).
Inmediatamente después de tomada la muestra, para el estudio de expresion del mRNA, ésta fue
colectada en un tubo con Trizol y colocada en un contenedor con nitrégeno liquido para su
transporte al laboratorio donde fue almacenada a -70 °C hasta su procesamiento. Mientras que
para analizar la expresion a nivel de proteina por inmunohistoquimica, inmediatamente después
de ser tomada la muestra fue puesta en formaldehido para su fijacion. Las muestras tomadas,
fueron analizadas histologicamente y clasificadas de acuerdo a la Federacion Internacional de

Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en Adenocarcinoma (AC) y Carcinoma Epidermoide o de
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células escamosas (SCC). Se analizaron 30 biopsias para los estudios de expresion génica y otras
30 biopsias mas para los estudios de expresion de proteina.

5.2.3 Inmunohistoquimica

Las biopsias de tejido cervical sano y cancerosos fueron fijadas en formaldehido, se
embebieron en parafina y se realizaron cortes de 5 pum de grosor, los cuales se montaron en
laminillas cargadas (con silano); posteriormente los tejidos se desparafinaron mediante xileno y
series decrecientes de etanol. Las laminillas se sumergieron en buffer de citratos (0.01 mol/L (pH
8.0) y se realizo la recuperacion antigénica mediante calor. Posteriormente, se realizo el bloqueo
de la peroxidasa enddgena por 10 minutos (Bio SB, Santa Barbara); después, las laminillas se
incubaron en presencia del anticuerpo primario correspondiente anti-Kir6.2 (1:100) (Novus
Biologicals, NBP1-00900); anti-SUR1 (1:50) (Novus Biologicals, NBP1-59778); anti-SUR2
(1:300) (Novus Biologicals, NBP1-84436); anti-TRPC6 (1:400) (Novus Biologicals, NBP1-
77260) por 2 horas a -4 °C. El resto del proceso fue igual que el utilizado en la

inmunocitoquimica, arriba descrita.

5.3 Estudios de Expresion Génica
5.3.1 Extraccion de RNA

Para las lineas celulares y los cultivos primarios seguimos la metodologia basada en el
método descrito por Chomczynski y Sacchi [109]. El primer paso consistié en eliminar el medio
de cultivo por aspiracion. Después se le adicion6 1 mL de trizol (Invitrogen, No. Cat. 15596-018)
frio y se rasparon las células adheridas a las paredes de la caja, usando los raspadores.
Posteriormente, la muestra se transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se homogeneizé y se le
adicionaron 200 pL de cloroformo (Sigma-Aldrich C-2432-500 ml) frio. Después, la muestra fue
centrifugada a una velocidad de 12, 000 rpm, durante 20 min a 4 ° C. Posteriormente, se transfirio
la fase acuosa (superior transparente) a un tubo nuevo (sin tocar la interfase para impedir que
haya contaminacion por DNA genomico). Luego, se adicionaron 500 pL de isopropanol (Sigma-
Aldrich 1-9516-500ML) frio para precipitar el RNA. La muestra se almacend a -20 °C toda la
tarde. Al otro dia, la muestra se centrifugd a 12, 000 rpm, durante 20 min a 4 ° C. Después, se
decanto el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1ImL de etanol (Sigma- Aldrich E7148-500ML)

frio al 75%. La muestra fue nuevamente centrifugada a las mismas condiciones durante 20 min,
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se decantd rapidamente y se elimind el exceso de etanol con una gasa estéril. Por Gltimo, la
pastilla se resuspendid en un volumen de 20 a 50 L, dependiendo de su tamafio, de agua estéril y
se almacend a -70 ° C hasta su utilizacion. Para el caso de las biopsias colectadas, estas fueron
pulverizadas en morteros enfriados con nitrogeno liquido, para evitar la degradacion del RNA.
Posteriormente, la muestra pulverizada fue colectada y transferida al mismo tubo con trizol donde
fue colectada. Los pasos posteriores fueron los mismos que se siguieron para el caso de las

células en cultivo.

5.3.2 Purificacion del RNA con DNasa

El objetivo de este paso es remover el DNA gendmico de las preparaciones de RNA
previo a las reacciones de RT-PCR. El primer paso fue elaborar una mezcla de reactivos que
contenia RNA, agua y DNAsa (Roche No. Cat. 776785). La mezcla anterior se agité por algunos
segundos con vdrtex. Posteriormente, se colocaron los tubos dentro del termociclador y se
sometieron al siguiente programa de temperaturas: 1) 37 °C por 60:00 min 2) 75°C por 5:00 min
3) 4 °C por 60:00 min. El producto de la reaccion se almacend a -70°C. En cada corrida, ademas
de las muestras de interés, se incluyé una muestra para el control interno de calidad, la cual fue el
blanco de reactivos. El blanco de reactivos sirve para detectar cualquier contaminacion
procedente de los reactivos, contiene todos los reactivos excepto la muestra, en su lugar se utilizo

agua.

5.3.3 Obtencion del cDNA

Se elabord la siguiente mezcla de reactivos: Mix 1 (RNA, Oligo DT (Invitrogen, No. Cat.,
18418-012), DNTP Mix (New England Biolabs, No. Cat., N0446S) y agua) y el Mix 2 (MMuLV
(New England Biolabs No. Cat., M0253S), agua y RNAsa Out (Invitrogen No. Cat., 10777-
019)). En tubos de 0.2 mL previamente identificados, se depositaron los reactivos del mix 1.
Posteriormente, en el termociclador las muestras se sometieron al siguiente programa de
temperaturas: 1) 65 °C por 5:00 min 2) 37 °C por 50:00 min 3) 70 °C por 15:00 4) 4 ° C por
infinito. Durante el paso nimero 2 se agrego el mix 2. Por ultimo, las muestras se almacenaron a
-20 ° C hasta su utilizacion. En cada corrida, ademas de las muestras de interés, se incluyeron

muestras para el control interno de calidad tales como controles negativos y blancos de reactivos.
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El blanco de reactivos es la misma muestra obtenida del tratamiento con DNAsa. En tanto que el
control negativo, no contiene transcriptasa reversa y nos sirve para detectar contaminacion por

DNA genomico procedente de la muestra

5.3.4 PCR en tiempo real empleando sondas Tagman

El primer paso fue elaborar las siguientes mezclas de reactivos: Tagman Universal PCR
master mix (Applied Biosystems, 4304437), sonda especifica para cada gen analizado, cDNA y
agua. Se incluyeron en cada corrida muestras para el control interno de calidad tales como
controles positivos, negativos de la RT (sin reverso transcriptasa) y blancos de reactivos la
DNAsa y la RT, asi como NTC de la PCR tiempo real. En tubos de 0.5 ml, se preparé la cantidad
de mix de acuerdo al nimero de muestras que se quieran analizar. Posteriormente, las muestras se
sometieron al programa de temperaturas que se describe a continuacion: 1) 95 °C por 10 min
(para activar a la enzima) 2) 95 °C por 10 s (separacion de la doble cadena del DNA) y 3) 60 °C
por 1 min (alineamiento y elongacion del primer). Las Gltimas 2 etapas se repitieron por 40
ciclos.

Los datos fueron analizados por medio del método de la 244

que permite la
cuantificacion relativa de la expresion genética. Esta técnica consiste en restar el valor de Ct del
gen problema al Ct del gen endogeno, y de este modo se obtiene la primera delta (1* A). Una vez
realizado este paso tanto para el control como para los tratamientos, se obtiene la segunda A al
restar el valor de la 12 delta de un tratamiento al valor de la 1* A del control. Cuando el gen
problema es menos abundante que el gen enddgeno la segunda delta deberd ser de un valor
negativo por lo que se multiplica por -1, esto atn si el valor de la 2* A fuera positivo y es elevado
como exponente de la base 2, resultando asi el valor del incremento en el nimero de veces en la
expresion del gen de interés, corregido por el gen enddgeno en el mismo tratamiento y por la
expresion génica del control. Para obtener el valor del control como 1, se resta a si mismo la 1* A,

lo que da un valor de cero, y este elevado como exponente de base 2 origina el valor de 1.

5.8 Andlisis Estadistico
Los datos se analizaron por medio del programa GraphPad Prism 5.0 aplicando ANOVA
de una via seguida de la prueba de Tukey-Kramer. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas con valor de p<0.05.
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6. RESULTADOS
6.1. Determinar la expresion a nivel de mRNA de los canales ionicos a estudiar
e Lineas celulares y cultivos primarios. Se evalud la expresion de diversos canales
ionicos en una linea celular de queratinocitos normales, los cuales fueron utilizados como
control y en cada una de las lineas de cancer cervicouterino y en los cultivos primarios.
Con esta primera prueba descartamos aquellos canales idnicos cuya expresion génica no
fue detectada mediante PCR-tiempo real o que no presentd algun cambio con respecto al
control. Por lo anterior, sélo nos enfocamos al estudio de los siguientes canales ionicos:
Ca,3.1, Ca,3.2, Kvll.1, Kir6.2, y TRPC6 en las diferentes lineas celulares de cancer
cervicouterino y en dos cultivos primarios previamente establecidos en el laboratorio,
nombrados como CP1 y CP2, respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en

la siguiente tabla (Tabla 5):

Tabla 5. Patron de expresion de los canales ionicos Ca,3.1, Ca,3.2, K,11.1, Kir6.2, y
TRPC6 en diferentes lineas celulares y cultivos primarios de CaCu. El signo (+) indica un
incremento en la expresion del mMRNA estadisticamente significativa con respecto al control.
Mientras que el signo (-) indica una disminucion de la expresion del mRNA estadisticamente
significativa con respecto al control. Los resultados fueron obtenidos con el programa GraphPad
Prism version 5.0. el analisis empleado fue un ANOVA de una via, seguida de una prueba de
Tukey para comparar los datos entre los diferentes grupos experimentales; valores de P < 0.05
fueron considerados estadisticamente significativos. EI signo = significa que no hubo cambio
alguno en los patrones de expresion del mMRNA. Mientras que los espacios en blanco reflejan la
ausencia del mRNA.

Células Cav3.1 Cav3.2 Kir6.2 Kv1l.1 TRPC6
CP1 + - + +
CP2 + - = =

Caski + = B
C33A + + +
HelLa + + + +
INBL + - +
SiHa + - +
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e Muestras de pacientes. Se evalud la expresion de diversos canales ionicos en 30
muestras de pacientes con diagndstico de cancer cervicouterino y en 10 muestras de
ceérvix no canceroso, las cuéles fueron utilizadas como control. Los resultados obtenidos

se muestran en la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6. Patron de expresion de los canales Ca,3.1, Ca,3.2, K,11.1, Kir6.2, y TRPC6
en muestras de pacientes con CaCu. El signo (+) indica un incremento en la expresion del
mensajero con respecto al control. Mientras que el signo (-) indica una disminucion del
mensajero con respecto al control. Los espacios en blanco reflejan la ausencia del mRNA.

Cav3.1 | Cav3.2 | Kir6.2 | Kv11l.1 | TRPC6

Biopsias - + + -
(n=230)

De manera general, los resultados muestran una gran variabilidad entre el patron de
expresion génica de los canales idnicos estudiados entre las lineas celulares y las muestras de
pacientes. Con lo que respecta al canal TRPC6 la expresion del mRNA sélo fue detectada en 20
de las 30 muestras analizadas, mostrando en la mayoria de los casos (excepto en uno) una
disminucion del mRNA comparada con el grupo control. Por otro lado, en todas las muestras
analizadas se detectd el mRNA de Kir6.2, encontrandose en un gran porcentaje de las muestras
un incremento en la expresion del mensajero con respecto al grupo control. En ambos casos los
resultados obtenidos de la expresidn génica en las pacientes correlacionan con los datos obtenidos
en las lineas celulares. Por lo anterior, s6lo nos enfocamos a efectuar los experimentos de
expresion de proteina en los canales Kir6.2 y TRPCG6. Por lo anterior, el resto de los resultados se

enfocaran a estos dos canales.

6.2 Canales Kir6.2
6.2.1 Expresion diferencial de los canales Kir6.2 en las lineas celulares de cancer
cervicouterino

Primero se examind la expresion de los canales Katp en 10s dos cultivos primarios (PC1 y
PC2) y en cinco lineas celulares humanas de cancer cervical (C33A, CaSki, HeLa, INBL y SiHa).

El mRNA de la subunidad Kir6.2 fue estudiado por RT-PCR en tiempo real y normalizado con
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respecto al patrén de expresion de los queratinocitos primarios normales. La expresion de la
subunidad Kir6.2 fue detectada en todas las lineas celulares (Fig. 1A). Sin embargo, en
comparacion con los queratinocitos normales, la Gnica diferencia estadisticamente significativa
fue la sobreexpresion observada en las células HelLa. Por lo anterior, s6lo nos enfocamos en
analizar la expresion a nivel de proteina de la subunidad Kir6.2 en células HeLa. En la figura 1B
se muestra la expresion a nivel de proteina de las subunidades Kir6.2 y SUR2 de los canales Katp
(inmunotincion café). Tejidos de corteza cerebral humana y de testiculos de rata fueron usados
como controles postitivos para la expresion de las proteinas de Kir6.2 y SUR respectivamente
(Fig. complementaria 1). La proteina SUR1 no pudo ser detectada. A pesar de la debil sefial
observada en la inmunotincion para la subunidad SUR2, nuestros resultados sugieren fuertemente

que las células HeLa expresan los canales Karp compuestos por las subunidades Kir6.2 y SUR2.

6.2.2 La glibenclamida disminuye la proliferacion de las celulas HeLa y de los

gueratinocitos normales

Nos preguntamos si la expresion de los canales Katp en las células HelLa pudiera estar
relacionada con la proliferacion celular. Por lo tanto, examinamos el efecto de la glibenclamida
(un bloqueador de los canales Katp) sobre la proliferacion celular de las células HeLa mediante el
ensayo de actividad metabdlica basado en el MTT. La incubacion de las células HelLa con
diferentes concentraciones de glibenclamida (40-200 uM) durante 48 h provoc6 una disminucion
de la viabilidad celular de aproximadamente el 60%, la cual fue dependiente de la concentracion
y del tiempo de exposicién (Figs. 1C-D). En contraste, la glibenclamida disminuyé la
proliferacion celular de los queratinocitos normales sélo en un 30% (Fig. 1D).

Ademas, estudiamos el efecto de la glibenclamida en otras lineas celulares que mostraron
niveles variables de expresion del mMRNA de la subunidad Kir6.2. Interesantemente, observamos
que a medida que los niveles de expression del mRNA de Kir6.2 incrementaban, el efecto
inhibitorio de la glibenclamida, también incrementaba (Fig. 1E). Por otro lado, la apoptosis no
fue afectada por el tratamiento con glibenclamida (Fig. complementaria 1). Lo siguiente que
hicimos, fue estudiar la expresion de los canales Katp a nivel de mRNA y de proteina en muestras

de tejidos humanos cervicales cancerosos y no-cancerosos.
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Figura 1. Expresion de los canales Katp en células de cancer cervicouterino. A. La expresion relativa de
mRNA de la subunidad Kir6.2 en queratinocitos normales (Control), cultivos primarios (CP1 y CP2) y lineas
celulares de cancer de cuello uterino se determiné mediante RT-PCR en tiempo real. Se efectuaron tres réplicas
experimentales. Los datos se presentan como la media + DE (Desviacion estandar), * P < 0.05 vs. control. B. La
expresién a nivel de proteina de las subunidades de los canales Katp €n las células Hela se determind por
inmunocitoquimica. Una tincion café en las células Hel a revela la presencia de las subunidades Kir6.2 (a) y SUR2
(b). La expresion de las proteinas de la subunidad Kir6.2 se localizé predominantemente en el citoplasma de la célula
(Cit) mientras que la expresién SUR2 fue apenas detectable en el espacio perinuclear (PN) de las células HelLa
(escala = 62.7 um). Aumento original 200 X. Control negativo. No se observé inmunotincidon en ausencia del
anticuerpo primario (c-d). Después de 48 h de tratamiento la viabilidad de las células HelLa disminuy6 de forma
dependiente de la concentracion C y del tiempo a la concentracipin de 150 puM. El efecto inhibitorio fue mas
pronunciado en las células HeLa comparadas con los queratinocitos normales D. Las células fueron cultivadas solo
en medio (C), con agua estéril como vehiculo (V) o glibenclamida (G). * P <0.05 vs. vehiculo. Los datos se
presentan como la media + DE de tres experimentos independientes. El efecto de la glibenclamida (150 uM, 48 h)
fue més pronunciado en las lineas celulares que mostraron una expresion mas alta del MRNA de Kir6.2 E. Los datos
son la media + DE (n = 3). P <0. 05vs. Vehiculo (*) o queratinocitos normales (°). QN = queratinocitos normales.
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6.2.3 Expresion del mRNA de Kir6.2 en biopsias humanas y su potencial asociacion con la
diferenciacion tumoral y la invasion

Estudiamos la expresion a nivel de mRNA de la subunidad Kir6.2 en 24 muestras de
tejido canceroso (22 de carcinoma celular escamoso y 2 de adenocarcinoma). Las muestras
fueron clasificadas de acuerdo a la FIGO como estadio | (cuatro muestras del estadio 1A y dos
muestras del estadio IB); Il (una muestra del estadio 1IA y cinco muestras del estadio 11B); 111
(siete muestras del estadio I1IB); IV (tres muestras del estadio IlIB); una muestra de
adenocarcinoma in situ y una muestra de adenocarcinoma invasor. La expresion del mRNA fue
normalizada con respecto a 1, como resultado de los valores obtenidos de 10 biopsias de
pacientes con un cérvix no canceroso que fueron usadas como controles. La expresién mas alta
fue detectada en las biopsias del estadio clinico IV del carcinoma celular escamoso (Fig. 2A) y
algunas de estas muestras mostraron niveles de mMRNA de Kir6.2 por arriba de 60 veces mas que
los controles. Observamos una diferencia en la expresion del mRNA del Kir6.2 en tumores
invasivos con respecto a los no invasivos. Con base a esa diferencia detectada, separamos las
muestras de tumores invasivos en tres grupos de acuerdo a sus niveles de expresion del mRNA.
Algunos tumores invasivos mostraron una expresion hasta de 50 veces mas del mRNA en
comparacion con los tumores no invasivos o con las biopsias de cervix no canceroso (Fig. 2B).
Consideramos como tumores no invasivos aquellos cuyo componente invasor fue delimitado a
focos microscopicos de unas pocas micras en longitud y profundidad, como se observo en las
biopsias de carcinoma in situ (tumores microinvasivos, cuatro muestras del estadio IAl y una
muestra de adenocarcinoma in situ). Las muestras también fueron divididas en referencia a su
grado de diferenciacion en bien, moderadamente y pobremente diferenciadas. Una vez mas,
formamos subgrupos. La mas alta expresién fue observada en muestras de pacientes clasificadas
con grados de diferenciacion moderadamente y pobremente diferenciados (Fig. 2C) y algunas de
estas biopsias mostraron niveles por arriba de 50 veces mads mRNA de Kir6.2 con respecto a los
controles. Ademas, analizamos la posible asociacion entre la expresion del mRNA de Kir6.2 y la
invasion en el espacio linfovascular. Siete muestras reportaron tener permeacion linfovascular y
el 100% de estas muestras mostraron altos niveles de expresion del mRNA de Kir6.2. Sin

embargo, 13 de las 23 (56.6%) muestras que no tenian permeacion linfovascular también
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mostraron una alta expresion del mRNA de Kir6.2, asi que no encontramos una asociacion entre

estos parametros.
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Figura 2. Expresion del mRNA de la subunidad Kir6.2 en biopsias de cancer cervicouterino. A.
Expresion relativa del mRNA de la subunidad Kir6.2 en tejidos de cancer cervicouterino de pacientes, las cudles
fueron agrupadas en los diferentes estadios clinicos del carcinoma epidermoide desde el estadio | hasta el estadio 1V.
Todos los datos fueron normalizados al promedio de la expresion del mMRNA de la subunidad Kir6.2 en 10 tejidos de
cérvix no canceroso (control). Las muestras del estadio IV son las que mostraron la més alta expresion del mMRNA de
Kir6.2. Los datos son presentados como el promedio + DE. Estadio | (n=6), estadio Il (n=6), estadio Il (n=7) y
estadio IV (n=3). * P <0.05 vs. Control. B. Expresion relativa del mRNA de la subunidad Kir6.2 en tejidos de cancer
cervicouterino de pacientes, las cuales fueron agrupadas de acuerdo al tipo de carcinoma que presentaban, en
carcinoma no invasor (No-inv) y carcinoma invasor, el cual, a su vez, fue subclasificado en tres grupos de acuerdo a
su patrén de expresion (11-13). Todos los datos se normalizaron a la expresion Kir6.2 en 10 muestras de tejidos del
cuello uterino no cancerosas. Los datos son la media = no invasor (n=5); 1 (n=7); 2 (n=12) y 3 (h=4). P <0,05 vs.
cada grupo (*) C. Expresion relativa del mRNA de la subunidad Kir6.2 en tejidos de cancer de cuello uterino de las
pacientes que se agruparon de acuerdo a su grado histopatolégico de diferenciacién en bien, moderado y pobre. Los
grupos de moderado y pobre fueron, también, subclasificados en 2 grupos por su patrén de expresion relativa,
respectivamente. Todos los datos se normalizaron a la expresion Kir6.2 en 10 muestras de tejidos del cuello uterino
no cancerosas. Los datos son la media + DE. bien (n = 4); moderado 1 (n = 13); moderado 2 (n = 3), pobre 1 (n = 4)
y pobre 2 (n = 3). P <0,05 vs. cada grupo (*).

6.2.4 Expresion de los canales Katp en tejidos humanos cervicales
Determinamos la expresion a nivel de proteina de las subunidades Kir6.2 y SUR2 de los

canales Katp en 30 biopsias de tejido cervical canceroso (24 carcinoma escamoso y 6
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adenocarcinomas) mediante inmunohistoquimica y en 10 biopsias de tejido cervical no
canceroso. Las biopsias de tejido cancerosos fueron obtenidas de pacientes diferentes de aquellas
que participaron en el estudio de expresion génica. No se observo inmunotincion en la mayoria
de los tejidos cervicales no cancerosos (9/10) (Fig. 3A), de hecho, solamente una muestra mostro
una sefial débil. En concordancia, no fue observada expresion de la proteina de SUR2 (10/10) en
los tejidos cervicales no cancerosos (Fig. 3B). En contraste, diez de las treinta muestras de cancer
cervical mostraron una intensa tincion, que indica una abundante expresion de la proteina de la
subunidad Kir6.2 (Fig. 3A). Las muestras positivas para la inmunotincion correspondian al
estadio | (una muestra del estadio 1A y una muestra del estadio IB); estadio Il (dos muestras del
estadio 11B); estadio 111 (dos muestras del estadio 111B); estadio 1V (una muestra del estadio IVA
y tres del estadio 1VB) y un adenocarcinoma del estadio IB, de acuerdo a la clasificacion de la
FIGO. Las células estromales de los tejidos tumorales también mostraron una ligera tincion para
la subunidad Kir6.2. La expresion de la subunidad SUR2 fue detectada solamente en 4 tejidos
cancerosos (Fig. 3B). Dos muestras es los estudios de inmunohistoquimica provenian de
pacientes con permeacion linfovascular, ambas muestras mostraron altos niveles de la proteina de
la subunidad Kir6.2.
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Figura 3. Sobreexpresion de los canales Katp en tejidos cervicales cancerosos. A. Inmunohistoquimica
de secciones seriales representativos de muestras quirdrgicas de tejido cervical no canceroso, de tejido de cérvix
canceroso de adenocarcinoma y de carcinoma epidermoide desde los estadios clinicos | hasta el 1VV. Una tincién café
es positiva para la presencia de la subunidad Kir6.2 a las amplificaciones de 100 (escala = 251 um) y 400 (escala =
62.7 um). La subunidad Kir6.2 fue predominantemente localizada en el ndcleo celular (N) y en el espacio
perinuclear (PN). Una tincidn negativa fue observada en el tejido cervical no canceroso. B. Inmunohistoquimica de
secciones seriales representativas de muestras quirdrgicas de tejido cervical no canceroso, de tejido de cérvix
canceroso de adenocarcinoma y de carcinoma epidermoide. Una tincion café es positiva para la presencia de la
subunidad SUR?2 a las amplificaciones de 100 y 400. La subunidad SUR2 fue predominantemente localizada en el
citoplasma (C) y una tincion negativa fue observada en el tejido cervical no canceroso. La expresion de los canales
Katp €stuvo marcadamente incrementada en los tejidos de cérvix canceroso con respecto a los tejidos de cérvix no

canceroso.
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6.3 Canales TRPC6

6.3.1 Expresion de los canales TRPCG6 en las lineas celulares de cancer cervicouterino

Hasta la fecha, no existen datos disponibles de la expresion de los canales TRPC6 en
lineas celulares humanas de céncer cervicouterino. Realizamos los mismos experimentos de
expresion génica mediante RT-PCR en tiempo real en los dos cultivos primarios (PC1y PC2) y
en cinco lineas celulares humanas de cancer cervical (C33A, CaSki, HeLa, INBL y SiHa). El
nivel de expresion del mRNA de dichos canales fue normalizado con respecto al patrén de
expresion de los queratinocitos primarios normales. La Fig. 4A muestra el patron de expresion
del mRNA de los canales TRPC6 in vitro, observando que en el PC1 el mRNA se encuentra
sobreexpresado, mientras que, en el otro cultivo primario, el PC2, se encuentra disminuido,
ademas de que el mMRNA de los canales TRPC6 fue indetectable en las cinco lineas celulares
probadas. Por lo tanto, solamente determinamos la expresion a nivel de proteina de los canales
TRPC6 en los cultivos primarios, obteniendo resultados que correlacionan con los vistos en los

experimentos de RT-PCR en tiempo real, como se muestra en la Fig. 4B.
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Figura 4. Expresion de los canales TRPC6 en células de cancer cervicouterino. A. La expresion relativa
de mRNA de los canales TRPC6 en lineas celulares de cancer de cuello uterino y 2 cultivos primarios se determind
mediante RT-PCR en tiempo real. Se efectuaron tres réplicas experimentales. Los datos se presentan como la media
+ DE. * = P< 0.05 frente al control. B. La expresion a nivel de proteina de los canales TRPC6 se determind por
inmunocitoquimica. Una tincién café revela la presencia de las proteinas de los canales TRPC6. Tejido de pulmén
humano fue usado como control positivo para el anti TRPC6 (a), queratinocitos normales humanos (b), CP1 (c), CP2
(d). En ausencia del anticuerpo primario (e) y en células LNCaP no se observa inmuno tincién café. Los resultados
de inmucitoquimica correlacionan con aquellos obtenidos en el analisis de expresion génica. Aumento original 200
X, escala = 62.7 pm.
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6.3.2. El gen de los canales TRPC6 se encuentran hipermetilados en las células CaSki y
SiHa

Como observamos que en todas las lineas celulares de cancer cervicouterino probadas, el
MRNA de los canales TRPC6 fue indetectable quisimos determinar si la metilacion pudiera estar
reprimiendo la expresion de los canales TRPC6 como ha sido reportado para otros canales de
calcio [110]. Asi que decidimos someter a las células a un tratamiento con 5-deoxiazacitidina, un
agente desmetilante global., a tres diferentes concentraciones (200 n M, 1 uM y 2 uM) durante
seis dias. En la Fig. 5 se muestra que solo en las células CaSki y SiHa tratadas con la 5-
deoxiazacitidina a la mayor concentracion probada (2 uM) se pudo detectar la expresion de los
canales TRPC6, tanto a nivel de mRNA por RT-PCR en tiempo real (Fig. 5A) como de proteina
mediante inmunocitoquimica (Fig. 5B) indicando una correlacion entre ambos experimentos. No

hubo inmuno-tincidn en las células que no fueron tratadas con a 5-deoxiazacitidina (control) y en
aquellas expuestas a DMSO (vehiculo).
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Figura 5. El tratamiento desmetilante induce la expresion de los canales TRPC6 en las células CaSki y
SiHa. A. Expresion relativa del mRNA de los canales TRPC6 en células CaSki (a) y SiHa (b) bajo las siguientes
condiciones, en presencia de medio (M), de DMSO (V) y de diferentes concentraciones de5-aza-2"-deoxicitidina.
Los datos son presentados como el promedio + DE de tres réplicas experimentales. P <0.05 vs. Control (*). B.
Expresion a nivel de proteina de los canales TRPC6 en células CaSki y SiHa bajo las siguientes condiciones, en
presencia de medio (M), de DMSO (V) y de 200 uM de 5-aza-2"-deoxicitidina. Una tincion café, sefial de la
presencia de los canales TRPC6 se observa sélo en aquellas células sometidas al tratamiento con el agente

desmetilante, datos, que correlacionan con los vistos en los estudios de expresion génica. Aumento original 200 X,
escala = 62.7 um.
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6.3.3. Expresion de los canales TRPCG6 en biopsias de cancer cervicouterino

Al igual que lo hicimos para los canales Katp, estudiamos la expresion a nivel de mMRNA
de los canales TRPCG6 en 30 muestras de tejido canceroso (28 de carcinoma celular escamoso y 2
de adenocarcinoma). La expresion del mMRNA fue normalizada con respecto a 1, como resultado
de los valores obtenidos de 10 biopsias de pacientes con un cérvix no canceroso (Fig. 6A). De
igual forma, determinamos la expresion a nivel de proteina de los canales TRPC6 en 30 biopsias
de tejido cervical canceroso (24 carcinoma escamoso y 6 adenocarcinomas) mediante
inmunohistoquimica y en 10 biopsias de tejido cervical no canceroso. Las biopsias de tejido
cancerosos fueron obtenidas de pacientes diferentes de aquellas que participaron en el estudio de
expresion génica. Se observo inmunotincion en todos los tejidos cervicales no cancerosos (10/10)
(Fig. 6B). En contraste, solo quince de las treinta muestras de cancer cervical mostraron una

tincion, en todos los casos, de menor intensidad con respecto al tejido control.

36



>
e

Tejido cervical no canceroso

15

E , 1,04 —

m —

e £ 0

£ =

75 00

“é £ 00M

2 £ 000

N 0002
0001
0.000

Figura 6. Expresion de los canales TRPC6 en biopsias de cancer cervicouterino. A. Expresion relativa
del mRNA de los canales TRPC6 en tejidos de cancer cervicouterino de pacientes, las cuales fueron agrupadas en los
diferentes estadios clinicos del carcinoma epidermoide desde el estadio | hasta el estadio V. Todos los datos fueron
normalizados al promedio de la expresién del mRNA de los canales TRPC6 en 10 tejidos de cérvix no canceroso
(control). Los datos son presentados como el promedio + DE. Estadio | (n=4), estadio Il (n=4), estadio Ill (n=4) y
estadio 1V (n=3). P <0.05 vs. Control (*). B. Inmunohistoquimica de secciones seriales representativos de muestras
quirdrgicas de tejido cervical no canceroso, de tejido de cérvix canceroso de adenocarcinoma y de carcinoma
epidermoide desde los estadios clinicos | hasta el V. Una tincion café es positiva para la presencia de los canales
TRPC6 a los aumentos de 100 (escala = 251 um) y 400 (escala = 62.7 um). En todos los tejidos la sefal
correspondiente a la proteina de los canales TRPC6 se localizd predominantemente en el ndcleo.
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7. DISCUSION

En este trabajo mostramos por primera vez la expresion de los canales Karp en lineas
celulares de cancer cervicouterino, asi como en muestras de tejido tumoral. Observamos una
diferencia en la expresion de dichos canales entre las diversas lineas celulares y entre las
muestras de tejido cervical canceroso y no canceroso, reflejando una heterogeneidad entre el
patron de expresion de las lineas celulares y las muestras tumorales. La glibenclamida disminuye
la proliferacion celular de una manera mas pronunciada en las células HeLa en comparacion con
los queratinocitos normales, usados como control. La glibenclamida, es una sulfonilurea que se
une a todos los tipos de SUR, receptores que funcionan como las subunidades regulatorias de los
canales Karp, provocando que los canales se cierren, inhibiendo asi su actividad. Este farmaco ha
sido ampliamente usado para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Existen evidencias que
sefialan que la glibenclamida también tiene un papel antiproliferativo en diversas lineas celulares
tanto normales como tumorales. De manera general, la apertura de los canales de K* produce una
hiperpolarizacién del potencial de membrana, proceso que es requerido para la progresion a
través del ciclo celular. Como consecuencia, la administracion de bloqueadores de canales de K,
como la glibenclamida, inhiben la proliferacion celular. Sin embargo, las sulfonilureas también
pueden inhibir otras proteinas como al regulador de conductancia transmembrana de fibrosis
cistica (CFTR), que actia como un canal de cloruro (CI") [111] y cuya expresion también ha sido
detectada en el CaCu. De hecho, se ha demostrado que tanto a nivel de mMRNA como de proteina,
la expresion de CFTR incrementa gradualmente del tejido normal al tejido precanceroso (lesiones
cervicales de bajo y alto grado) y tejido cervical canceroso. El nivel de expresion correlaciona
con la progresion del cancer cervical, con estadios mas agresivos y con un pobre prondstico,
sugiriendo asi, que el CFTR puede funcionar como un nuevo marcador tumoral, un marcador
prondstico y potencial blanco terapéutico para el CaCu [112]. Ademas, la glibenclamida puede
inhibir la actividad de otras proteinas que pertenecen a la familia de los transportadores ABC,
como proteinas de resistencia a multifarmacos tipo 1 (MRP1), y tipo 2 (MRP2), encargadas de
controlar la salida de algunos farmacos de la célula, como antraciclinas y la vincristina. Por su
parte, la proteina MRP1 se ha visto sobreexpresada en diversos tumores [113]. Asimismo, las
sulfonilureas pueden inhibir algunas proteinas intracelulares como la proteina cinasa A. También

se ha documentado que las sulfonilureas se unen con gran afinidad a proteinas séricas [38] .
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Por otro lado, ademas de los efectos de la glibenclamida sobre la proliferacion celular,
también tiene efecto en otros procesos caracteristicos del cancer, como lo es la invasion.
Particularmente, en células de carcinoma de ovario de células claras (ES-2), la administracion de
glibenclamida inhibié la invasion y la migracion celular a través de la inhibicion de la secrecién
del factor de crecimiento derivado de plaquetas, isoforma AA (PDGF-AA) [114]. Por lo anterior,
pese a los efectos de la glibenclamida sobre los canales Katp N0 podemos descartar que otras
proteinas pudieran relacionarse con los efectos antiproliferativos de la glibenclamida sobre las
células HeLa. Sin embargo, pese a que mas estudios son necesarios para precisar el mecanismo
molecular que conlleva a los efectos antiproliferativos de la glibenclamida sobre las células
HeLa, nuestros resultados sugieren a dicho farmaco como un potencial agente terapéutico para el
tratamiento de las pacientes con cancer cervicouterino que tengan una sobreexpresion de los

canales Katp.

Las biopsias de tejidos cervicales mostraron una expresion diferencial del mRNA de la
subunidad Kir6.2. Sin embargo, los niveles de expresién mas altos observados corresponden a las
muestras de pacientes con carcinoma epidermoide estadio IV, el estadio clinico méas avanzado.
Ademas, la sobreexpresion fue también relacionada con los tejidos invasivos y pobremente
diferenciados. Una fuerte inmuno-tincion correspondiente a la expresion de la proteina de la
subunidad Kir6.2 fue detectada en el 33% de las muestras de cancer, mientras que en los tejidos
cervicales no cancerosos solo fue débilmente detectada la presencia de la proteina en una de las
diez muestras analizadas. En ninguna de dichas muestras, fue detectada la presencia de la
subunidad SUR2. Se ha demostrado que diversos canales de potasio contribuyen al desarrollo de
la invasion y metastasis, por ejemplo, el Kv1.3 en melanoma [115]; Kv10.1 en leucemia
mieloide aguda [116]; Kv11.1 en melanoma [117], leucemia mieloide aguda [118],
neuroblastoma [119] y cancer de colon [120]; Kirl.1 en carcinoma renal de células claras [121];
Kir4.2 en células de gliobastoma [122]; canales de K* activados por Ca ?* de larga conductancia
(BK) en células de glioma humanas [123, 124]; canales de K* activados por Ca ** de
conductancia intermedia (IKc,) en células de glioma [125, 126] y células de melanoma [120]; y
canales de K" activados por Ca ** de pequefia conductancia (SK) en canceres de hueso [127] y
mama [128]. Aunque numerosas evidencias sefialan que los canales de potasio estan involucrados

en la regulacion de la migracion e invasion celular, la via de sefializacion precisa que regula
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dichos procesos aln es desconocida. Hasta ahora, la funcién mejor caracterizada de los canales
de potasio en su papel de promover la migracion celular esta relacionada con su capacidad de
provocar cambios de volumen celular al modificar el flujo de potasio, ocasionando asi, la fuerza
motriz que permite la entrada de Ca*" a través de los canales de K* activados por Ca **. La
entrada de Ca*" incrementa la concentracion intracelular de dicho i6n, promoviendo asi, la
migracion celular [128-131]. Por otro lado, algunos canales de potasio han sido asociados con
algunas caracteristicas patoldgicas de diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, los canales BK han

sido asociados con la malignidad tumoral en gliomas [132].

En este trabajo tanto los canales Katr como los TRPC6 fueron identificados a nivel de
proteina en muestras de pacientes con CaCu y en tejidos de cérvix no canceroso. En ambos tipos
de tejidos la localizacion de ambos tipos de proteinas fue intracelular, ya sea en el citoplasma o
en el nucleo. Existen varios reportes en donde se ha demostrado la presencia de canales ionicos
en compartimentos intracelulares. Por ejemplo, el canal Kv10.1 ha sido identificado en la
membrana interna del ndcleo en donde puede interactuar con la heterocromatina, sugiriendo que
de esta forma puede afectar la expresion de ciertos genes que son relevantes para el desarrollo del
cancer [133].

Aunque existen diversos reportes que muestran la sobreexpresion de los canales TRPC6
en diferentes células tumorales, inclusive en células de cancer cervicouterino, en donde se
relaciono el incremento en la expresion de los canales TRPC6 con un fenotipo de cancer cervical
agresivo [108], nuestros resultados muestran que en la mayoria de las biopsias de pacientes con
cancer cervicouterino la expresion a nivel de mRNA de los canales TRPC6 fue menor en
comparacion con los tejidos cervicales cancerosos. Mientras que en la mitad de las muestras
analizadas por inmunohistoquimica no pudimos detectar la expresion a nivel de proteina de los
canales TRPC6. El otro 50% de las muestras donde si pudo ser detectada la proteina no hubo
diferencia con respecto a la imuno-tincion mostrada por los controles e inclusive en el 20% de los
casos la expresion de los canales TRPC6 en el tejido canceroso fue menor en comparacion con
los tejidos cervicales no cancerosos. Con el antecedente del articulo previo de los canales TRPC6
en celulas de cancer cervicouterino en donde se mostraron resultados completamente inversos a

los obtenidos en este trabajo, decidimos evaluar la expresion a nivel de proteina de los canales
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TRPC6 con el mismo anticuerpo probado en dicho trabajo, asi como a la misma dilucién y
tiempo de incubacién (1:800, Abcam). Sin embargo, ain en las mismas condiciones, nuestros
resultados mostraron una menor expresion de los canales TRPC6 a nivel de proteina en las
muestras de cancer cervicouterino con respecto a las muestras de cérvix no canceroso lo cual
descarta que la diferencia en los resultados se deba a cuestiones técnicas. Sin embargo, existen
reportes sobre diversos canales i6nicos cuya expresion en los tejidos cancerosos es menor con
respecto a los correspondientes tejidos sanos. Por ejemplo, se ha demostrado que la baja
expresion del canal K,7.1 en el cancer colorectal estd asociada con una pobre supervivencia, lo
que sugiere que dicho canal puede estar funcionando como un gen supresor de tumores [134].
Otros experimentos muestran que el canal K,1.3 a nivel de proteina se encuentra disminuido en el
adenocarcinoma de mama comparado con el tejido normal [135] . Canales pertenecientes a la
familia TRP, como el TRPM1, también han sido propuestos como genes supresores de tumores y
como marcadores prondsticos ya que el mMRNA de dichos canales se ha encontrado incrementado
en el tejido dérmico benigno mientras que su expresion se encuentra disminuida en melanomas
primarios y ya no es detectable en melanomas metastasicos [136-138]. Por ultimo, se ha
demostrado que el canal P2X7R, canal cationico sensible a ATP, se encuentra sobreexpresado en
diversos tumores como leucemia [139, 140]; prostata [141]; mama [142] ; neuroblastoma [143] y
tiroides [144] en comparacion a los respectivos tejidos normales. Particularmente, en el cancer
cervicouterino, una disminucion en la expresion del P2X7R ha sido reportada, proponiéndose asi,
a dicho canal como un nuevo biomarcador que diferencia los tejidos uterinos epiteliales normales

de los cancerosos [84].

Los cambios en los niveles de expresion de los canales ionicos pueden ocurrir por
cambios a nivel gendmico, transcripcional, post-traduccional o epigenético [26]. Particularmente,
los cambios epigenéticos como la hipermetilacion de las islas CpG en las regiones promotoras de
ciertos genes provocan la inactivacion de genes supresores de tumores que conllevan al desarrollo
de un fenotipo maligno. Existen muchos estudios que demuestran que existe una gran cantidad de
genes que estan frecuentemente metilados en distintos tipos de canceres [145, 146] por lo que no
es sorprendente que existan evidencias que sefialan que un gran namero de alteraciones
epigenéticas ocurran a lo largo de los distintos estadios de desarrollo de la carcinogénesis cervical

como la hipermetilacion de regiones promotoras de genes supresores de tumores [147-150].
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Nuestros resultados muestran que el mMRNA de los canales TRPC6 fue indetectable en todas las
lineas de cancer cervicouterino probadas (C33A, CaSki, HeLa, INBL y SiHa) mediante RT-PCR
en tiempo real, y después, al usar un tratamiento con un agente desmetilante global, la 5-
deoxiazacitidina nosotros pudimos detectar, tanto el mMRNA como la proteina de los canales
TRPC6 en las células CaSki y SiHa, sugiriendo la posible hipermetilacion del gen TRPC6. De la
misma manera, la hipermetilacion ha sido reportada como uno de los potenciales cambios que
alteran la expresion de los canales idnicos en diversos canceres. Por ejemplo, el CACNALG, gen
que codifica para el canal Cav3.1, se ha encontrado frecuentemente hipermetilado en algunos
tipos de canceres como colorectal [110, 151]; gastrico [110]; leucemia [110]; adenocarcinoma
pancreatico [152] y tumores de vejiga [153]. EI gen KCNA3 que codifica para el canal Kv1.3 se
encuentra hipermetilado en el adenocarcinoma mamario [135]. Mientras que el KCNH5, gen que
codifica para el Kv10.2 se encuentra hipermetilado en el cancer pulmonar y de células no
pequefias [154] y CACNA1A, gen que codifica para el canal Cav2.1 se encuentra metilado en
canceres de vejiga [153]. Hasta ahora, la causa de la metilacién de dichos genes codificantes
para diversos canales ionicos es desconocida, sin embargo, se postula, que su inactivacion puede

ser fundamental para el desarrollo y progresion del cancer.

Ademas de los cambios epigenéticos, la regulacion a la baja de los canales TRPC6 en el
CaCu, también pudiera explicarse por un mecanismo relacionado con p53. Se ha demostrado que
p53 se une directamente a un elemento de respuesta de 22 pares de bases que se encuentra en la
region promotora del gen trpc6, incrementando su expresion tanto a nivel de mRNA como de
proteina y la sobreexpresion de los canales TRPC6 promueve la apoptosis [155].

Existe una excepcional heterogeneidad y adaptabilidad en los procesos caracteristicos del
cancer. Tan solo, existe una amplia clasificacion de los tumores desarrollados en el cérvix por sus
caracteristicas histopatologicas, lo que refleja una amplia variabilidad entre las propias células
dentro de un mismo tipo de tumor. Por lo que se postula que a nivel molecular no existen 2
tumores iguales. La heterogeneidad de los tumores se refleja en los diferentes patrones de
expresion de proteinas, en su respuesta a los farmacos y en la recurrencia por mencionar algunos
ejemplos [156]. Dicha heterogeneidad tambien se refleja en la expresion de los canales

estudiados, pero resulta muy interesante a nivel clinico que haya subgrupos de tumores que
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sobreexpresan el canal Kir6.2 y que se asocien con un mayor estadio clinico, fenotipo invasivo y

pobre diferenciacion.

Definitivamente muchos estudios son necesarios para elucidar el papel de los canales

Katp en la progresion del cancer cervical, asi como en su malignidad.

8. CONCLUSION

En conclusién, nuestros resultados sugieren a los canales Katp y TRPC6 como potenciales
herramientas para el diagnostico, el pronostico y la terapia del cancer cervical. Los canales Katp
pueden ser las bases para una nueva intervencion terapéutica en las pacientes con cancer cervical
que sobreexpresen dichas proteinas. Mientras que los canales TRPC6 pudieran estar
desempefiando un papel muy importante para el desarrollo y progresion del cancer cervicouterino

y pudieran ser considerados como posibles genes supresores de tumores en este tipo de cancer
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Figura complementaria 1. A. Tejidos controles usados en inmunohistoquimica. Corteza cerebral humana fue
usada como control positivo para el anticuerpo de la subunidad Kir6.2 (a). Testiculos de rata fueron usados como
control positivo para la expresion de la subunidad SUR2 (b). Control negativo. Corte de corteza cerebral humana en
donde no se observo tincion café en ausencia del anticuerpo primario (c). Magnificacién original x 200.B. Ensayo de
apoptosis en las células HelLa. Las letras en cada cuadrante representan A; las células sin tratamiento, B; células
tratadas con vehiculo (agua estéril) C; células tratadas con glibenclamida (150 uM) y D; células tratadas con
glibenclamida (200 uM). Las células viables no unen anexina V ni al IP (ioduro de propidio) y se detectan en el
cuadrante inferior izquierdo. Células en apoptosis tardia se unen tanto a la anexina V como al IP y se detectan en el
cuadrante superior derecho. Las células en apoptosis temprana se unen solamente anexina V y se detectan en el
cuadrante inferior derecho. Mientras que las células necroticas se unen al IP y se detectan en el cuadrante superior
izquierdo. C. La Glibenclamida no aument6 el nimero de células apoptdticas en cualquiera de las condiciones
analizadas por la tincion con Anexina-V después de 48 h de tratamiento. Tres diferentes cultivos celulares fueron
probados con 3 repeticiones experimentales. Los datos se presentan como la media + DE.
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