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Resumen

La adquisicion de resistencia a la apoptosis es un evento fundamental en el
desarrollo del cancer. Entre los mecanismos utilizados por las células
cancerosas para evadir la apoptosis se encuentran el impedimento en la
activacion de las caspasas y la sobreexpresion de la familia de proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP). Ademas, las lineas celulares de carcinoma
cervical presentan una respuesta diferencial a diversos inductores de
apoptosis, incluyendo FASL y TNFa. La estimulacion con TNFa conduce las
células a la formacion de dos complejos de sefalizacion: un complejo
temprano en la membrana que participa en la activacion de NF-kB que
sefaliza para supervivencia celular y un complejo en el citoplasma implicado
en la induccion de apoptosis. Las proteinas IAP celulares, clAP1 y clAP2,
desempefian un papel clave en la promocién de la sefalizacion de
supervivencia inducida por los receptores de muerte. Por lo tanto, decidimos
investigar varios de los componentes que se reclutan para formar el complejo
de sefalizacién de TNFR1, usando dos lineas celulares de carcinoma cervical
HPV-16+ y mediante el uso de citometria de flujo, western blot y ensayos de
inmunoprecipitacion. Los resultados muestran diferencias en las IAPs y los
componentes que forman parte de las ubiquitin ligasas que conforman. Las
lineas celulares CaSki y SiHa, se trataron con birinapant como agente Unico o
en combinacion con cisplatino y/o TNFa, su funciéon conocida es promover
degradacion de las IAPs. Interesantemente, al disminuir los niveles de de
clAP1, observamos efectos sobre la viabilidad celular solo en las células
CaSki, a nivel de la apoptosis, pero no observamos diferencias significativas
en las proteinas analizadas y que son reclutadas al complejo TNFR1, Estos
resultados apoyan la combinacion terapéutica de birinapant con otros agentes
como el cisplatino, como una estrategia para el tratamiento de algunos

tumores de cancer cervical.



Abstract

The acquisition of apoptosis resistance is a fundamental event in cancer
development. Among the mechanisms used by cancer cells to evade apoptosis
are impairment of the activity of the caspases and dysregulation of the inhibitor
of apoptosis (IAP) proteins. In addition, cervical carcinoma cells present a
differential response to different apoptosis inducers including FASL and TNFa.
TNFa stimulation of cells leads to formation of two signaling complexes: an
early complex in the membrane functioning in NF-kB activation and a later
complex in the cytoplasm involved in apoptosis. The cellular proteins of family
of apoptosis inhibitors (IAPs), clAP1, and clAP2 play key roles in the switch
involved in promotion of survival signaling or apoptosis signals induced by
members of the TNF superfamily of cell surface receptors. Thus we decide
investigate these IAPs and several proteins which are recruited to the TNFR1
signalosome, by using flowcytometry, western blot and immunoprecipitation
assays in the two HPV-16+ cervical carcinoma cell lines, CaSki y SiHa. After
comparing CaSki and SiHa cells, the results revealed difference in the protein
level of ubiquin ligase components of the TNFR1 signalosome, including clAP1
and clAP2. Therefore, the two cell lines were treated with birinapant which
promotes degradation of these IAPs. Interestingly birinapant used as a single
agent promoted apoptosis only in CaSki cells and used in combination with
cisplatin or/and TNFa, also showed synergistic effect on apoptosis in CaSki
cells, but no in the SiHa cells. We did not observe significant differences in the
elements recruited to the TNFR1 complex when compared SiHa and CaSki
cells. However, these results support the therapeutic combination of birinapant
with multiple chemotherapies, in particular, those therapies that can induce

TNF secretion for some of the cervical carcinoma cells.



I. INTRODUCCION
1. Cancer

Segun la ficha técnica de GLOBOCAN (http://globocan.iarc.fr/), en el afio 2012
en todo el mundo hubo aproximadamente 14.1 millones de nuevos casos de
cancer, 8.2 millones de muertes por cancer y 32.6 millones de personas que
viven con cancer (dentro de los 5 afios del diagndstico). Entre estos, el 57% (8
millones) de nuevos casos de cancer, el 65% (5,3 millones) de las muertes por
cancer y el 48% (15,6 millones) de los casos prevalentes de cancer de 5 afos
ocurrieron en las regiones menos desarrolladas del mundo. El tratamiento del
cancer requiere una seleccion cuidadosa de una o mas intervenciones, como
cirugia, radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, a pesar de los grandes
avances en el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos y disefio de ensayos
clinicos adaptados, comunmente se observa resistencia a la terapia, en la

mayoria de los casos de cancer (Mohammad, 2015).

El cancer surge cuando el complejo balance entre proliferacion y muerte
celular que mantiene la renovacion tisular es afectado. Una célula normal inicia
un proceso de oncogénesis a través de la acumulacién de una serie de
mutaciones genéticas y cambios epigenéticos que resultan en la alteracién de
vias de regulacion criticas, lo que da lugar a la tumorigénesis (Hanahan, 2000):
Como consecuencia de estas anomalias, se desarrolla una célula
transformada que adquiere nuevas caracteristicas (Figura 1): la capacidad de
proliferar, de invadir, de reclutar su propio sistema vascular (angiogénesis), de

producir metastasis y de suprimir su proceso apoptético (Vermeulen, 2011)

La mayoria de los céanceres albergan una heterogeneidad genética
significativa, lo que favorece los patrones de recaida después de muchas

terapias, y se deben a que estas células malignas desarrollan resistencia al



tratamiento. Si bien, se han realizado esfuerzos para combinar terapias
dirigidas, la falta de éxito, el aumento de los costos de los medicamentos y los
niveles significativos de toxicidad, han obstaculizado los esfuerzos para tratar
eficazmente el cancer con combinaciones de multiples farmacos y utilizando
terapias actualmente aprobadas. Por lo tanto, la superacion de los
mecanismos de resistencia de la terapia es uno de los objetivos mas buscados

en la investigacion del cAncer (Mohammad, 2015).
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FIGURA 1. Mecanismos del Cancer. Cuando una célula normal comienza un proceso de tumorigénesis se inhiben
mecanismos reguladores criticos, como consecuencia, la proliferacion celular se desregula. El aumento de la proliferacion
puede resultar en la acumulacion de mutaciones que causan inestabilidad gendmica. Las mutaciones en el genoma
conducen a la adquisicidn de nuevas caracteristicas, tales como la invasion de tejidos/érganos y la angiogénesis, ademas
las vias apoptéticas se encuentras desreguladas. Modificada de Hanahan y Weinberg, 2000.

1.2. Cancer de cuello uterino y el Virus del Papiloma Humano

La infeccion persistente con los virus del papiloma humano (por sus siglas en
inglés, HPV) es el principal factor de riesgo en el desarrollo de numerosas
neoplasias malignas humanas en diversos sitios anatomicos (Ganti, 2015) (Zur
Hausen, 2002): De estos, el cancer de cuello uterino es el mas importante,
afecta predominantemente a mujeres en los paises en vias de desarrollo y
causa mas de 600,000 nuevos casos anualmente (Zur Hausen, 2002) (Parkin
& Bray, 2006). Aunque se sabe que alrededor de 200 tipos de HPV infectan a
los humanos, solo una pequefa proporcion de estos se han asociado con el

desarrollo de cancer (Bouvard, 2009) ((IARC), International Agency for



Research on Cancer, 2007). Los HPV se clasifican en cinco géneros: alfa (a),
beta (B), gamma (y), mu () y nu (v). Los géneros a y 8 han sido investigados
mas intensamente (Bernard, 2010). El grupo a-papillomavirus contiene
miembros que infectan la mucosa epitelial y se dividen en tipos de bajo riesgo
(por sus siglas en inglés, LR) y de alto riesgo (por sus siglas en inglés, HR),
segun su capacidad para causar cancer. Las infecciones virales producidas
por los tipos LR resultan en lesiones benignas, comunmente causadas por
HPV-6 y HPV-11, mientras que las infecciones virales con los tipos HR se han
asociado con tumores malignos en regiones anogenital y de cabeza y cuello;
de éstos, HPV-16 y HPV-18 causan aproximadamente el 80% de los casos de
cancer de cuello uterino, mientras que el 20% restante se asocian
predominantemente con otros HPV (HPV-31, HPV-33, HPV-45 y HPV-58) (De
Villiers, 2004) (Thomas, 2008): Curiosamente, en los canceres de cabeza y
cuello HPV-positivos, que afectan principalmente la orofaringe, las amigdalas
y la base de la lengua, el HPV-16 es el mas frecuente, mientras que los otros

tipos de HR se detectan muy rara vez (Chaturvedi, 2013):

1.3. Ciclo viral de los papilomavirus

Los tipos a-HPYV infectan la mucosa epitelial y se cree que ingresan
a través de microlesiones e infecta las células basales del epitelio
(Figura 2). El ciclo viral depende estrictamente de la diferenciacién
celular de los queratinocitos, que son la principal célula diana. El
virus no tiene maquinaria replicativa propia, por lo tanto, depende de
la division celular y la estratificacion del epitelio, que se produce
desde las capas basales hacia las capas suprabasales, explotando
este proceso para replicarse y producir nuevos virus. En este
proceso, las oncoproteinas, E6 y E7, desempefian un papel crucial.
Su accion conjunta dirigida a diversas vias de sefializacion celulares

implicadas en la regulacién del control del ciclo celular y la apoptosis



permite que el virus mantenga la proliferacion celular en regiones
suprabasales altamente diferenciadas, permitiendo que se produzca

la amplificacion del genoma viral (Ganti, 2015) (Doorbar, 2012)-
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FIGURA 2. Ciclo de vida productivo del HPV y desarrollo del cancer. El panel izquierdo muestra la propuesta de ruta
propuesta para la infeccion por HPV a través de microlesiones en la mucosa epitelial. La expresion controlada de las
proteinas virales, especificamente, los oncogenes E6 / E7, actian sobre sus sustratos p53 / pRb, promoviendo la
proliferacion celular continua. Esto permite que el virus amplifique su genoma, complete su ciclo de vida productivo y
finalmente produzca nuevos viriones. Si el sistema inmune del huésped no resuelve la infeccion viral y persiste por un
largo periodo de tiempo, puede resultar en una malignidad inducida por el HPV, en la cual el virus no completa su ciclo de
vida, y las oncoproteinas E6 y E7 son altamente sobreexpresadas. Tomada de (Thomas, 2008).

1.4. Papel de las oncoproteinas E6 y E7 en la carcinogénesis
cervical

El ciclo viral normal de los tipos HR de papilomavirus es un proceso altamente
regulado y coordinado. Sin embargo, en algunos casos, principalmente
durante la infeccion persistente, el DNA viral se integra al azar en el genoma
de la célula huésped, lo que lleva a la inmortalizacion celular y, en dltima
instancia, a la progresion maligna. El resultado de este proceso es el colapso
de la capacidad de replicacion viral: la mayoria de los genes virales se pierden
mientras los dos principales oncogenes virales, E6 y E7, permanecen
expresandose incontrolablemente, lo que impulsa la inmortalizacion celular y

lleva a la transformacion celular, que finalmente puede producir el desarrollo



del cancer (Figura 3) (Androphy, 1987) (Smotkin & Wettstein, 1986). Ademas,
se ha demostrado que las actividades complementarias de E6 y E7 son
necesarias para inmortalizar los queratinocitos humanos primarios; E6
promueve la degradacién proteasomal de p53, por lo que interfiere con las vias
de supervivencia celular y E7 promueve la proliferacion celular mediante la
liberacion y activacion de pRb (Barbosa & Schlegel, 1989) (Mantovani & Banks,
2001): Aunque, se ha observado que E7 es la principal oncoproteina
transformante, mientras que E6 parece ser mas probable que desempefie un
papel secundario en la contribucion a las etapas posteriores de la malignidad.
Sin embargo, cuando se expresan por separado, ni E6, ni E7, tienen un

impacto significativo sobre la inmortalizacion celular (Strati & Lambert, 2007):
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FIGURA 3. Carcinogénesis asociada al HPV. Las oncoproteinas E6 y E7 actian en conjunto para inducir inmortalizacion y
transformacion celular. E6 bloquea la apoptosis degradando p53, por su parte E7 promueve la proliferacién degradando pRb.
Modificado de (Laimins, 2010).



2. Apoptosis

La apoptosis 0 muerte celular programada, esta altamente conservada entre
todos los animales. Este proceso juega un rol critico durante la embriogénesis,
homeostasis y remodelacion de los tejidos, y sirve para remover células no
deseadas tales como células tumorales, células con dafio irreparable de DNA
0 aquellas infectadas con virus. Una deficiencia en la apoptosis contribuye a
la patogénesis del cancer, desordenes autoinmunes e infecciones virales
sostenidas, mientras que una apoptosis excesiva resulta en muerte celular
inapropiada y consecuentemente en otros desordenes degenerativos
(Deveraux, 1998). Los cambios morfoldgicos observados durante la apoptosis
incluyen dafio mitocondrial, ruptura de la membrana nuclear, fragmentacion
del DNA, condensacion de la cromatina, y la formacién de cuerpos apoptoticos
(Himeji, 2002).

Existen dos vias clasicas de apoptosis, la via intrinseca y la extrinseca (Figura
4). La via intrinseca se encuentra bajo una robusta regulacién por varios tipos
diferentes de moléculas que pueden ser separadas en dos clases principales:
las proteinas anti-apoptoticas tales como XIAP (inhibidores de la apoptosis) o
proteinas de la familia BCL como Bclz, Bclx 0 las proteinas pro-apoptoéticas que
incluyen, a los miembros de la familia BCL: BAX, BAD, BID, y SMAC/DIABLO,
gue son activados a través de eventos de sefalizacion que conducen a la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (MOMP, por sus siglas
en inglés). El citocromo C es liberado, y se une con Apaf-1y la caspasa-9 para
formar el apoptosoma (Siu, 2008). Tras la formacion del apoptosoma, caspasa-
9 se vuelve cataliticamente activa y actia sobre blancos rio abajo como las

caspasas efectoras 3y 7 (Ohtsuka, 2003).

Las células tumorales pueden bloquear la sefializacion de la via intrinseca de

apoptosis mediante la participacion de mecanismos antiapoptéticos como la



sobreexpresion de supresores de apoptosis (Bclz, Bclx) y/o a través de reducir
la expresion de inductores de apoptosis tales como la familia de las caspasas
(2, 4, 6, 8, 9, 10, 12) (EImore, 2007). Los mecanismos que inhiben la via
intrinseca de la apoptosis estan interconectados con la actividad de las vias
de AKT y de NF-kB. Por lo tanto, si la via AKT esta sobreactivada, conduciria
a una inhibicién de la via intrinseca de apoptosis, ya que la sefializacion de
AKT promueve la actividad de Bclz y Bclx, al mismo tiempo que inhibe BAX y
BAD, los cuales participan en la induccién de la apoptosis (Tait, 2010). El
bloqueo de la actividad de BAX y BAD puede prevenir la apertura de la MOMP,
evitando de este modo la liberacién del citocromo C, y en consecuencia la

inhibicién de la formacién del apoptosoma.
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FIGURA 4. Vias de muerte celular; intrinseca y extrinseca. La apoptosis mediada por receptor se inicia con el
reclutamiento y la activacion de la caspasa-8, la cual, a su vez, puede activar a la caspasa-3. La via intrinseca involucra la
translocacion de miembros proapotéticos de la familia Bcl-2, a la membrana mitocondrial, lo que resulta en la liberacién de
factores proapoptoticos al citosol. En el citoplasma, heptametros de citocromo ¢, Apaf-1 y la procaspasa-9, forman el
apoptosoma, activandose la caspasa-9, que a su vez activa a la caspasa-3. Ademas, las sefiales iniciadas por el receptor
pueden ser transducidas a la via mitocondrial, por el corte y activacién de Bid. Tomada de (Hengartner, 2000).
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Otra familia de proteinas anti-apoptéticas que puede inhibir tanto la via
intrinseca como la extrinseca, son las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(por sus siglas en inglés, IAP). La familia de las IAPs puede bloquear la
formacién del apoptosoma a través de la unién directamente a Apaf-1 o
caspasa-9 (XIAP), por lo tanto, la inhibicion de la activacion de caspasa-9, o
impedir la formacién del complejo asociado a los receptores de muerte (CIAP1
y clAP2), e impedir la activacién de caspasa-8 (Deveraux, 1998). XIAP también
puede unirse directamente a la caspasa-3 impidiendo su activacion, y junto
con la actividad de bloqueo, facilita la transferencia de ubiquitina, para el
etiquetado de las caspasas y de este modo la degradacién por el proteosoma
26S (Schile, 2008).

La via extrinseca (también conocida como la via de los receptores de muerte)
implica la induccion de la apoptosis a través de la activacion de receptores de
muerte por medio de la unién de sus ligandos, tales como el factor de necrosis
tumoral (TNF), FAS, y el ligando inductor de muerte relacionado con TNF
(TRAIL) (Wallach, 2008). Mientras FAS y TRAIL activan estrictamente la via
extrinseca de apoptosis, TNFa puede desempenar dos papeles diferentes,
aunque esta molécula es capaz de inducir apoptosis, también es capaz de
activar vias pro-supervivencia. La activacion por TNF impacta en varias vias
celulares criticas, algunas de las cuales incluyen proliferacion celular,
diferenciacion y apoptosis (Naude, 2011). Mas especificamente, la unién de
TNFa a su receptor afin puede conducir a la formaciéon de dos complejos
diferentes: el Complejo 1 que puede conducir a la induccion de NF-kB (via pro-
supervivencia) (Wajant, 2011); o el Complejo 2 que activa la via apoptotica
mediada principalmente a través de FADD (proteina con dominio de muerte

asociado a FAS) y la activacion de caspasa-8 (Tran, 2009) (Wang, 2008).

El Complejo 1 media la induccion de NF-kB, que se inicia a través de la union

de TNFa al TNFR que luego lleva al reclutamiento de dos proteinas



adaptadoras: la proteina asociada al receptor de TNF con un dominio de
muerte (TRADD) y la proteina que interactta con el receptor 1 (RIP1) (Chen,
2005). Tras la unién de TRADD, otra molécula adaptadora, el factor 2 asociado
a TNF (TRAF2) es reclutada, seguida de clAP1 (Proteina celular inhibidora de
la apoptosis), asi como de UBC6 y UBC13 (enzimas E2 conjugadoras de
ubiquitina) (Fukushima, 2007) (WU, 2005) para formar el complejo 1. Una vez
que el Complejo 1 se forma, se activan eventos de sefalizacion claves, RIP1
puede ser poliubiquitilado ya sea en la Lisina63 (K63) o Lisina48 (K48), una
vez poliubiquitilado, puede mediar la activacion de NF-kB a través de cascadas
de sefializacion vinculadas al complejo IKK (Shi, 2003). TRAF2, clAP, y UBC13
funcionan en conjunto para facilitar la poliubiquitilacion de RIP1 en K63
(Wicovsky, 2009). La poliubiquitilacion en K63 de RIP1 conduce a la activacion
del complejo TAKL/TAB que a su vez activa el complejo IKK (Habelhah, 2004).
El complejo IKK consta de varios componentes, IKKa, IKKB, e IKKy, este
complejo fosforila a la molécula inhibidora de Kappa-B (IkBa) (Ea, 2006). IkBa,
es un inhibidor que estéa unido a NF-kB y que previene su importacién nuclear.
Sin embargo, una vez que I|kBa es fosforilada, es susceptible a
poliubiquitilacibn en K48 y ser degradada por el proteosoma, por lo tanto,
ocurre la liberacion de la inhibicién de NF-kB. Una vez liberado, NF-kB puede
translocarse al ndcleo y unirse a sus sitios de union al DNA para la activacion
de genes (Mathes, 2008). NF-kB regula varios tipos diferentes de genes: como
de respuesta inflamatoria, de pro-supervivencia, como la familia BCL, cFLIP,
clAP1 y genes gue participan en angiogénesis y proliferacién, como Ciclina D1
y MYC (Papa, 2006). Curiosamente, la inhibicion del proteosoma puede
impedir la via de NF-kB porque se evita la degradacion de IkBa, conduciendo

a una disminucioén en la activacion de NF-kB (Li, 2001).

La induccion de la apoptosis por la via de TNFa a través del Complejo 2 se
inicia a través de diferentes eventos; sin embargo, los eventos criticos implican

el agotamiento de los niveles de expresion de cFLIP y/o de clAP1, asi como la



fosforilacion de RIP1 (Biton, 2011) (Rangamani, 2007). Una vez fosforilado
RIP1, FADD y la caspasa-8 son reclutados para el montaje del complejo 2.
Este complejo se forma cuando los niveles de las clAPs decaen, ya sea a
través de la regulacién por SMAC, u otros agentes quimioterapéuticos, tales
como etopoésido. Una vez formado el complejo 2, se procesa la caspasa-8 y
enseguida puede cortar sus blancos rio abajo, como son las caspasas

efectoras 3y 7, que llevan a apoptosis (Bertrand & Vandenabeele, 2011).

La apoptosis mediada por las vias de FAS y TRAIL son muy similares entre si,
sus ligandos se unen a sus receptores trimétricos especificos para inducir
apoptosis. TRAIL se une a los receptores DR4/DR5 lo cual conduce a la
oligomerizacién de los receptores en la membrana plasmética (Mollinedo,
2006). Una vez que los receptores oligomerizan se recluta la proteina
adaptadora FADD; esta se une al receptor de TRAIL y conduce al
reclutamiento de la caspasa-8 para formar el complejo inductor de la
sefalizacion de muerte (DISC). La formacién del DISC hace que la
procaspasa-8 se active autocataliticamente, una vez activa se procesa la
caspasa-8 en fragmentos, llamados las subunidades activas p18 y pl0,
mediante por lo menos de dos eventos de corte. Una vez procesados los
dimeros p18 y pl0 pueden oligomerizar con otros dimeros pl18/pl0 para
formar heterotetrdmeros activos, que cortan sustratos rio abajo tales como
HDAC7 (Scott, 2008), y las caspasas efectoras (3 y 7) que inducen

completamente la respuesta apoptética (Diessenbacher, 2008).

Durante la oncogénesis, las células tumorales utilizan una variedad de
mecanismos para inactivar la via extrinseca de apoptosis; un mecanismo en
particular implica la disminucién de la expresion del receptor de muerte o la
sobreexpresion de los receptores “Decoy”’ (Matsuda, 2005). Se podria
argumentar que la pérdida de la expresion del receptor tendria un efecto mas

profundo en FAS y TRAIL en comparacion con TNFR1. Una célula
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tumorigenica prefiere la expresion de TNFR, porque esto permite la activacion
de NF-kB y otras vias de supervivencia y proliferacion. Las células tumorales
desregulan los receptores de FAS y TRAIL para inhibir la activacion de la via
extrinseca. Ademas de los niveles de expresion del receptor o la inhibicion
mediada por receptores “decoy”, la via extrinseca también puede ser inhibida
por mecanismos similares a los que inhiben la via intrinseca, como la
sobreexpresion de las proteinas anti-apoptoéticas tales como Bclz, Bclx, ClAP1
y XIAP (Fulda, 2002) (Hinz, 2000).

2.1. Regulacién proteosomal de proteinas apoptoticas

El sistema ubiquitin-proteosoma tiene un papel importante en la regulacion de
la expresion de proteinas y en el mantenimiento de su integridad. La
ubiquitilacion de proteinas puede conducir a diferentes resultados fisiologicos,
dependiendo de si una ubiquitina (monoubiquitilacién) o multiples cadenas de
ubiquitina estan vinculadas al sustrato. En principio, se pueden generar ocho
diferentes polimeros de ubiquitina. Cada enlace de ubiquitina conduce a
diferentes estructuras tridimensionales y cumple diferentes funciones, ya que
son reconocidas diferencialmente por los dominios asociados a la ubiquitina
(UBA, por sus siglas en inglés). Las cadenas de ubiquitina ramificadas en la
Lisina-48 (K48) etiquetan proteinas para la degradacion proteosomal, mientras
que los enlaces lineales en la Lisina-63 (K63) y en la Lisina-11 (K11) sirven

como sitios de andamiaje para la transduccion de sefales (Dikic, 2009).

La ubiquitina estad generalmente unida a un residuo de lisina y glicina en el C-
terminal a través de enlaces isopeptidicos. La transferencia de ubiquitina o una
cadena de ubiquitina a un sustrato esta mediada por la acciéon secuencial de
tres enzimas: una enzima activadora de ubiquitina (E1), una enzima de
conjugacion de ubiquitina (E2) y una ligasa de ubiquitina (E3) (Figura 5) (Haas,
2009).
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FIGURA 5. Sistema ubiquitin-proteosoma. Las proteinas poliubiquitiladas en K48 son objeto de degradacién por
el proteasoma. Una enzima activadora de ubiquitina (E1) se une a la ubiquitina de una manera dependiente de
ATP. La ubiquitina se transfiere a continuacién a una enzima conjugadora de ubiquitina (E2). Una ligasa de
ubiquitina (E3) ayuda a la transferencia de ubiquitina al sustrato objetivo. PPI, pirofosfato; AMP, adenosina
monofosfato; Ub, ubiquitina. Tomada de (Haas, 2009).

La degradacion de proteinas es un proceso importante que afecta un gran
namero de vias de sefializacién entre ellas la apoptosis, ya que un gran
namero de proteinas pro-apoptoticas son ubiquitiladas en K48 para promover
su degradacién proteosomal y mantener un fenotipo de resistencia a
guimioterapias. Como fue descrito anteriormente gran parte de las proteinas
involucradas en las vias apoptéticas son sujetas a mono y poliubiquitilacion,
en diferentes residuos de lisina. Los componentes del DISC son un ejemplo
importante de este aspecto ya que el estar o no poliubiquitilados depende si
contindan con la sefializacion apoptética o por el contrario activan vias de

supervivencia.

Esta bien establecido que la activacion de NF-kB depende del sistema de
ubiquitina. En el caso de la sefalizacion de TNFR1, TRAF2 y clAP1/2 unen
cadenas de ubiquitina en K63 a RIP1 (Bertrand & Vandenabeele, 2011)
(Wajant, 2011). La ubiquitilacién de RIP1 conduce al reclutamiento y activacién
de TAK1 y TAB1 junto con TAB2 o TAB3. El reclutamiento y la activacion del
complejo TAK/TAB es esencial para la sefializacion NF-kB (Haas, 2009). Tanto

clAP1 como clAP2 contienen el dominio UBA y por lo tanto no solo conjugan
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polimeros de ubiquitina a sus sustratos, sino que también reconocen cadenas
de ubiquitina y por lo tanto funcionan como un receptor de ubiquitina (Gyrd-
Hansen M, 2008).

2.2. Mecanismos de resistencia a la apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso evolutivamente
conservado que desempefia un papel esencial en el desarrollo del organismo
y la homeostasis tisular. Sin embargo, en condiciones patoldgicas,
particularmente en el cancer, las células pierden su capacidad de sufrir muerte
inducida por apoptosis que refuerza una proliferacidon descontrolada. Con
frecuencia, se encuentra que las células cancerosas utilizan diversos
mecanismos que les permiten escapar de la muerte celular programada
(Mohammad, 2015).

La transformacion progresiva de células normales en malignas es un proceso
complejo y de etapas multiples, el cual requiere alteraciones del genomay la
evasion (un incumplimiento) de los puntos de control intracelulares. En este
sentido, las células cancerosas a menudo residen en un microambiente
originado por algunas mutaciones, tales como defectos en la maquinaria

apoptotica, que les confieren una ventaja para su supervivencia (Indran, 2011).

Las terapias contra el cancer estan disefiadas principalmente para inducir la
muerte celular. Cuando las células tumorales adquieren la capacidad de
escapar a la muerte celular inducida por farmacos, ya sea por defectos en
proteinas pro-apoptoticas, como las solo-BH3, o por la sobreexpresion de
proteinas pro-supervivencia, cualquiera de estos eventos conducira a una

resistencia a la quimioterapia (Obexer, 2014).
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La regulacion positiva de la familia de proteinas anti-apoptéticos es una
explicacion frecuente para la resistencia observada en las células cancerosas.
Las IAP son una clase de proteinas anti-apoptéticas sobre-expresadas en gran
variedad de canceres humanos. Las IAPs inhiben la actividad de las caspasas
y, por lo tanto, protegen a las células de los efectos deletéreos de caspasas
activas 42, La proteina cFLIP inhibe la escision autoproteolitica de la pro-
caspasa-8, que ocurre en el complejo asociado a los receptores de muerte,
por lo tanto, bloquea la transduccion de sefiales de muerte rio abajo de la via
extrinseca de apoptosis. Ademas de la regulacion positiva de factores pro-
supervivencia, la supresion de proteinas pro-apoptoticas también contribuye a

la resistencia contra los regimenes terapéuticos inductores de la apoptosis.

La resistencia a la apoptosis es multifactorial e implica la interaccion de
diversas vias de sefalizacion a multiples niveles. Por lo tanto, el uso de
agentes dirigidos a una sola via para comprometer a las células cancerosas a
experimentar apoptosis no es una estrategia factible (excepto en casos
aislados). Por lo tanto, esto requiere una cuidadosa seleccién de estrategias
de tratamiento que se basen en una comprension integral de las vias de

sefalizacion involucradas en la resistencia (Obexer, 2014).

3. Familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis

La familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis es una de las principales
responsables de la resistencia a diversos estimulos apoptéticos y con
frecuencia se encuentran sobreexpresadas en diferentes tipos de cancer
(Obexer, 2014). Las IAPs fueron originalmente identificadas en los baculovirus,
y son indispensables para impedir la apoptosis inducida por el virus vy, por
ende, permiten la infeccién y propagacién viral. Actualmente se han
identificado algunos homologos en humanos (XIAP, clAP1, clAP2 y Survivina)
que al igual que su contraparte viral, pueden inhibir la apoptosis inducida por
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distintos estimulos. Se han identificado dos dominios en las IAPs: el dominio
“BIR” y el dominio “RING”. El BIR es un dominio de unién a residuos de zinc,
Su presencia en una proteina, la hace miembro de la familia IAPs. Se han
identificado de una a tres copias de este dominio en varias proteinas. Los BIRs
son esenciales para la propiedad antiapoptética de las proteinas, y en varios
casos, a este dominio le ha sido atribuido la unién e inhibicién de las caspasas
(Figura 6) (LaCasse, 1998). Algunas IAPs contienen un segundo dominio que
se encuentra invariablemente en el extremo carboxilo de las proteinas,
llamado dominio RING, el cual tiene actividad de ubiquitin ligasa, de tal forma
que reconoce a diversas proteinas y las dirige a su degradacion via
proteasoma o favorecer la formacion de plataformas multiproteicas que
favorecen otras vias de sefalizacion, por ejemplo NF-kB. clAP1 y clAP2 son
las Unicas IAPs gue han sido identificadas bioquimicamente, como parte de un
complejo de sefializacion que es reclutado por el dominio citoplasmico del
TNFR (Rothe, 1995). Las actividades de XIAP y otras IAPs no solamente estan
restringidas a la inhibicion de las caspasas, se han obtenido datos en donde
algunas de estas proteinas intervienen en la regulaciéon del ciclo celular,
degradacion de proteinas y en las cascadas de transduccion de sefiales,

probablemente mediante su actividad de ubiquitin ligasas.

El regulador fisiol6gico de las IAPs es SMAC (por sus siglas en inglés, Second
Mitochondrial Derived Activator of Caspases), el cual promueve la activacion
de las caspasas, al impedir la actividad de las IAPs. SMAC es sintetizado como
un zimogeno en donde el extremo amino terminal sirve como sefial de
localizacion mitocondrial. La forma madura de la proteina se origina cuando se
elimina esta sefial. En presencia de un estimulo apoptético la forma madura
es liberada al citosol (Chai, 2000). SMAC requiere homodimerizarse para
interaccionar con las IAPs. Un motivo NH2-terminal formado por cuatro
aminoacidos, Ala-Val-Pro-lle (AVPI) es el responsable de la unién con las IAPs
(Wu, 2000). SMAC interactia con los dominios BIR2 y BIR3 de XIAP,
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permitiendo la liberacion de la caspasa 3 y la caspasa 9 respectivamente;
ademas, SMAC media la disminucién de los niveles de clAP1l y clAP2,

mediante ubiquitilacion y degradacion por el proteasoma (Srinivasula, 2001).

Las IAPs a su vez, regulan negativamente a SMAC. Los miembros de la familia
IAP que poseen un dominio de ubiquitin ligasa, como XIAP, clAP1, clAP2,
pueden regular los niveles de SMAC por la via proteasomal. Por lo que su
regulacion no depende Unicamente de los niveles de expresion del RNA
mensajero, sino también del balance entre la expresion de las IAPs y de su
mecanismo de liberacion mitocondrial por ubiquitilacién y degradacién por el

proteasoma (Hu, 2003).
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FIGURA 6. Familia de las IAPs. Se muestra la estructura de los 8 miembros de las IAPs en
mamiferos que tienen dominios funcionales. Tomada de (Obexer, 2014)

Un enfoque terapéutico prometedor, es sensibilizar las células cancerosas a
farmacos quimioterapéuticos mediante el bloqueo funcional de las IAPs a
través de compuestos quimicos que se unen a los dominios BIR. El hecho de

gue SMAC actia como un antagonista natural de las IAPs y que el extremo N-
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terminal de SMAC se une con alta afinidad a los dominios BIR2 y BIR3, ha
conducido al desarrollo de los denominados "Miméticos de SMAC (SMAC-
Mimetics)". Estos miméticos de SMAC son compuestos quimicos derivados
estructuralmente de la secuencia peptidica AVPI de la parte N-terminal de
SMAC. Se han desarrollado una gran cantidad de estos compuestos para
tratar de impedir el bloqueo de la apoptosis impuesto por las IAPs (Obexer,
2014).

Los miméticos de SMAC son potentes agentes proapoptéticos, y sus
mecanismos incluyen: (1) impedir estéricamente los sitios de unién de XIAP a
las caspasas-3, -7 y -9; (II) degradacion de XIAP; (lll) muerte celular mediada
por TNFa; y (IV) inhibicién y degradacién de otros miembros de la familia IAP.
Esto es importante debido al hecho de que, en muchos casos, otros miembros
de la familia IAP (principalmente clAP1) suprimen la apoptosis mediante
mecanismos compensatorios (Bertrand M. M., 2008) (Lu, 2008) (Petersen S.
W.-C., 2007) (Varfolomeev E. B., 2007) (Vince JE, 2007).

El Birinapant (TL32711) es un nuevo mimético de SMAC dimérico disefiado
especificamente para la degradacién de clAP1 y clAP2, lo que resulta en un
cambio en la sefalizacion del TNFR; la activacion de TNFR tras la union de
TNFa con la presencia de clAP1 y clAP2 conduce a la activacion de NF-kB y
a una proliferacion celular incrementada. Por el contrario, después de la
inhibicion de clAP1 y clAP2 mediante el Birinapant, la sefializacién de TNFa
conduce a la activacion de caspasa-8 y la induccion de apoptosis (Figura 7)
(Gyrd-Hansen & Meier, 2010).
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IAPs convert the TNF signal Birinapant (or SMAC) can re-establish
into a pro-survival signal the TNF apoptosis signal

TNF
Receptor 1
Complex

-
BIRINAPANT (4Ll

NF-kB ’ PR FR

FIGURA 7. Mecanismo de accidn del Birinapant. Izquierda, sefializacion pro-supervivencia promovida
por clAP1. Derecha, el efecto del birinapant sobre clAP1 provoca que se reestablezca la sefializacion
apoptoética. Modificado de (Gyrd-Hansen & Meier, 2010).
Sin embargo, como la actividad de las IAPs no solamente esta restringida a la
inhibicion de la apoptosis, también surgieron algunos inconvenientes con el
desarrollo de estos compuestos, o que conduce a efectos secundarios no

deseados y en parte toxicos (Obexer, 2014).
[I. ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro laboratorio se ha estudiado ampliamente la resistencia a la
apoptosis del cancer cervical, utilizando como modelo de estudio las lineas
celulares C33-A, CaSki (HPV-16), HeLa (HPV-18 y SiHa (HPV-16) que fueron

derivadas de céancer cervicouterino.
Mediante ensayos para evaluar la viabilidad celular, hemos observado que

muestran diferentes niveles de resistencia a la apoptosis inducida por
diferentes estimulos, tanto de la via extrinseca como FAS, TNFa y TRAIL,
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como de via intrinseca (usando UV o cisplatino como inductores), siendo las
mas sensibles C33-Ay Hela, curiosamente las HPV-16+ CaSki y SiHa a pesar
de contener el mismo tipo viral, presentan una resistencia diferencial a los
estimulos apoptéticos mencionados, siendo CaSki mas resistente que SiHa,
lo que sugiere que cada una de ellas utiliza diferentes vias para resistir la

muerte celular.

Tratando de explicar estas marcadas diferencias en la sensibilidad de nuestras
lineas a los tratamientos, hemos analizado marcadores antiapoptéticos como
las IAPs (clAP1, clAP2, XIAP y Survivina) y hemos encontrado una alta
expresion de estos, siendo més expresados en las lineas menos sensibles a
la induccion de muerte (CaSki y SiHa), lo que refuerza la hipétesis de que cada

linea utiliza estrategias distintas para su sobrevivencia.

Otro pardmetro que ha sido evaluado en nuestro grupo y por otros mas es el
defecto en la activacion de la pro-caspasa-8; lo que sugiere que la resistencia
podria ser atribuida en parte a la incapacidad para activar Caspasa-8 del
Complejo Asociado a los Receptores de Muerte, lo que impide la transmisién

exitosa de la respuesta apoptogénica.

Adicionalmente, en nuestro laboratorio se ha estudiado si esta resistencia no
solo se debe a defectos a nivel de la maquinaria apoptética, sino también el
impacto que pudieran tener vias de sefalizacion pro-supervivencia en esta
resistencia observada. El factor de transcripcion NF-kB juega un papel critico
en el desarrollo y la progresion maligna del cancer a través de la induccion de
diferentes proteinas pro-supervivencia, asi como por sus efectos sobre la
angiogénesis, invasion y metastasis de células cancerosas. Por medio de
diversos experimentos hemos observado que el factor NF-kB se encuentra
encendido constitutivamente en CaSki y en SiHa, pero de formas distintas, lo

gue al final pudiera explicar las diferencias observadas en el momento en el
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gue son sometidas a estimulos de muerte. A pesar de estos resultados, ain

falta mucho por analizar y de entender.

Para el caso concreto de la incapacidad del complejo asociado a los
receptores de muerte para activar Caspasa-8, debido a que estas células son
resistentes a induccion de muerte por ligandos de la familia de TNF. Se ha
propuesto que la ubiquitilacién es un proceso clave para la regulacion de este.
De tal forma que es importante conocer la mayoria de los componentes que
son reclutados al receptor después del estimulo, y examinar los patrones de
ubiquitilacion de algunas proteinas reclutadas, y analizar sus viasde
degradacion. Esto nos daria un panorama de lo que pudiera estar ocurriendo
en nuestras lineas celulares y en parte podria ayudar a tratar de explicar el

fendmeno de resistencia, y tratar de revertirlo.

1. JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte en mujeres de paises
en vias de desarrollo. EI 99% de los casos de cancer cervical estan
relacionados etiologicamente con el virus del papiloma humano de alto riesgo,
principalmente HPV-16 y HPV-18.

Se ha demostrado que las lineas celulares derivadas de cancer cervical
muestran una resistencia diferencial a diversos estimulos externos de muerte;
esto parece estar mediado principalmente por defectos en el procesamiento y
activacion de la pro-caspasa-8, posiblemente debido a la conformacion
alterada del complejo asociado al TNFR1, del cual no conocemos a
profundidad su composicion, ni los cambios que debe tener para permitir la
activacion de la pro-caspasa-8. Por lo que es importante analizar los
componentes de este complejo, su localizacion y sus patrones de

ubiquitilacién.
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IV. HIPOTESIS

Las lineas celulares CaSkiy SiHa, presentan diferencias en la composicion del

complejo asociado al Receptor 1 del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR1), lo

gue repercute en su resistencia diferencial a la apoptosis

V. OBJETIVOS

5.1. General

Analizar los componentes del complejo asociado al TNFR1 y sus

interacciones, ademas investigar el patron de ubiquitilacion de por lo menos

uno de sus componentes en las lineas celulares CaSki y SiHa.

5.2. Particulares

Analizar y comparar los componentes del complejo asociado al
Receptor 1 de TNF en las lineas celulares CaSki y SiHa en condicién

basal.

Estudiar el reclutamiento de los componentes del complejo asociado al

Receptor 1 de TNF bajo estimulos de apoptosis extrinseca.

Investigar el patrén de ubiquitilacion de por lo menos uno de los
componentes del complejo asociado al Receptor 1 de TNF en

condiciones basales y bajo un estimulo de apoptosis extrinseca.
Evaluar el impacto de la disminucion de los niveles de proteinas

remodeladoras del complejo asociado al Receptor 1 de TNF en la

resistencia a la apoptosis de las lineas celulares.
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VI.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Ensayos de Western
Blot contra elementos
del Complejo Asociado

al TNFR1

Inmunoprecipitacion
Tratamiento con TNFa del Complejo Asociado
al TNFR1

Ensayos de Western

Extraccion de
Proteinas por
protocolo del M-PER

Células CaSki y SiHa

Tratamiento con Blot contra elementos
MG132 del Complejo Asociado
al TNFR1

Evaluar el impacto de

Tratamiento con Smac la disminucion de 1APs
Mimetics en la conformacion del
TNFR1

FIGURA 8. Diagrama simplificado de la estrategia experimental llevada a cabo en este trabajo.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cultivo celular

Las lineas celulares de carcinoma cervical HPV16+ CaSki y SiHa fueron
obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC® CCL-243™). Las
células CaSki fueron crecidas a 37° C y 5% de CO:2 en medio RPMI
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, 50 pg/ml de Estreptomicina,
50 U/ml de Penicilina y 1% (v/v) de aminoacidos no esenciales. Las células
SiHa fueron crecidas a 37° C y 5% de CO2 en medio MEM suplementado con
10% de Suero Fetal Bovino, 50 ug/ml de Estreptomicina, 50 U/ml de Penicilina.
Para los ensayos, se sembraron 2-4 x 10° células en cajas de cultivo de 60mm
x 15mm y tratadas con 1, 3y 5 uM de Birinapant (Active Biochemical Co, Hong
Kong, A1901) a diferentes tiempos; con 10 mM de MG132 (Sigma Chemical
Co, USA, SML1135) por 6 horas, y con 10-200 ng/ml de TNFa a diferentes
tiempos (amablemente proporcionado por el Dr. V. Ortiz, Cinvestav-IPN). Las
células control fueron tratadas con 0.1% de Dimetil Sulfoxido (DMSO) de
Sigma Chemical Co. Los medios de cultivo, el suero fetal bovino y antibiéticos

fueron adquiridos de Gibco BRL (Invitrogen, USA).

7.2. Ensayos de western blot e inmunoprecipitacion

Los extractos de proteinas totales para western blot fueron preparados
utilizando 5x10° celulas. Las células fueron lavadas con solucién salina
amortiguadora de fosfatos 1X (PBS) y lisadas en 400-600 pl de M-PER®
Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) que
fue suplementado con un inhibidor de Proteasas (Complete, Roche, DE). Los
extractos fueron clarificados por centrifugacion a 12,000 rpm/min a 4° C
durante 20 min. La concentracion de proteinas fue determinada utilizando

Bradford Protein assay Kit (Bio-Rad, USA). Los extractos de proteina (30 ug)
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fueron mezclados con una concentracién apropiada de Buffer Laemmli 2X o
4X, fueron hervidas a 96° y separadas por SDS-PAGE y posteriormente
transferidas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (PerkinElmer,
USA). Las membranas fueron bloqueadas con 5% de leche en polvo sin grasa
en solucion salina amortiguadora de Tris (TBS) 1X suplementada con 0.1 %
Tween-20 y se dejaron incubando toda la noche utilizando el anticuerpo
primario apropiado. Finalmente, los inmunocomplejos fueron revelados
utilizando SuperSignal West Pico o West Femto Maximum Sensitivity
substrates (Thermo Fisher Scientific, USA) y utilizando el sistema de captura
de imagen ChemiDoc (Bio-Rad, USA). La mayoria de las membranas fueron

desnudadas y reutilizadas para otros anticuerpos primarios o actina.

Para la inmunoprecipitacion de TNFR1 endbdgeno, las células CaSki y SiHa
fueron crecidas en cajas de cultivo de 10 cm, cuando alcanzaron la confluencia
apropiada (5 x 10° células), fueron incubadas en presencia o en ausencia de
10-200 ng/ml de TNFa por 15 min. Las células fueron lisadas por 30 min con
Buffer DISC (1% Triton X-100, 10% glicerol, 150 mM NaCl, 20mM Tris, pH 7.5,
2 mM EDTA, y un cocktail inhibidor de Proteasas [Complete, Roche, DE]) en
bafio de hielo. Los lisados celulares fueron centrifugados a 12,000 rpm/min a
4° C durante 20 min y el material soluble fue preaclarado con Pierce® Protein
G Agarose (Thermo Fisher Scientific, USA, 20399) por 2 h a 4° C; anti-TNFR1
(#3738, Cell Signaling, USA) fue agregado a la muestra preaclarada y se
incubo toda la noche a 4° C. El complejo asociado al TNFR1 fue precipitado
utilizando Pierce® Protein G Agarose (Thermo Fisher Scientific, USA, 20399)
por 4 h a 4° C. Las perlas fueron lavadas 4 veces con Buffer DISC y fueron
eluidas con Buffer Laemmli 1X calentando a 96° C por 5 min. Por ultimo, fueron
centrifugadas a 14,000 rpm/min durante 10 min a temperatura ambiente. Los
sobrenadantes fueron separados por SDS-PAGE y analizadas por western
blot.
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7.3. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios usados fueron: Caspasa-8 (ab32125, abcam),
cFLIP (ALX-804-428-C0150, Enzo) y FAS (sc-715, Santa Cruz Biotechnology);
A20 (#4625), BID (#2002), Caspase-3 (#9662), Caspase-8 (#9746), clAP1
(#4952), clAP2 (#3130), CYLD (#4495), NIK (#4994), PARP (#9542), Survivin
(#2808), TNFR1 (#3736), TRAF2 (#4724), TRAF3 (#4729), XIAP (#2042)
fueron adquiridos de Cell Signaling Technology; FADD (556402) y RIP1
(610458) fueron comprados a BD Biosciences; Anti-Actina fue amablemente
donado por el Dr. M Hernandez, Cinvestav-IPN. Se utilizaron anticuerpos
secundarios comerciales anti-conejo (Thermo Fisher Scientific, USA), anti-
raton (Invitrogen, USA) o anti-cabra (Thermo Fisher Scientific, USA) acoplados

a peroxidasa de rabano picante (HRP).

7.4. Ensayos de viabilidad celular

Se sembraron células CaSki y SiHa en cajas de cultivo de 60mm x 15mm.
Cuando llegaron a una confluencia de 2x10° células fueron tratadas por
separado y en combinacién con 5 uM de Birinapant (Active Biochemical Co,
Hong Kong, A1901), 200 uM de Cisplatino (Sigma Chemical Co, USA, P4394)
y con 200 ng/ml de TNFa (amablemente proporcionado por el Dr. V. Ortiz,
Cinvestav-IPN) por 8, 12 y 24 H. Como control positivo de muerte ambas lineas

celulares fueron irradiadas con 40 mJ/cm? UV light.

Se recuperaron las células y fueron centrifugadas a 1500 rpm por 5 min a 4°C.
El botdn celular fue resuspendido en PBS 1X ajustandose la densidad a 1x10°
células/mL. Posteriormente se adiciono loduro de Propidio (1 mg/mL) (Sigma
Chemical Co, USA) a una concentracion final de 10 mg/mL, manteniendo las
muestras en hielo por 30 min, protegidas de la luz. La viabilidad celular fue

analizada en el citometro de flujo Dako Cytomation CyAn ADP, Beckman
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Coulter. Para cada analisis 20000 eventos fueron evaluados. Los datos fueron

analizados con el software FlowJo V10.

VIIl. RESULTADOS

8.1. Los niveles citoplasmaticos de los componentes reclutados al complejo
TNFR1 son diferentes en CaSki y en SiHa, principalmente en los niveles
de las proteinas IAP y DUB.

Se evaluaron por western blot algunos componentes que pueden ser
reclutados al complejo asociado al TNFR1 en dos lineas celulares HPV-16+
(CaSki y SiHa) con resistencia diferencial a la muerte celular, para conocer si
estos niveles de resistencia se debian a diferencias que pudieran impactar en

la conformacién de este complejo.

En primer lugar, se evaluaron los niveles de dos miembros de la familia de los
receptores de muerte como son el TNFR1 y FAS (Figura 9) para descartar que
la resistencia se debiera a una falta de expresion de estos. Se observd una
buena expresion de ambos receptores en las dos lineas celulares, sin
embargo, la linea celular SiHa, mas sensible que CaSki a algunos de los
diferentes estimulos de muerte, presenta mayores niveles del receptor de FAS,
lo que correlacionaria con su sensibilidad. Por otro lado, CaSki presenta
mayores niveles del TNFR1, este receptor ademas de sefalizar hacia
apoptosis tiene la capacidad de encender vias de supervivencia, esta mayor

expresion en CaSki pudiera correlacionar con su mayor resistencia.

Una vez que conocimos los niveles de los receptores, evaluamos algunas
proteinas que son reclutados a estos, después de que la célula recibe un
estimulo de muerte. Fueron analizados elementos pro-apoptoticos como

Caspasa-8 y FADD, y elementos anti-apoptoticos como cFLIP, RIP1, clAP1,
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FIGURA 9. Niveles de expresién de los receptores de muerte. Imagen representativa de tres ensayos
independientes de western blot en células CaSki y SiHa. Se utilizo actina como control de carga.

clAP2, TRAF2 y TRAF3 (Figura 10). Las principales diferencias entre las dos
lineas se observaron en los niveles de expresién de Caspasa-8, clAP1, clAP2,
TRAF2y TRAF3; las ultimas 4 proteinas mencionadas forman un complejo con
actividad de ubiquitin-ligasa, el cual funciona como regulador de los
componentes del complejo asociado al TNFR1, ya sea porque los ubiquitilan
en Lisina48 para promover su degradacion proteosomal o en Lisina63 para la
formacion de nuevas plataformas de sefializacion; dichas diferencias pudieran
estar impactando en la resistencia de ambas lineas celulares, ya que CaSki,
donde observamos mayor expresion de estos componentes reguladores
estaria favoreciendo la activacion de vias de supervivencia como la de NF-kB
y con esto impidiendo la sefalizacién apoptética, caso contrario estaria

ocurriendo en SiHa.

Debido a que la regulacién del complejo TNFR1 en gran parte es debida a la
actividad de ubiquitin ligasa de las proteinas en las que observamos mayor
diferencia de expresion, decidimos estudiar proteinas con actividad de
deubiquitilasas (DUB) y explorar si los niveles de estas podrian afectar la
composicién de las proteinas reclutadas al TNFR1, se evalu6 A20y CYLD las
cuales rompen especificamente las cadenas de ubiquitinas ligadas K63, y su

funcion es regular la via clasica de NF-kB, con lo cual se estaria impidiendo la
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formacion de la plataforma de activacion, lo que pudiera impactar en los

niveles de resistencia (Figura 11).

CaSki SiHa
74kDa | NN e | RIP

55/53 kDa | NS e | Caspase-8a/b

5KD2 | m— wm— | CFLIP

27kDa | o NN | FADD
62kDa | s | C[APL

70 kDa m R clAP2

53KDa | WEEEEES SN | TRAF2

43 kDa | " S (  Actin

FIGURA 10. Niveles de expresion basal de algunos componentes que pudieran ser reclutados al
complejo asociado al TNFR1. Imagen representativa de tres ensayos independientes de western blot
para la deteccion de proteinas involucradas en la sefializacion apoptética en células CaSki y SiHa. Se
utilizo actina como control de carga. El rectangulo encierra las mayores diferencias observadas.

CaSki
SiHa

108 kDa CYLD

82 kDa |A20

RIFT |(Ub(Ub) Ub)

e o [

FIGURA 11. Las DUB se encuentran mas expresadas en SiHa con respeto a CaSki. lzquierda,
diagrama simplificado de la actividad de ubiquitin-ligasa de clAP-TRAF ubiquitilando a RIP1 en K63, lo
que favorece la activacién canénica de NF-kB; las tijeras ejemplifican la actividad de las DUB impidiendo
la ubiquitilacion de RIP1 y bloqueando la activacién de NF-kB. Derecha, Imagen representativa de tres
ensayos independientes de western blot en células CaSki y SiHa. Se utilizo actina como control de carga.
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8.2. Se reclutan exclusivamente componentes anti-apoptoticos al complejo

asociado al TNFR1 estimulado con TNFa

La sefalizacion mediada por los receptores de muerte se inicia cuando un
ligando de muerte se une a su receptor, el cual por medio de su extremo
citoplasmatico recluta proteinas que desencadenan la sefializacion rio abajo;
una vez que conocimos los niveles basales de expresion de estas proteinas,
decidimos evaluar si estos niveles diferenciales impactaban en la
conformacion de este complejo de sefializacién después de recibir un estimulo
de TNFa. Para esto, tratamos ambas lineas celulares con 10-200 ng/mL de
TNFa a diferentes tiempos y llevamos a cabo la inmunoprecipitacion del
TNFR1 endogeno, para evaluar que componentes del complejo |, co-

inmunoprecipitaban junto con el receptor (Figura 12).

Nuestros resultados de co-inmunoprecipitacibn muestran que en ausencia del
estimulo con TNFa ninguna proteina de las esperadas se encuentra asociada
al TNFR1, como sucede en las células normales. Después de que las células
recibieron el estimulo con TNFa, exclusivamente se observa un reclutamiento
de componentes anti-apoptoticos: clAP1l, TRAF2, TRAF3 y RIP1, una
posibilidad para explicar estos resultados es que estos componentes podrian
estar asociados al complejo de sefializacion del TNFR1 evitando con ello
reclutamiento de los componentes pro-apoptoticos, que corresponden al

complejo Il, como la Caspasa-8 y FADD.

Todos estos datos indican que al estar reclutados solo los elementos anti-
apoptéticos el TNFR1 estaria sefializando hacia la activacion de NF-kB,
explicando en parte la resistencia de nuestras lineas a estimulos de apoptosis
extrinseca, y refuerzan las observaciones hechas por nuestro grupo en

relacion con la activacion de NF-kB.
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FIGURA 12. Reclutamiento exclusivo de proteinas anti-apoptéticas al TNFR1 estimulado con
TNFa. Imagen representativa de tres ensayos de co-inmunoprecipitacion independientes para evaluar
el reclutamiento de componentes pro y anti-apoptoticos en células CaSkiy SiHa, en ausencia y presencia
de un estimulo de 10(A) y 200 (B) ng/mL de TNFa por 15 min. Se utilizo TNFR1 como control de la
inmunoprecipitacién. IP: Inmunoprecipitacion. WB: Western blot.

Para corroborar estas interacciones proteina-proteina, decidimos realizar la
Inmunoprecipitacion de RIP enddgeno (Figura 13), en las mismas condiciones
que realizamos la de TNFR1; y asi reforzar nuestras observaciones en las

cuales después de un estimulo de muerte, solo se reclutan los elementos anti-
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apoptoticos lo que impacta directamente en los niveles de resistencia a los
tratamientos. Cabe sefalar que RIP fue solo detectado en la
inmunoprecipitaciéon usando grandes cantidades de TNFa (200 ng/mL) como
estimulo y no con 10ng/ml como el resto de los componentes. Ademas, se
detectan cantidades menores de RIP reclutadas en el receptor TNFR1 de las

células SiHa y correlaciona con un menor reclutamiento de TRAF2.

+TNFa

CasSki SiHa CaSki SiHa

- WB: clAP1 (62 kDa)

WB: TNFR1 (53 kDa)

IP: RIP

”} WB: TRAF2 (53 kDa)

- o

FIGURA 13. Reclutamiento del complejo clAP/TRAF al TNFR1 estimulado con TNFa. Imagen
representativa de tres ensayos de co-inmunoprecipitacion independientes en células CaSki y SiHa para
evaluar elementos que se encuentran asociados a RIP1 en ausencia y presencia de un estimulo de 200
ng/mL de TNFa por 10 min. Se utilizo RIP1 como control de la inmunoprecipitacion. IP:
Inmunoprecipitacion. WB: Western blot.

8.3. Lainhibicion del proteosoma por MG132 impacta los niveles de expresion
de las proteinas que pueden formar parte del complejo asociado al
TNFR1.

Las ubiquitilaciones juegan un papel muy importante en la regulacion de la
composicion del complejo asociado al TNFR1, ademas, de estas depende la
sefalizacion rio debajo del receptor. De acuerdo con nuestros resultados en
la inmunoprecipitacion de TNFR1, sabemos que se reclutan clAP1, TRAF2 y
TRAF3, las cuales forman un complejo multi-proteico con actividad de ubiquitin

ligasa, de tal forma que para conocer si este complejo se encuentra activo y
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regulando a los demas elementos del complejo asociado al TNFR1, decidimos
utilizar el inhibidor del proteosoma MG132 para evaluar el impacto en CaSki y
SiHa (Figura 14).
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FIGURA 14. Efecto delainhibicion del proteosoma sobrelos niveles de expresién de las proteinas
que pudieran formar parte del complejo TNFR1. Imagen representativa de tres ensayos
independientes de western blot en células CaSki y SiHa, en ausencia y presencia de 10 mM de MG132
por 6 horas. Como control de la inhibicion del proteosoma se utilizé NIK; Actina fue empleada como
control de carga.

Nuestros resultados muestran que la inhibicion del proteosoma por el MG132
solo impacta claramente en los niveles de proteinas pro-apoptoéticas como son
las Caspasa-8 y FADD, y en los niveles de la cinasa NIK, que fue utilizada
como control, demostrando que el complejo clAP-TRAF pudiera estar
ubiquitilando en K48 a Caspasa-8 y FADD promoviendo su degradacion

proteosomal y asi impedir la sefializacién apoptética, lo que deberia analizarse
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con mayor detalle en el futuro. En el resto de los componentes el efecto de

MG132 no es significativo.

Para poder afirmar que clAP-TRAF estan regulando al complejo TNFR1
mediante ubiquitilaciones, realizamos ensayos de inmunoprecipitacion de NIK
(Figura 15), su principal blanco para la ubiquitilacion en K48, por lo cual
siempre estd siendo degradada por la via proteosomal; adicionalmente
llevamos a cabo la inmunoprecipitacion de RIP1 (Figura 16), como control de
la ubiquitilacion en K63, como describimos anteriormente, esta ubiquitilacion

funciona como plataforma de activacion de NF-kB.

CaSki SiHa
1gG NIK Input IgG  NIK Input
125kDa |* ‘
100 kDa o g . wo | \WB: K48
70 kDa

b - — [ T

FIGURA 15. NIK se encuentra ubiquitilado en K48. Imagen representativa de tres ensayos
independientes de co-inmunoprecipitacion en células CaSki y SiHa. Como control de la
inmunoprecipitacion se utilizd NIK.

Nuestros datos permiten observar que el complejo clAP/TRAF si es funcional
y tiene un efecto sobre NIK, regulando sus niveles por la via proteosomal; de
tal forma que esperdbamos observar claramente la ubiquitilacion en K63 sobre
RIP1, sin embargo, esto no fue posible en nuestro experimento; por lo que
decidimos evaluarlo indirectamente realizando una extraccion de proteinas
totales en condiciones no desnaturalizantes donde evaluamos RIP1 en
presencia o ausencia de TNFa, donde pudimos observar claramente un
barrido correspondiente a la ubiquitilacion después del estimulo con TNFa
(Figura 17).
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FIGURA 16. Inmunoprecipitacion de RIP en CaSki y SiHa estimuladas con TNFa. Imagen
representativa de tres ensayos independientes en células tratadas con 10 ng/mL Como control de la

inmunoprecipitacion se utilizé RIP1.
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FIGURA 17. RIP es ubiquitilado después del estimulo con TNFa. Imagen representativa de tres
ensayos independientes en células tratadas con 10 ng/mL Como control de la inmunoprecipitacion se
utilizé RIP1. El panel derecho solo muestra una sobreexposicion de la imagen de la derecha para hacer
mas evidente la ubiquilacion.

8.4. El Birinapant impacta fuertemente en el nivel de clAP1 y provoca muerte

celular en CaSki.

Nuestros resultados anteriores confirman que clAPl juega un papel
trascendental en la regulacion del complejo asociado al TNFR1, vy
posiblemente sea uno de los principales responsables en la resistencia
diferencial a la apoptosis observada en CaSki y SiHa. Por esta razén
decidimos evaluar el impacto de la disminucién de esta proteina en la
formacion y conformacion del complejo TNFR1, con este fin utilizamos un
Mimético de SMAC: el Birinapant, el cual es un compuesto dimérico disefiado
especificamente para la degradacion de clAP1, lo que resultaria en un cambio

en la sefalizacion del TNFR.

En primer lugar, basandonos en reportes previos, determinamos la
concentracion de birinapant a utilizar, por lo que realizamos una curva de

concentracion desde 1 a 5 yM durante 8 horas, y se evaluaron los niveles de
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clAP1 y clAP2 en ambas lineas celulares (Figura 18); siendo que se ha
reportado que el birinapant es especifico para inhibir clAP1, se evalud el nivel
de XIAP como control en células CaSki, debido a que es la linea celular en

donde se observa una mayor expresion.

A) B)
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FIGURA 18. Efecto del Birinapant sobre los niveles de la familia IAP. Imagen representativa de tres
ensayos independientes en células CaSki (A) y SiHa (B) tratadas con birinapant a los tiempos y
concentraciones indicados. Como control de carga se utilizé actina. MW: Marcador de peso molecular.
0: DMSO. pM: Micromolar. kDa: Kilodaltons.

Lo que observamos fue que desde la concentracibn mas baja (1uM) se
disminuye considerablemente la expresion de clAP1 en ambas lineas
celulares; como se esperaba este tratamiento no tuvo efecto sobre las otras
IAPs (clAP2 y XIAP) en CaSki, sin embargo, a las concentraciones mas altas

(5uM) el birinapant parece afectar el nivel de proteina de clAP2 en SiHa.

Posteriormente, para corroborar el efecto del birinapant sobre clAP1, se evalu6
el nivel de expresiéon de NIK, el principal sustrato de ubiquitilacién en K48 de
clAP1. Lo que observamos fue que desde la concentracion mas baja se
restablecen los niveles de NIK en ambas lineas celulares. Lo que confirma la
inhibicién funcional de clAP1. Adicionalmente, se evaluaron los niveles de

expresion de otras proteinas, gue como hemos visto pudieran verse afectadas
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por la actividad de clAP1, de las cuales ninguna sufrio diferencias significativas

en sus niveles después del tratamiento con birinapant (Figura 19).
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FIGURA 19. Restablecimiento de NIK y efecto del birinapant sobre otras proteinas que pueden
conformar el complejo TNFR1. Imagen representativa de tres ensayos independientes en células
Caski (A) y SiHa (B) tratadas con birinapant a los tiempos y concentraciones indicados. Como control
de carga se utiliz6 actina. MW: Marcador de peso molecular. 0: DMSO. yM: Micromolar. kDa: Kilodaltons.

8.4.1. El birinapant induce muerte celular en CaSki.

Después de observar los efectos de la inhibicion de clAP1 sobre sus sustratos,
y teniendo en cuenta que la resistencia de nuestras lineas celulares podia
deberse en gran medida a la actividad de clAP1; decidimos evaluar si el
birinapant sensibilizaba nuestras lineas celulares a los diferentes tratamientos
utilizados en nuestro laboratorio. Por lo tanto, llevamos a cabo ensayos de
viabilidad, evaluando la incorporaciéon de ioduro de propidio (PI) por medio de
citometria de flujo, donde las células CaSki y SiHa fueron tratadas con
birinapant, solo y en combinacion con 10-200 ng/mL de TNFa y con 200 pM
Cisplatino, durante 8, 12 y 24 horas (Figura 20).
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FIGURA 20. El birinapant induce muerte celular en CaSki. Las barras corresponden a los valores
expresados como la media de 3 experimentos independientes en células CaSki y SiHa tratadas en las
condiciones indicadas, por 8, 12 y 24 horas. Como control de muerte ambas lineas celulares fueron
irradiadas con 40 mJ/cm2 UV light. Prueba de ANOVA.Post-hoc Dunnett. Las letras indican diferencia
significativa respecto al control de cada condicién (a); p <0.0001 (b); p <0.001 (c); p <0.01 (d); p <0.05

(e).

El ensayo de viabilidad nos permitié observar que CaSki es altamente sensible
al tratamiento con birinapant, caso contrario al de SiHa a la cual no se afecta
su viabilidad. La combinacion de birinapant con cisplatino parece tener un
efecto significativo en CaSki. Estos resultados refuerzan nuestras
observaciones en las cuales la resistencia de CaSki se ve mediada
principalmente por clAP1 y una vez inhibida por el birinapant, su sensibilidad
aumenta; caso contrario en SiHa donde los niveles de clAP1 no parecen incidir
en la resistencia y por lo tanto el birinapant no muestra un efecto significativo

sobre la viabilidad.
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8.4.2. La caspasa-8 se procesa y activa completamente en CaSki después

del tratamiento con birinapant.

Posteriormente, para explicar el efecto del birinapant sobre las células CaSki,
se realizaron ensayos de western blot, sobre proteinas pro-apoptoticas como
la caspasa-8, la cual por observaciones nuestras y de otros grupos, no era
capaz de procesarse ni activarse en lineas celulares derivadas de cancer
cervical, sorprendentemente, el birinapant promueve la activacion de la
caspasa-8 en CaSki, ademas se observé procesamiento de caspasa-3 y corte
de PARP (Figura 21), sugiriendo que el tipo de muerte provocado es

dependiente de caspasas, pudiendo ser muerte celular apoptotica.
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FIGURA 21. Activacién de Caspasa-8 inducida por birinapant en células CaSki. Imagen
representativa de tres ensayos independientes en células CaSki (A) y SiHa (B) tratadas con birinapant
al tiempo y concentraciones indicados. Como control de carga se utilizé actina. MW: Marcador de peso
molecular. 0: DMSO. uM: Micromolar. kDa: Kilodaltons.
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8.4.3. Formacion de una plataforma de activacion de caspasa-8 en células
CasSki.

Después de los datos obtenidos en los ensayos de viabilidad y la deteccion de
caspasa-8 activada, decidimos investigar el mecanismo por el cual esto
ocurria. Por lo que llevamos a cabo la inmunoprecipitacion de RIP1, para
evaluar la posible formacion del ripoptosoma, la cual se ha reportado que
funciona como plataforma de activacion de la caspasa-8, y efectivamente,
logramos detectar que tanto FADD como Caspasa-8 co-inmunoprecipitaron
con RIP1 en las células CaSki tratadas con birinapant (Figura 22); sugiriendo
la formacién de un complejo de activacion de caspasa-8 que pudiera ser el
ripoptosoma.

IP: RIP1
18G
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FIGURA 22. Formacion de una plataforma de activacion de Caspasa-8. Imagen representativa de
tres ensayos independientes en células CaSki tratadas con 5 pM de birinapant durante 8. MW:
Marcador de peso molecular. IP: inmunoprecinitado. WB: western blot.

IX. DISCUSION

Cada afio en el mundo se registran mas de 8 millones de muertes por cancer
y alrededor de 14 millones de nuevos casos, la gran mayoria en paises en vias
de desarrollo, como México. El cancer cervicouterino es la segunda causa de
muerte entre las mujeres, teniendo un fuerte impacto en la economia, por lo

gue la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas es de gran interés. E| 99%
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de los casos de cancer cervical estan relacionados etiolégicamente con el virus

del papiloma humano de alto riesgo, principalmente HPV-16 y HPV-18.

La resistencia a la apoptosis es una caracteristica clasica de las células
cancerosas, lo que contribuye a la progresion del tumor y al fracaso del
tratamiento; la resistencia a la apoptosis en las células transformadas ha sido
ampliamente estudiada, aunque en el caso del cancer cervicouterino hasta el
momento es poco entendida. La resistencia a los tratamientos involucra la
alteracion a multiples niveles del proceso apoptoético; la inhibicion de la
activacion de la familia de las caspasas se ha implicado como un mecanismo
importante para la tumorigénesis en muchos tipos de cancer (Zérning, 2001).
La activaciéon deficiente de las caspasas se ha relacionado con el fracaso de

muchas terapias anticancer (Kaufmann & Vaux, 2003).

En afos recientes, se han publicado algunos trabajos de apoptosis alterada
en cancer cervicouterino (Chung, 2002) (Cheung, 2002) (Zannotti, 2003).
Hougardy demuestra que la via de apoptosis mediada por Fas si es funcional
en cancer cervicouterino, pero diferencialmente. Ellos también sugieren que la
sensibilidad a la apoptosis mediada por Fas en carcinoma cervical depende
de los niveles de FAS, Caspasa-8 y Bid (Hougardy, 2005). Fillipova atribuye al
HPV la responsabilidad de las alteraciones en la apoptosis por un mecanismo
independiente al efecto que E6 ejerce sobre p53 (Filippova, 2007). Aguilar-
Lemarroy reporta una diferencia en la sensibilidad a la apoptosis inducida por
CD95 en células SiHa y Hel a; sugiere que el complejo DISC no se ensambla
en células SiHa, pero si en células HelLa, pero solo ocurre si las células HelLa
son tratadas también con cicloheximida, activando caspasa-8 solo en células
HelLa, pero no en SiHa (Aguilar-Lemarroy, 2001). La interpretacion de este
resultado es que la inhibicién de la apoptosis en HelLa requiere de un factor
que depende de la sintesis de novo continua en células HelLa. La falta de

activacion y procesamiento de la caspasa-8 puede explicar la resistencia a la
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apoptosis de las células de carcinoma cervical, como ha sido observado en

nuestro laboratorio (Aréchaga-Ocampo, 2007).

En reportes realizados en céncer colorrectal y adenocarcinomas esofagicos,
las células escapan de los estimulos apoptéticos por pérdida gendmica o
reorganizacion estructural del locus del gen fas o disminuyendo la cantidad de
receptores de muerte en la superficie celular. Por esta razon decidimos evaluar
los niveles de expresion de los receptores en nuestro trabajo, y mediante
ensayos de western blot observamos que TNFR1 y FAS, son expresados
diferencialmente; CaSki presenta altos niveles de TNFR1 y bajos niveles de
FAS, lo que favoreceria la resistencia; mientras que en SiHa se observa lo
contrario, TNFR1 bajo y FAS alto. Estos datos sugieren un comportamiento
diferencial a los inductores de apoptosis. Lo que ha sido observado por otros
investigadores y nosotros. Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio
muestran una mayor sensibilidad de SiHa versus CaSki al ser inducidas a
apoptosis con UV y cisplatino. Cabe sefialar que nuestro abordaje al evaluar
los niveles de receptores no fue el mas adecuado, sin embargo, solo fue
realizado para conocer el panorama general de los mismos, en futuras
aproximaciones, la mejor forma de evaluar los niveles de receptores de muerte
debe realizarse por FACS, para comprobar su correcta localizacion, como lo
hicieron Hougardy y Aguilar-Lemarroy en sus estudios mencionados

previamente.

Dado que los niveles de receptores aparentemente no son los responsables
de la resistencia diferencial en las lineas celulares observada por nosotros y
otros grupos, evaluamos la expresion de algunos reguladores de apoptosis,
tales como, RIP1, Caspasa-8, cFLIP, FADD, clAP1, clAP2, TRAF2 y TRAF3.
Aunque no hubo diferencias significativas en los niveles de expresion basal
entre la mayoria de las proteinas evaluadas, las células CaSki expresaron

altos niveles de clAP1, clAP2 y TRAF2, las primeras dos consideradas como
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inhibidores de la apoptosis, e implicadas en el desarrollo de tumores malignos
(Bertrand M. M., 2008), presumiblemente estas tres proteinas desempefian un
papel funcional en nuestro sistema celular experimental ya que se observaron
niveles aumentados en CaSki, la cual es la linea celular con mayor resistencia
a diferentes estimulos de muerte, los altos niveles de IAPs han sido
observados por estudios previos en nuestro laboratorio y por otros grupos
(Deveraux, 1998) (Bertrand M. M., 2008).

El reclutamiento de estas tres proteinas al complejo asociado al TNFR1 podria
favorecer la activacion canénica de NF-kB promoviendo la ubiquitinacion en
K63 de RIP1; por esa razon decidimos evaluar los niveles de dos
deubiquitilasas de K63, A20 y CYLD, que funcionan cortando los enlaces de
ubiquitina en K63 de los componentes de sefializacién (como RIP1, TRAF2,
TRAF6 e IKKy) en la via NF-kB y, en consecuencia, inactivan esta sefalizacion
(Chen, 2005). Los resultados muestran una mayor expresion de CYLD y A20
en SiHa con respecto a CaSki; nuestros datos correlacionan con los obtenidos
por An (An, 2008), donde observan niveles elevados de CYLD en SiHa,
ademas, ellos realizaron ensayos donde nogueaban la expresion de CYLD y

se favorecia la activacién canénica de NF-kB en condiciones hipdxicas.

La estimulacién con el ligando conduce a la agrupacién de los receptores de
muerte y la posterior activacion de caspasa-8 mediante el reclutamiento de
FADD en las células normales. TNFa, ademas de utilizar FADD y caspasa-8
para activar la muerte celular, incluye otras moléculas adaptadoras adicionales
asociadas a la parte citoplasmica del receptor 4. Por datos obtenidos en
nuestro laboratorio sabiamos que la caspasa-8 no se activa ni en CaSki ni en
SiHa, esto condujo a la suposicién de que el fenotipo resistente podria deberse
a la incapacidad de las células para formar un complejo asociado al TNFR1
funcional. Como se observé en los ensayos de co-inmunoprecipitacion

ninguna de las dos lineas celulares reclutd FADD o procaspasa-8 a través de
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los dominios DED, este resultado correlaciona con el obtenido por Aguilar-
Lemarroy en donde utilizando células SiHa no observd reclutamiento de
caspasa-8 ni de FADD, sugiriendo que esta falta de conformacién del complejo
asociado al receptor era el responsable de la resistencia. Moléculas como
cFLIP, que bloquean la activacion de caspasa-8 rio arriba no fueron evaluadas
ya que al faltar FADD en el complejo no puede reclutarse y por lo tanto no
puede ser responsable de la resistencia. La incapacidad de ensamblar un
complejo funcional para activar la caspasa-8 podria ser una de las formas en
que las células HPV-16 eluden las sefiales o favorecen la activacion de vias
de supervivencia durante la progresién de mdultiples etapas hacia el cancer de
cuello uterino, Fillipova ha propuesto que los niveles de E6 impactan
directamente en la conformacién del complejo TNFR1, al interaccionar con el

receptor y con la pro-caspasa.8 (Filippova, 2007).

Interesantemente lo que si observamos en la co-inmunoprecipitacion fue un
reclutamiento de proteinas antiapoptéticas al receptor en ambas lineas,
incluso con niveles que no correlacionan a los niveles que observamos en
condiciones basales, donde CaSki presenta elevados niveles de clAPs con
respecto a SiHa, no tenemos una explicacion clara para esto, pero suponemos
que los espacios en el complejo TNFR1 se ocupan completamente o los
elementos reclutados estan modificados post-traduccionalmente, por ejemplo
una ubiquitilacion alterada. Aunque en el citoplasma exista mayor nivel de

proteinas esta no puede reclutarse en mayor cantidad al complejo.

Por otra parte, trabajos recientes usando antagonistas sintéticos de las IAP
han demostrado que clAP1 y clAP2 desempeiian un papel fundamental en la
regulacion de la sefializacibn de TNFR1 hacia NF-kB (Gaither, 2007)
(varfolomeev E. ,., 2007) (Vince J. ,., 2007). Sin embargo, la union de clAP1 a
los receptores, o la regulacion fisiolégica de clAP1 por la sefalizacion del

receptor de TNF, permanece poco caracterizada; en este sentido es necesario
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seguir explorando este escenario para comprender mejor el proceso de
reclutamiento y conformacion del complejo TNFR1; recientemente se ha
reportado el reclutamiento de proteinas relacionadas con el splicing al TNFR1;
Zhang, reportd que la sobreexpresion de Ro52/SSA, otra ubiquin ligasa,
promovié apoptosis inducida por receptores de muerte de manera dependiente
de caspasa-8 (Zhang, 2012). En otro reporte, Ramakrishnan observo que
Sam68 es reclutado al TNFR1, donde actia como un adaptador de
sefalizacion tanto en el complejo | asociado a la membrana como en el
complejo Il citoplasmatico, por lo que regula tanto la apoptosis como la
activacion de NF-kB (Baltimore, 2011). Con esto se demuestra que la
conformacioén del complejo asociado al TNFR1 puede ser conformada por una
variedad mayor de proteinas y por eso es necesario seguir explorando su

dinAmica de conformacion.

Otra cosa que es importante destacar que hemos observado en nuestro grupo
y que han observado otros grupos es la frecuente activacion constitutiva de
NF-kB en muestras de cancer cervical y de cabeza-cuello de pacientes. Un
estudio destaca la conexion HPV-NF-kB: donde se reporta que el grado de
activacion de NF-kB se correlaciona con el estado del HPV en el cancer de
cabeza y cuello (Mishra, 2006). Esto reforzaria nuestra teoria de que la
resistencia a la apoptosis extrinseca que hemos observado en CaSki es
mediada por el reclutamiento al complejo TNFR1 de proteinas que favorecen

la activacion de NF-kB.

Esta bien establecido que la activacion de NF-kB depende del sistema celular
de ubiquitinas (Ub) (Chen, 2005) (Karin, 2002). Para tratar de abordar este
punto, evaluamos el efecto de la inhibicién del proteosoma con MG132 sobre
los marcadores apoptoticos evaluados previamente, la mayoria presento un
restablecimiento de sus niveles después del tratamiento, lo que indica que

estan siendo ubiquitilados en K48; sin embargo, no pudimos detectar estas
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ubiquitilaciones en los complejos de sefalizacion del TNFR1. No obstante, se
necesitan mas ensayos a futuro para determinar con precision el tipo exacto
de ubiquitilacion y el tipo de ubiquitin ligasa que lo esta llevando a cabo,
asimismo, no aseveramos que el complejo TNFR1 solo sea regulado por
ubiquitilaciones, ya que recientemente se reportd que la estimulacion de otro
miembro de los receptores de muerte: FN-14 (TNFRSF12A, TWEAKR,
CD266) con TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis) dirige al
complejo clAP1-TRAF2 hacia degradacion lisosomal; esto abre un nuevo
panorama hacia la busqueda de mas elementos del complejo TNFR1 que

pudieran ser regulados por via lisosomal (Vince J. D.-L., 2008).

Tratando de explicar el patron de ubiquitilacion de RIP1, el cual juega un papel
determinante en la sefializacidbn apoptética y antiapoptética, realizamos
inmunoprecipitacion RIP1, la proteina blanco del complejo clIAP-TRAF.
Desafortunadamente, no logramos detectar la ubiquitilacién de RIP1 en K63 ni
en K48, no descartamos que se haya debido a limitaciones técnicas. Tratando
de resolver estos inconvenientes decidimos llevar a cabo la extraccion de
proteinas totales en condiciones no desnaturalizantes para evaluar RIP1 y
compararlo con lo obtenido en el western blot con extractos solubles,
interesantemente logramos observar un barrido correspondiente a la
poliubiquitilacion de RIP1 solo en los extractos tratados con TNFa; reportes
recientes mencionan que RIP1 puede ser blanco de ubiquitilaciébn en otros
residuos de lisina (M1, K6, K11, K27, K29, K33) (Komander, 2009) (Pickart,
2009) (Fushman, 2010). Por lo que se necesitan estudios futuros para
determinar con certeza el patron de ubiquitilacion de RIP1 en cancer cervical.

Uno de los factores responsables de las dificultades en la activacion eficaz de
la cascada apoptoética en cancer es la sobreexpresion de las IAPs. Las IAP
juegan un papel importante en la inhibicion de la via extrinseca de apoptosis y

favorecen la activacion de la sefalizacion pro-supervivencia de NF-kB (Gyrd-
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Hansen & Meier, 2010) (Petersen S. W., 2007) (Wang L, 2008). La inhibicidn
de las IAP puede restablecer el equilibrio entre las sefiales de supervivencia y
muerte, facilitando asi la apoptosis. Los antagonistas sintéticos de IAP
(miméticos de SMAC) van dirigidos hacia clAP1 y clAP2 para su completa
degradacion proteosomal (Gaither, 2007) (Varfolomeev E. ,., 2007) (Vince J. ,.,
2007). Los mimeéticos de SMAC han demostrado una buena actividad
anticancerigena en estudios preclinicos. Por un lado, estan los miméticos de
SMAC monovalentes y los bivalentes/diméricos; en nuestro trabajo decidimos
utilizar el TL32711/Birinipant, que pertenece a los bivalentes ya que estos
estos compuestos diméricos muestran una afinidad significativamente mayor
a las IAPs que los miméticos monovalentes y son mas eficaces en el

desencadenamiento de la apoptosis.

En el analisis por western blot demostramos que el birinapant a diferentes
concentraciones es capaz de inducir la degradacion completa de clAP1 en
ambas lineas celulares; curiosamente los niveles de clAP2 se estabilizan,
posiblemente debido a que se encuentra bajo la supresion prolongada de la
actividad de E3 ligasa de clAP1. Probablemente con mayores tiempos de
tratamiento o mayores concentraciones el efecto del birinapant sobre clAP2
fuera similar al de clAP1. Conjuntamente, observamos en ambas lineas
celulares el restablecimiento NIK, el resto de las proteinas evaluadas no
sufrieron cambios significativos después del tratamiento. Interesantemente,
solo en CaSki observamos procesamiento de Caspasa-8, Caspasa-3 y la

escision de PARP, lo que es un indicativo de muerte celular apoptética.

En los ensayos de viabilidad surgieron dos patrones de respuesta al birinapant:
CaSki notablemente sensible, y SiHa marcadamente resistente. Esto
correlaciona con lo que observamos en los ensayos de western blot. Cabe
sefalar que los niveles de clAP1/clAP2 son muy bajos en células SiHa

comparadas con CaSki. Mediante FACS logramos demostrar que el birinapant
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sinergiza la muerte celular y probablemente sensibiliza una subpoblacion de
células CaSki al cisplatino. La capacidad de los miméticos de SMAC para
potenciar la citotoxicidad de diferentes farmacos quimioterapéuticos como el
irinotecén y la gemcitabina ha sido observada en distintos estudios (E., 2004)
(Probst BL, 2010).

Aungue los resultados observados en este estudio son alentadores, habra que
explorar con mas estudios para entender y caracterizar el mecanismo de
muerte desencadenado por el birinapant en CaSki. Informes recientes han
descrito la formacion espontanea del ripoptosoma, compuesto por RIP1,
caspasa-8 y FADD, generado por pérdida de clAP1 y clAP2 (Feoktistova,
2011) (Tenev, 2011), eso concuerda con nuestro ensayo de
inmunoprecipiticacion realizado en células CaSki tratadas con birinapant. Por
lo que hipotetizamos que la disminucién de clAP1, permite el restablecimiento
de NIK, mismo que promueve la activacibn no canodnica de NF-kB, esto
promueve la produccién de TNFa que, en ausencia del complejo clAP1-
TRAF2, provoca apoptosis.

Como hemos descrito, se observd una eficacia antitumoral significativa del
birinapant a bajas concentraciones (posiblemente no téxicas), lo que destaca
su seguridad y eficacia en modelos preclinicos. Ademas, nuestros resultados
respaldan la investigacion clinica con el birinapant tanto como agente Unico
como en combinacion con multiples quimioterapias. Se requiere de mayor
investigacion para definir un biomarcador en los tumores que pudieran ser

sensibles al birinapant, lo cual seria muy util en la aplicacion clinica.
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X. CONCLUSIONES

1) ElI miembro de la familia de proteinas inhibidoras de apoptosis, clAP1,
promueve la supervivencia de las células CaSki y confiere resistencia a

la quimioterapia.

2) El birinapant produce muerte celular por apoptosis como agente Unico
en células CaSki, predominantemente por la disminucion de clAP1.
Ademas, el birinapant promueve la formacion de un complejo formado
por RIP1, Caspasa-8 y FADD, lo que resulta en la activacion de
caspasas rio abajo y corte de PARP. Conjuntamente, el tratamiento con

birinapant proporcioné citotoxicidad sinérgica con el cisplatino.

XI. PERSPECTIVAS

e Evaluar mas elementos que pudieran estar siendo reclutados al

complejo asociado al TNFR1.
e Profundizar en el estudio del tipo de ubiquitilacion del que es blanco
RIP1, y buscar el patron de ubiquitlacion de otros elementos del

complejo TNFRL1.

e Caracterizar a profundidad el mecanismo de muerte celular observado

en CaSki y entender el mecanismo de resistencia de las células SiHa.

e Definir un biomarcador en los tumores que pudieran ser sensibles al

birinapant, para aumentar el porcentaje de éxito de los tratamientos.
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