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RESUMEN EJECUTIVO

El cancer de cuello uterino contintia siendo uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial.
No obstante de encontrarse en cuarta linea de incidencia, con respecto al cancer de seno, tiroides
y colorrectal, es considerado como la mayor causa de muerte por cancer. En Colombia el alto
numero de casos lo sitlia como una causa importante de muerte en mujeres a pesar de las estrategias
utilizadas para su prevencion y tratamiento.

Por esta razon es fundamental reconocer los estadios de la enfermedad, sus causas y tratamientos,
para poder asi identificar los posibles factores que generan resistencia a los tratamientos y que
justifican que la cifra de muertes por este cancer continte aumentando.

De esta manera, se sintetizd la informacidén proveniente de investigaciones con enfoque
cuantitativo, de las cudles se extrajeron los datos estadisticos y experimentales que permitieron
identificar los factores que generan radio y quimio resistencia en pacientes con cancer de cuello
uterino, destacandose los microARN Yy su relacion con la transicion epitelial-mesenquimal, y la
modulacion negativa de la expresion de genes y proteinas que regulan directamente la resistencia,
los ARN de cadena larga no codificante, la desregulacion de algunos componentes de vias de
sefializacion como la ERK, PI3K y Wnt/B-catenina y por ultimo, pero no menos importante, la

infeccion por una cepa de alto riesgo de VPH.

PALABRAS CLAVE

Cancer de cuello uterino, resistencia, quimioterapia, radioterapia, CISPLATINO, micoARNS,

ARNCclIn, VPH, vias de sefializacion.



ABSTRACT

Cervical cancer continuous being one of the biggest health issues worldwide. Despite being in the
fourth line of incidence, respect to breast, thyroid and colorrectal cancer, it is considered the
leading cause of death from cancer. In Colombia the high number of cases placed it as an important
cause of women death despite the strategies of prevention and treatment. For this reason, it is
essential to recognize the stages of this disease, its causes and treatments, in order to identify the
possible factors which generate resistance to treatments, and what justify the number of deaths
from this cancer which continue increasing. In this way, information from research with
quantitative focus was synthesized, from which the statistical and experimental data were extracted
allowing us to identify the factors that generate radio and chemoresistance in patients with cervical
cancer, highlighting the miARNSs and their relationship with the epithelial-mesenchymal transition,
and the negative modulation of the expression of genes and proteins which directly regulates the
resistance, the non-coding long chain ARNSs, the deregulation of some components of signaling
pathways as ERK, PI3K and Wnt/B-cathenin, and last but not least the infection of a high risk

strain of HPV.

KEY WORDS

Cervical cancer, resistance, chemotherapy, radiotherapy, miARNSs, IcnARNs, HPV, signaling

pathway.



INTRODUCCION

De acuerdo con los datos reportados por el Ministerio de Salud y proteccion social de Colombia,
a diario 12 mujeres son diagnosticadas con cancer de cuello uterino y 5 de ellas mueren por la
misma razon, convirtiéndose asi en la primera causa de muerte por cancer en mujeres con edades
entre los 39 y 50 afios. A diferencia de otros tipos de cancer, el cervical presenta como antecesor
el virus del papiloma humano (VPH), el cual se encuentra categorizado en méas de 200 cepas, de

ellas la 16 y 18 son las responsables del 70% de los casos confirmados con cancer invasivo.

Se han evidenciado diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad, tales como el estado pre —
canceroso en el que se puede hacer la deteccion y tratamiento temprano, con lo que se evita el
avance de la enfermedad y por lo tanto disminuir la mortalidad y el estado canceroso, en el cual
los tratamientos tienen como objetivo curar el cancer o en momentos méas avanzados, optimizar la
calidad de vida de la paciente. Sin embargo, genera mucho interées revisar el por qué, a pesar de
tener tantas probabilidades de tratamiento en sus diferentes etapas, sigue siendo el cancer asociado

a la mayor cantidad de muertes en mujeres colombianas y a nivel mundial.

Por lo anterior, se desarroll6 una revision bibliografica, con el fin de identificar en diversas
publicaciones, cuales son los factores que pueden estar involucrados en la generacion de
resistencia a los tratamientos con quimioterapia en carcinoma cervical, que no permiten una accion

efectiva sobre la enfermedad y, por lo tanto, que ocasionan la alta tasa de mortalidad registrada.



FORMULACION DEL PROBLEMA

De acuerdo con el observatorio global del cancer (Globocan), el cancer de cuello uterino es el
cuarto en incidencia a nivel mundial; sin embargo, se ha reportado que de los cerca de 6 millones
de casos detectados de cancer de cuello uterino en el 2018, 311.000 fueron fatales (Arbyn et al.,
2019). En 2018 se registrd una incidencia de 18.4 casos nuevos por cada 100000 mujeres, sin
embargo, se considera mas mortal que el cancer de mama puesto que este presenta el 9,41% de
muertes en mujeres que lo padecen, mientras que el cancer de cuello uterino registra el 16,8% de
muertes (Jiménez, M 2018) Jiménez, P., 2018). Como precursores del cancer, se reconocen varios
factores, el mas prevalente es la infeccion por una cepa cancerosa del VPH como la cepa 16, la
cual es responsable del 50% de los casos de muerte. EI VPH actualmente es la infeccion de
transmision sexual mas comun (Mufioz, N. et al., 2012), pues, en principio su contagio se da por
medio de contacto piel a piel, aunque también se ve influenciado por la actividad sexual (Broutet,
N. et al., 2014) . Otros cofactores como el consumo de tabaco, infecciones previas como herpes
genital y clamidia y uso prolongado de anticonceptivos orales acompaiian al VPH, incrementando

el riesgo de progresion hacia cancer de cuello uterino (Harry, J. et al., 2007).

Dentro de las diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad, se ha evidenciado que el periodo
precanceroso (asintomatico), puede ser de varios afios lo cual genera el desconocimiento de su
portabilidad y por ende el avance hacia el cancer invasivo. Claramente en esta etapa se podria
adelantar la deteccion y tratamiento temprano, evitando asi que llegue a convertirse en cancer
invasivo (Burd, E. 2003); sin embargo, muchos factores incluyendo el desconocimiento y la falta
de acceso a un servicio de salud que implique el diagndstico y tratamiento oportuno, producen la

muerte en gran parte de la poblacion de mujeres que padecen este tipo de cancer.



La quimioterapia, es una estrategia ampliamente utilizada en el tratamiento del cancer, pero la
resistencia a estos tratamientos mas conocida como quimiorresistencia, sigue siendo uno de los
factores causales de la muerte por esta enfermedad. Infortunadamente, el cancer de cuello uterino
es uno de los menos sensibles a la quimioterapia (Shen, Y. et al., 2013), por consiguiente, a pesar
de ser detectado y tratado con cirugias tales como la histerectomia y posterior aplicacion de Radio
y/o Quimioterapia, se presenta gran resistencia a los tratamientos y como consecuencia un elevado

porcentaje de muertes.

Por tal razon, es posible que existan factores bioldgicos, moleculares y bioquimicos que
determinan que la célula cancerosa se defienda del ataque ocasionado por los diferentes estresores
terapéuticos y desencadene una respuesta metabdlica adaptativa que incluya mecanismos de

resistencia a los tratamientos.

De acuerdo con los antecedentes mencionados, se hace importante preguntarse ¢Qué factores estan
involucrados en la resistencia ante los tratamientos con radio y quimioterapia, realizados en

pacientes con cancer de cuello uterino?



ANTECEDENTES

En el 2004, Saxena A y colaboradores, publicaron un estudio enfocado en identificar la asociacion
entre la presencia de una cepa oncogénica de VPH en las células cancerosas del cuello del Utero y
su sensibilidad a los efectos quimioterapéuticos; para ello, utilizaron diferentes lineas de células
CaSki (VPH -16 y 18), C33A (VPH negativo), SiHa (VPH - 18) y ME180 (VPH — 39). Las células,
fueron expuestas a diferentes concentraciones de 5 - fluorouracil (5 — Fu), PACLITAXELo
CISPLATINO (CDDP) y en algunos de los ensayos acompafiado de irradiacion. Los resultados
demostraron que las células que contienen VPH — 16 o 18, fueron las mas resistentes al CDDP y
5 — Fu, mientras que las células VPH negativas, fueron las méas sensibles. La inactivacion
dependiente de VPH del regulador apopt6tico p53 podria resultar en la supervivencia celular
proporcionada por las cepas de alto riesgo del VPH, de hecho, se demostro que la expresion del
regulador apoptético p53 fue menor en las lineas celulares que contenian cepas de VPH
consideradas como de alto riesgo (cepa 16 y 18), mientras que en las lineas celulares VPH 39 (+),
ME180 y C33A VPH (-) la expresion de p53 fue mayor. Por otra parte, al combinar los
tratamientos CDDP y 5 — Fu, se evidencié una mejora en el efecto citotoxico de ambas
modalidades en las lineas CaSki, SiHa y ME180. Por lo tanto, concluyeron que la efectividad del
tratamiento quimioterapéutico depende de la presencia de las cepas de alto riesgo de VPH en el

tumor canceroso (Saxena, A. et al., 2005).

Yuanming Shen y colaboradores publicaron en 2014 un estudio sobre dos lineas de células SiHa
y CaSki, tomadas de 23 pacientes con carcinoma escamoso en etapas 1B2, 11A2, pre y post
quimioterapia con PACLITAXEL y CISPLATINO. De los micro ARNs (miARN) que se

extrajeron, llamé la atencion particularmente el miARN-375 identificado por su papel oncogénico



en pacientes con carcinoma de pulmon, posterior a ello, se sometieron a tratamiento con los dos
medicamentos mencionados y, por medio de electroforesis en gel, se separaron aproximadamente
50mg de proteina. Para observar la sobreexpresion de las proteinas E-cadherina y N-cadherina en
las células cancerosas se transfectaron con vectores de expresion lentivirales. De lo anterior se
observo que las células cancerosas sin tratamiento con PACLITAXEL crecian de forma
adoquinada, mientras que aquellas que fueron expuestas al medicamento se veian aplanadas y
perdieron gran parte de su contacto célula-célula, evidenciando un cambio en su morfologia. Por
otra parte, la expresion de la proteina E-cadherina disminuy6 bajo tratamiento, mientras que la de
las proteinas N-cadherina y fibronectina aumento6. Después de someter el cultivo de SiHa y CaSki
a PACLITAXEL durante diferentes tiempos, la velocidad de proliferacion de las lineas celulares
se redujo significativamente, mostrando que el PACLITAXEL inhibe la proliferacion e induce la
transicion epitelio mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés). Adicionalmente, bajo el efecto del
medicamento se exploro el comportamiento del miARN - 375, revelando que, al retirar el farmaco,
se invierte la expresion del miARN — 375y la inhibicion de la proliferacion de células cancerosas
cervicales, mostrando asi una correlacion negativa entre los dos aspectos mencionados. Asi pues,
la sobreexpresion del miARN — 375 promueve la EMT inducida parcialmente por
PACLITAXELPACLITAXEL, al atacar directamente la E-cadherina en células cancerosas
cervicales. Despues de la induccion de la EMT por TGF- B1 0 EGF — B, la sensibilidad al farmaco
se vio altamente reducida en SiHa y CaSki, indicando que, a pesar de inducir la EMT, no altera la
expresion del miARN — 375. Adicionalmente, se encontrd que las células cancerosas cervicales
que son similares morfologicamente a las células de la mesénquima, son resistentes al
medicamento. En cuanto al efecto de la proteina E-cadherina y después de analizar los clones, se

elucidd que su sobreexpresion mejoro significativamente la sensibilidad al medicamento en las



celulas cancerosas cervicales, con o sin sobreexpresion del miARN — 375, y que ademas revierte
en menor proporcidn el fenotipo EMT vy la resistencia al farmaco mediada por miARN — 375. De
los 23 pacientes, 19 eran quimiosensibles y 4 quimiorresistentes, se evidencidé que la sobre
regulacion de la expresion del miARN-375 fue maés significativa en pacientes resistentes al
comparar los tejidos cervicales post quimioterapia con los parentales pre quimioterapia (Shen, Y.

et al., 2014).

De lo anterior se concluyo que el PACLITAXELPACLITAXEL, acta aumentando la expresion
de miARN — 375 que a su vez, induce el proceso de EMT al incrementar directamente la expresion
de la proteina E-cadherina, la inhibicion de la proliferacion celular, y en consecuencia, generando

resistencia a la quimioterapia en el cancer de cuello uterino (Shen, Y. etal., 2014).

En 2010, Laia Bruni y col., publicaron los resultados de un metaandlisis desarrollado con
publicaciones hechas entre 1995 y 2009, en el que se incluyeron 194 estudios llevados a cabo en
59 paises y cuyo objetivo era detectar el VPH, mediante reaccion de cadena de polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) en mujeres con resultados citologicos normales. Los resultados mostraron
que la mayor prevalencia del virus, se encontr6 en regiones del Africa subsahariana con un 16.1%,
Este de Europa 14.2%, Latino América y el Caribe 16% y el Sudeste de Asia 14% (Bruni et al.,
2010). En cuanto a las cepas, las mas frecuentes fueron la 16, 18, 52, 31, 58, 39, 51 y 56. En
América, las cepas de bajo riesgo fue la 6, en Europa la 31, en Norteamérica la 52 igual que en
Africa y Asia, todas las anteriores después de la cepa nimero 16 que a nivel global se encuentra
en el 22.5% de las infecciones. De lo anterior, se concluyé que la prevalencia de las cepas
analizadas depende de la ubicacion geogréfica de las pacientes, ademas que la mayor prevalencia
de las cepas de VPH encontradas, son consideradas como de alto riesgo para la formacion de

carcinoma en cuello uterino (Bruni, L. et al., 2010).



Mufioz N y colaboradores, en 2014, analizaron muestras obtenidas por biopsias cervicales,
tomadas de pacientes con cancer de cuello uterino en diferentes paises, utilizando el sistema
cebador MY09/ MY11 y GP5+/6+ de PCR para el gen L1. Para la deteccion de tipos especificos
de VPH en las muestras analizadas, utilizaron métodos de oligohibridacion y sandwich, para
detectar evidencia de cancer, posteriormente realizar la PCR usando el cebador E7 (Herrero et al.,
2003). Con lo anterior, se pudo concluir que ademas de los tipos 16 y 18, también las cepas de tipo
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82, pueden ser consideradas como carcinogénicas,
los tipos 26, 53 y 66 como probablemente carcinogénicas, mientras que las cepas de tipo 6, 11, 40,
42,43, 44,54, 61, 70, 72 y 81, fueron categorizadas como de bajo riesgo (Herrero et al., 2003).
Las cepas de tipo 16, causan aproximadamente el 50% del cancer de cuello uterino a nivel mundial

y junto con la cepa de tipo 18 aproximadamente el 70% (Zigui, C. et alt., 2013).

En 2006 Aungsumart S. y colaboradores, utilizaron la linea celular SiHaR (resistente a multiples
farmacos) y SiHa (parentales) para identificar la influencia ejercida sobre los genes reguladores de
la apoptosis en células de cancer de cuello uterino por la sobreexpresion de proteinas oncogénicas
(E6 y E7) del VPH. Mediante el ensayo de proteccion RNasa y RT- PCR, se revel6 el aumento en
la expresion del ARNm y niveles proteicos de Bcl — X (proteina anti apoptética) en las células
resistentes, SiHaR. Igualmente se observo un incremento en la expresion de E6 y E7 en SiHaR
que contenian algunas copias del genoma de la cepa 16 de VPH. Bajo el ensayo de formacion de
colonias SiHaR, mostré mayor resistencia a diferentes inductores de apoptosis como el
CISPLATINO vy la radiacion Y. De la transfeccion de células de cancer de cuello uterino C33a
VPH negativas con E7 0 mezcla de E6/7 se observo el aumento en la expresion de Bel — Xy, lo

cual evidencia, la relacion de las proteinas oncogénicas con la sobreexpresion del gen



antiapoptdtico, ademas de ello, E7 mostré mayor relacion cuando el ensayo se realizé separando
las proteinas E6/7. De lo anterior se concluyo que, a pesar de la eficacia de la quimioterapia como
tratamiento en pacientes con cancer en cuello uterino, la sobre regulacion de la proteina E7,
perteneciente al VPH, puede promover la quimiorresistencia gracias a la activacion del gen Bcl —

XL anti apoptotico (Aungsumart, S. et al., 2007).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar los posibles factores que generan resistencia a la quimio y radioterapia en mujeres con

cancer de cuello uterino.

Objetivos Especificos

1. Clasificar la informacidn disponible, en los datos publicados sobre los posibles factores
que generan resistencia a la radio y quimioterapia en mujeres con cancer de cuello

uterino.

2. ldentificar los tratamientos mas utilizados en radio y quimioterapia en el cancer de cuello
uterino.
3. Analizar los resultados obtenidos, en la identificacion de los factores mas relevantes

asociados en la generacion de la resistencia a los tratamientos.
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MARCO TEORICO

1. Cancer

El término cancer es utilizado para describir el crecimiento maligno, autdnomo e incontrolado de
células y tejidos. Dicho crecimiento genera tumores, que a su vez pueden invadir mas tejidos
alrededor del cancer, a esto se le conoce como metastasis, o que provoca el dafio de los tejidos

normales, compitiendo por los nutrientes y el oxigeno (Broutet, N. et al., 2014).

De acuerdo con Globocan, durante el 2018 el cancer de cuello uterino ocupd el cuarto lugar en
incidencia a nivel mundial, precedido por el cancer de seno, colorrectal y de tiroides, sin embargo,
después del cancer de seno es la causa predominante de muerte, a pesar de ser una enfermedad

altamente prevenible (Mufioz N. et al., 2012).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la enfermedad se divide en dos fases fundamentales:

La etapa de infeccion transitoria y la de cancer invasivo o infeccion persistente (ver figura 1).

12



Historia natural de la infeccion por VPH

v desarrollo del cancer cervical
Infeccion transitoria

Infeccién Progresion Invasion
emm=d  Chvit e———b Lesion Ci
+—— infoctado <@ Procancerosa
Eliminacion Regresion (HSIL 6 CIN 2/3)

Figura 1: Historia natural de la infeccion por VPH y desarrollo del cancer cervical. A la
izquierda se encuentra la infeccion transitoria (fase pre-cancerosa), fase inicial de infeccion por
VPH. A la derecha se encuentra la infeccion persistente (fase de cancer invasivo) observandose
el estado pre-canceroso y su avance a cancer invasivo. Adaptado de

https://mahlegha9shirani.blogspot.com/

1.1.Lesiones preneoplasicas en cancer de cuello uterino

Las lesiones preneoplésicas en cancer de cuello uterino son cambio diferenciado en las células
epiteliales de la zona de transformacién del cuello uterino, en donde las células se empiezan a

desarrollar de forma anormal en presencia de una infeccidn persistente y prolongada de una cepa
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del virus del papiloma humano (VPH) (Broutet, N. et al., 2014). El cancer de cuello uterino es uno
de los pocos tipos de cancer en el cual, su etapa precursora puede durar varios afios antes de
convertirse en cancer invasivo. La causa principal de las lesiones precancerosas de cuello uterino
y el cancer escamoso cervical es la infeccion persistente con una o méas de las cepas de VPH
consideradas como de alto riesgo (Plunkett, M. et al., 2003). De las méas de 200 cepas encontradas,
la mayoria no esta asociada con el cancer de cuello uterino, pero el 70% de los casos reportados a
nivel mundial, son causados por la cepa 16 y 18. Otras cepas consideradas de alto riesgo (31, 33,

45 a 58) son menos comunes (Broutet, N. et al., 2014).

Las neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) son lesiones premalignas, son los cambios del

epitelio de la zona de transformacion y se clasifican como:

a. Lesiones intraepiteliales de bajo grado (LEIBG)
NIC: Cambio en las células de las capas mas superficiales del cuello uterino,
generalmente desaparecen por si solas, sin necesidad de tratamiento. Pocas de

ellas progresan a cancer.

b. Lesiones intraepiteliales de alto grado (LEIAG)
NIC2: Cambio en las células de la capa intermedia del cuello uterino. Cerca de
un cuarto de estas lesiones progresan a cancer.
NIC3 Cambio en las células de las capas mas profundas del cuello uterino. Gran

proporcion de estas lesiones progresan a cancer (GOMEZ, M. et al., 2006)

La deteccion de anomalias morfologicas en las células epiteliales de cuello uterino se realiza a

través del estudio conocido como citologia. Esta estudia las células exfoliadas de la unién escamo
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columnar del cuello uterino y es el examen cominmente recomendado en mujeres posterior al

inicio de la actividad sexual (Martinez, S. 2005).

Por otra parte, el teste de tipificacion de VPH se esta introduciendo como sustituto o complemento
de la citologia cervicovaginal. La sensibilidad de esta prueba es superior a la de la citologia al igual
que lo homogeneidad de los resultados, sin embargo, la especificidad de la citologia es superior en

un 7% (Tejeda, M. et al., 2007).

1.1.1. Virus del papiloma humano (VPH)

El VPH es un virus relativamente pequefio, de cadena doble de Acido desoxirribonucleico (ADN)
(Zigui, C. et al., 2013). Esta compuesto aproximadamente por 8000 pares de bases nitrogenadas y
contiene un promedio de 8 proteinas, distribuidas en 3 regiones (Beltran, L et al., 2014), la primera,
es una region codificante que contiene los genes E1, E2, E4, E5, E6, y E7, los cuales estan
involucrados en la replicacion viral y en la oncogénesis, la segunda es aquella que contiene los
genes tardios que codifican las mayores proteinas contenidas en la capside viral L1 y L2,
finalmente una region no codificante denominada region de largo control (LCR , por sus siglas en
inglés) localizada entre los marcos de lectura abiertos L1 y E6, contiene la mayoria de los
elementos reguladores implicados en la replicacion y transcripcion del ADN (Ghittoni, R. et al.,
2010) (ver figura 2). La accion de estas proteinas es generar el ambiente propicio para la
replicacion viral y la neutralizacion de mecanismos clave de control celular (Beltran , L. et al.

2014).
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Figura 2: Estructura de la cepa 16 de VPH (VPH16)

Tomada de (Alaguero, 2017)

Cada proteina viral tiene una funcion especifica: E1 se encarga de la replicacion viral, E2
replicacion vy transcripcion viral, E4 de la desestabilizacion de la red de citogueratina, E5 de la
mediacion de la sefializacién mitogénica de factores de crecimiento, E6 y E7 de la oncogenicidad
viral, finalmente L1 y L2 son las mayores proteinas que componen la capside viral (Ghittoni, R.

etal., 2010).

Mas de 200 cepas de VPH han sido reconocidas, sobre la base de ADN que muestran diferencias
gendmicas, 85 genotipos de VPH han sido bien caracterizados, 120 genotipos han sido aislados y

parcialmente caracterizados (Burd, E. 2003).

Debido a su asociacion con cancer de cuello uterino y lesiones precursoras, VPH también puede
ser agrupado en cepas de alto y bajo riesgo. En las cepas de bajo riesgo se encuentran la 6, 11, 42,
43y 44, asociadas con verrugas genitales, las cepas de alto riesgo incluyen la 16, 18, 31, 33, 34,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 70 (Baseman, J. et al., 2005), estas se encuentran asociadas
con cancer de cuello uterino, vaginal y anal (Kari P Braaten, MD, MPH, Marc R Laufer, 2008).

Dentro de las cepas de alto riesgo, se incluyen algunas que son menos frecuentemente encontradas

16



en cancer, pero si son encontradas en lesiones escamosas intraepiteliales (LEI), identificadas como
sepas de riesgo intermedio. La mayoria de las infecciones por VPH son benignas, estas son
reconocidas como la primera causa de verrugas (plantares y comunes) en manos y pies (Burd, E.

2003).

1.2.Cancer de cuello uterino

El 90% de los cancer cervicales son células escamosas que inician en el exocervix, el otro 10%

son adenocarcinomas que crecen en la capa glandular del endocervix (Broutet, N. et al., 2014).

Hay 4 vias, por las que el cancer invasivo puede avanzar

i. Dentro del cérvix (Cuello uterino). ii. Hacia estructuras adyacentes, es decir, hacia abajo
(vagina), hacia arriba (dentro del Utero), hacia los lados (en los tejidos que soportan el Gtero), hacia
atras (recto o0 ano) y hacia adelante (vejiga). iii. Nodulos linfaticos pélvicos. iv. Metéastasis por via

hematdgena o por via de los canales linfaticos (Broutet, N. et al., 2014).

1.2.1. Etapas del cancer de cuello uterino

De acuerdo con la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia, se establecen cuatro

etapas para el cancer de cuello uterino (Ver figura 3) (Harry, J. et al., 2007)
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Estadios del cancer cervicouterino

Estadio 0 I I i v

Extension Confinado Enfermedad mas  Enfermedad en Invade vejiga,
deltumor alcuellouterino  allddelcuello |5 nared péivica  recto o metastasis
uterino pero no 4, g| tarcio inferior
liega a la pared de la vagina

pélvica o al tercio
inferior de la
Supervivencia  100% 85% vagina 35% 7%
a5 anos 65%
Pared
Estadiode  cuigaq 47% 28% 21%  peivica 4%
presentacion uterina lateral
Trompa — % ' l
de Falopio
Pared
uterinal g Cuerpo
Orificio interno .
= Cuello
Orificio externo uterino 5 ns

g

Figura 3: Estadios del cancer cervicouterino. I, esta confinado al cuello uterino, se divide
en: 1A Carcinoma diagnosticado sélo por microscopia; 1Al Invasion del estroma 3mm —
7mm de diametro; 1A2 Invasion del estroma mayor a 3mmy 7mm de diametro; IB Lesiones
clinicamente visibles confinadas al cérvix; 1B1 Lesiones clinicamente visibles de 4cm o
menores; 1B2 Lesiones clinicamente visibles > 4cm. 11, avanza hacia la parte superior de
la vagina y tejidos cercanos al cérvix, pero no en las paredes de la pelvis, se divide en:
1A Tumor sin invasion parametrial; 11B Tumor con invasion parametrial. 111, avanza a
la parte baja de la vagina y tejidos de la pared pélvica, se encuentra dividida en: I11A
Tumor que involucra tercio bajo de la vagina, no hay extension a la pared pélvica; 111B
Tumor se extiende a la pared pélvica y produce hidronefrosis disfuncionalidad renal. 1V,
avanza hacia los o6rganos alrededor del cérvix, haciendo metastasis incluso en pulmones

y nddulos linfatico (Harry J. Long 111, Nadia N. I. Laack, MD, Bobbie S. Gostout, 2007).
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1.2.2. Tratamiento

El objetivo de los tratamientos en la primera etapa es destruir o remover las areas cervicales con
lesiones precancerosas. Dichos métodos pueden ser de destruccion a los tejidos anormales por

conizaciones o crioterapia, 0 remocion quirdrgica.

Por otra parte, segun el estadio del cancer, la terapia primaria puede incluir tratamiento quirtrgico
o radioterapia, cuyo objetivo es curar la enfermedad. La terapia secundaria consiste en los
tratamientos que, de ser requeridos, se podran aplicar posterior al uso de la terapia primaria
(Broutet, N. et al., 2014).

El régimen considerado como estandar, implica la administracion de CISPLATINO semanalmente
(en dosis 40mg/m?, asociado con radioterapia (5 veces a la semana durante 6 semanas), este debe
tener una duracion entre 50 y 55 dias aproximadamente. Esta combinacion permite un beneficio

en la taza general de supervivencia de 8% aproximadamente (Sadalla, J. et al., 2015).

1.2.2.1.Cirugia

Se encarga de remover el tejido canceroso Y el tejido adyacente. El abordaje quirdrgico puede ser
via vaginal o abdominal, y va desde la remocion localizada, hasta una cirugia de histerectomia
simple o radical. En la simple se remueven por completo el Utero incluyendo el cérvix y es indicada
para los cancer micro invasivos en etapa inicial, por lo que se considera como tratamiento primario.
En la radical, se remueven los tejidos que rodean al utero e incluso los nédulos linféticos en la
pelvis y alrededor de la aorta (Broutet, N. et al., 2014). En pacientes que se encuentran en las

etapas 1AL, 1A2 y IB1 de la enfermedad, la histerectomia (simple o radical, dependiendo de las
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caracteristicas del tumor) tiene una alta probabilidad de curacion de la enfermedad (Harry, J. et al.,

2007).

1.2.2.2.Radioterapia

Este tratamiento consiste en aplicar altas dosis de radiacion ionizante dentro del area afectada por
el cancer y los tejidos circundantes. Puede ser utilizada como terapia primaria en mujeres con
carcinomas mas grandes de 4 cm y confinado en el cérvix o para aquellos casos en donde ha
avanzado mas alla del cervix. Como terapia adjunta a la cirugia, en caso de que durante la cirugia
se detecte el avance del cancer fuera del cérvix, o en los nédulos linfaticos e incluso si después de
la histerectomia se evidencia la presencia de tejido canceroso menor a 5 mm en tejidos que rodean
al tumor. Como terapia secundaria, para aquellas mujeres que después de someterse a cirugia
primaria, evidencian presencia de la enfermedad en pelvis. Como tratamiento paliativo, en mujeres
con cancer en etapa avanzada, para controlar sangrados y dolores excesivos, como tratamiento
para aislar la metastasis (Broutet, N. et al., 2014). Se han evidenciado excelentes resultados en
pacientes que se encuentran en etapas 1B2, I1A, 1B, I1IA, I1IBy IV de la enfermedad. Los mejores
resultados se han obtenido con radioterapia de haz externo en toda la pelvis con radiacién

intracavitaria adicional, reforzada con una dosis de quimioterapia (Harry, J. et al., 2007).

Actualmente la radioterapia 3D conformada, es la técnica prevalente. Esta involucra planificacion
virtual. Se incorporan al planificador cortes tomograficos cada 3 a 5 mm que reproducen una
imagen tridimensional del tumor en el computador, con esto se consigue una reconstruccion

espacial de los 6rganos vecinos de interés de tal manera que la irradiacion conforme el contorno
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del area de tratamiento, asegurando la cobertura 6ptima del blanco, permite concentrar altas dosis

terapéuticas en el tumor con minimo compromiso del tejido sano (Velasquez, A. 2016).

El equipo recomendado es telecobalto isocéntrico con distancia a la fuente de piel por lo menos de
80cm. Altas dosis de fotones generadas por aceleradores lineales son ampliamente utilizadas,
particularmente en pacientes cuyo diametro pelviano anteroposterior es mayor de 20cm Yy en

pacientes con campos extendidos (Velasquez, A. 2016)

1.2.2.3.Quimioterapia

La quimioterapia, es una de las estrategias fundamentales en el tratamiento del cancer. Se basa en
la administracion de medicamentos endovenosos, que tienen como objetivo detener la division de
las células cancerosas. Es utilizada en mujeres con tumores grandes y voluminosos, para reducir
su tamario, en esta etapa se combina con radioterapia, ya que, al reducir el tamafio del tumor, es
muy posible que su respuesta sea mucho mas positiva cuando se aplique la radioterapia.
Fundamentalmente se utiliza con mujeres clasificadas como de alto riesgo, es decir, aquellas que
en el momento de la cirugia presentan un avance del tumor hacia la parte baja de la vagina, pared
cervical o nddulos linféaticos (Harry, J. et al., 2007). Infortunadamente, la quimioterapia, no sélo
afecta la division de las células cancerosas, sino cualquier tipo de célula por lo que puede generar
cuadros de anemia, hemorragias por la disminucion en el conteo de plaquetas, sintomas

gastrointestinales y reacciones alérgicas a algunos medicamentos (Broutet, N. et al., 2014).
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Los agentes citotdxicos empleados en quimioterapia han sido motivo de estudio durante mucho
tiempo, pues, su objetivo es atacar células con alto nivel de proliferacion, como las que se
presentan en los tumores cancerosos, que, adicionalmente, tienen muy baja eficiencia en la
reparacion de su ADN; sin embargo, se ha evidenciado que junto a las células cancerosas, también
se ataca otro tipo de células de rapida division. La administracion de CICLOFOSFAMIDA (CTX),
6-MERCAPTOPURINA o METOTREXATO en pacientes con cancer, se ha asociado con
respuestas alteradas a una variedad de antigenos, disminucion de la secrecion de anticuerpos y

reacciones de hipersensibilidad retardada (Ghiringhelli, F. et al., 2014).

Desde los afios 70, se ha venido estudiando a profundidad los efectos de la quimioterapia sobre el
sistema inmune, en los cuales se ha encontrado que las células inmunes nativas y adaptivas, pueden
ejercer inmunovigilancia tumoral, lo que dirigio las miradas hacia la revision profunda del hecho
que, el tratamiento del cancer se basa en medicamentos que inhiben a las células inmunes, las
cuales son fundamentales en la proteccion del desarrollo del tumor. Ahora bien, se ha identificado
que la quimioterapia, no s6lo inhibe el crecimiento tumoral, sino también alivia
concomitantemente la inmunosupresion generada por el tumor. Ademas, algunos agentes
qguimioterapéuticos pueden activar directamente la funcion de las células natural Killer

(Ghiringhelli, F. et al., 2014).

La terapia antineoplésica involucra diferentes tipos de farmacos que utilizan diversos mecanismos

por medio de los cuales actan sobre las células tumorales e inhiben su proliferacion. El

tratamiento debe incluir dosis suficientemente elevadas para producir el mayor porcentaje de
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muerte celular, incluso bajo la combinacion de dos farmacos que no involucren toxicidades

cruzadas (Benedi, J. et al., 2006)

Los antineoplasicos se clasifican de acuerdo con su mecanismo de accion como los que actdan
sobre el ADN (antineoplésicos alquilantes, antibioticos citotoxicos, antimetabolitos y los
derivados del platino), los de origen vegetal (alcaloides de vinca y taxanos) los que actuan sobre
factores extracelulares de divisién celular (antagonistas de estrogenos, de andrdgenos,
progestagenos, interferones y analogos de la hormona liberadora de la hormona luteinizante), los
que actuan sobre el sistema inmunitario (factor de necrosis tumoral, interleucinas y anticuerpos

monoclonales) (Benedi, J. et al., 2006).

El CISPLATINO es uno de los farmacos mas utilizados para el tratamiento de cancer de cuello
uterino, se clasifica dentro de los derivados del platino los cuales, al ingresar a la célula se activan
liberando un ion platino bivalente, que puede formar enlaces estables con las purinas del ADN
gendémico o mitocondrial de las células tumorales, lo que produce errores de transcripcion,
generando imposibilidad en la produccion de ADN, ARNm, proteinas y, detencion en la
replicacion celular, activando diferentes vias de sefializacion que finalmente desencadenan
necrosis 0 apoptosis. Los efectos adversos generados por la terapia con CISPLATINO son

nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad y toxicidad gastrointestinal (Ghosh, S. 2019).

El PACLITAXEL mejora la polimerizacion de la tubulina en microtubulos estables, y también
interactta directamente con los microtubulos estabilizandolos contra la despolimerizacion por frio

y calcio. Cuando el PACLITAXEL y la proteina de los microtdbulos se irradian con luz
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ultravioleta, el farmaco se une de forma muy estable con a la subunidad beta de la tubulina. Este
farmaco bloquea las células en fase G2/M del ciclo celular, tales células no pueden formar un

aparato mitético normal (Horwitz, S. 1994)

1.2.3. Resistencia al tratamiento

Los agentes quimioterapéuticos pueden facilitar la transformacion fenotipica en células cancerosas
sobrevivientes residuales en un fenotipo altamente movil y resistente. Se ha identificado que el
cancer de cuello uterino es uno de los mas resistentes a este tratamiento y por lo mismo una de las
causas mas comunes de muerte. La comprensién del mecanismo molecular mediante el cual los
tumores superan la toxicidad de los medicamentos es un paso critico para prevenir o revertir la

quimio resistencia (Shen, Y et al., 2013).

Por otra parte, la quimioterapia puede ser asociada a tratamiento con radioterapia, la primera puede
aumentar la sensibilidad del tumor a la radiacion, también la radioterapia es utilizada para el
tratamiento de enfermedades locales, mientras que la quimioterapia para el tratamiento de
enfermedades sistematicas (Rose, P. et al., 1999). Lo anterior genera que sean complementarias y

por ende que la resistencia generada a la quimioterapia, repercuta en la resistencia a la radioterapia.

En el caso del CISPLATINO la resistencia depende de multiples factores, como la acumulacion
del farmaco al unirse con una amplia gama de proteinas, alteracion de diferentes proteinas que
sefialan la apoptosis y aumento en la reparacion del ADN de las células tumorales (Ghosh, S.

2019). Algunos de los factores que se han asociado con la resistencia al tratamiento con
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CISPLATINO son la modulacién de la expresion génica y proteica por la expresion de diversos
microARNS, la modulacion de la apoptosis por la expresion de ARNs de cadena larga no
codificante, desregulacion en algin componente de vias de sefializacion como la PI3K, Wnt-

Bcatenina y ERK, y la asociacion con la infeccidn por una cepa de alto riesgo de VPH.
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DISENO METODOLOGICO

Clasificacion de la informacion disponible, en los datos publicados sobre los posibles factores

gue generan resistencia a la radio y quimioterapia en mujeres con cancer de cuello uterino.

Para clasificar la informacion, durante el proceso de seleccién de los articulos se utilizaron bases
de datos cientificas tales como PubMed, Science direct, Elsevier, motores de bdsqueda de libre
acceso, que permiten consultar millones de publicaciones en diferentes libros y revistas cientificas
relacionadas con el tema de interés. La busqueda fue direccionada hacia articulos de investigacion
con enfoque cuantitativo. Utilizando las palabras clave quimio y radiorresistencia en cancer
cervical fueron encontrados 84 resultados, bajo las palabras clave quimiorresistencia en cancer
cervical fueron encontrados 87 resultados y utilizando las palabras clave radiorresistencia en
cancer cervical fueron encontrados 66 resultados. Posterior a hacer la recoleccion de los articulos
se llevo a cabo la clasificacion por fecha de publicacidn teniendo en cuenta solamente los articulos
publicados en afios posteriores a 2010. Adicionalmente se clasificaron los articulos teniendo en
cuenta el tipo de cancer en el que se evidencia la resistencia, es decir carcinoma cervical o de

cabeza y cuello por su relacion cercana, debido a la infeccion de VPH.

Durante este proceso se encontraron diversos factores, sin embargo se tuvieron en cuenta los que
presentaban mayor incidencia en la generacion de la resistencia, tales como la modulacion negativa
de la expresion de algunos genes, proteinas y marcadores epiteliales y mesenquimales por los
microARN y ARNs de cadena larga no codificante, la desregulacion de algunas vias de
sefializacion como la ERK, PI3K y Wnt-Bcatenina y la asociacion de la resistencia con la infeccion

de VPH16/18.
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Identificacion de los tratamientos mas utilizados en radio y quimioterapia en el cancer de cuello
uterino.

Los articulos se agruparon de acuerdo con el factor encontrado de la siguiente manera: modulacién
de la expresién génica y proteica por expresion de miARNs y por expresion de ARNNncl,
desregulacién de componentes en vias de sefializacion involucradas en la regulacion de la
respuesta a quimio y radioterapia e incidencia de la infeccidn por una cepa de alto riesgo de VPH
en la misma. Adicionalmente, con la lectura se avanzd en la identificacién de los tratamientos mas
utilizados y con mejor respuesta en pacientes con cancer de cuello uterino, encontrandose que
dependiendo del estadio del cancer se utiliza la histerectomia parcial o total, acompafiada de radio

y quimioterapia, individualmente o combinadas.

Posteriormente, se extrajeron los datos y se registraron en un matriz teniendo en cuenta los
diferentes factores previamente clasificados, el tipo de carcinoma en el que se presenta la

resistencia y la fecha de publicacion de los articulos.

Analisis de los resultados obtenidos, en la identificacion de los factores mas relevantes asociados

en la generacidn de la resistencia a los tratamientos.

Se analizaron y discutieron los resultados obtenidos, para dar respuesta a la pregunta problema de
investigacion, relacionada con la existencia de factores que pueden estar influyendo en la quimio
y radiorresistencia en pacientes con cancer de cuello uterino y con el incremento de la mortalidad
por causa de este cancer. Se inicid con la agrupacion de caracteristicas comunes entre los factores
encontrados, luego se buscé la relacion y explicacion de la expresion las proteinas o genes
modulados con el cancer de cuello uterino y con la resistencia a las terapias que pudiesen estar

afectados, por el factor estudiado y finalmente, dar una conclusion frente a los hallazgos realizados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La resistencia a la quimio y radioterapia se encontr6 asociada a diferentes factores tales como: la
modulacion de la transicidn epitelial-mesenquimal y la regulacién de la expresion génica y
proteica por diferentes microARNS, la expresion de ARNs de cadena larga no codificante, la
desregulacion de algunos componentes en las vias de sefializacién ERK, PI3K y Wnt/f-
catenina y finalmente la asociacion con la infeccion por una cepa de alto riesgo de VPH. Ademas
de estos, la disminucion de la sensibilidad frente a los tratamientos se ha encontrado relacionada
con la hipoxia y anemia, la metilacion de SEPT9 como biomarcador de las resistencias, la
asociacion del inhibidores de la fosfatasa 2A con la expresion de la p-glicoproteina y la activacion
de multiples resistencias en adenocarcinoma de cuello uterino, Sin embargo en esta tesis

abordaremos aquellos que presentan mayor evidencia investigativa.

1. Asociacion de los microARN con el aumento o disminucion de la resistencia frente a los

tratamientos de quimio y radioterapia.

Los microARNSs son regiones pequeiias no codificantes en el ARN, contienen entre 20 y 22
nucledtidos (Reddy, K. 2015). Después de la transcripcidn controlan la expresion génica a través
de la degradacion de ARNm, juegan un papel importante como reguladores génicos en genomas
humanos, promoviendo la diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis, su expresion aberrante
puede promover tumorigénesis y agresividad tumoral (Cai, Y. et al., 2009). Los microARNs
maduros reconocen su ARNm objetivo por interacciones de emparejamiento entre los nucledtidos
2-8 de miARN y la seccion complementaria en la region 3’ no traducida (3’-UTR) de los ARNm

(Kuhn, D. et al., 2007).
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Los miARNs se encuentran asociados con la regulacion de la radio y quimio sensibilidad en
pacientes con céncer de cuello uterino, por ejemplo, se han evidenciado niveles muy bajos o
incluso cero del miARN-218 en lineas celulares que presentan resistencia a quimio y radioterapia
provenientes de pacientes con cancer de cuello uterino (HeLa, SiHa, C33A, CaSki), mientras que
su sobreexpresion ha sido asociada con el aumento en la sensibilidad a los mismos (Yuan, W. et
al., 2014). Ademas, en lineas celulares positivas para VPH, la sobreexpresion de este microARN
redujo la capacidad de invasion y migracién celular, mientras que su baja regulacion fue
relacionada con pronéstico pobre de supervivencia, progresién hacia nédulos linfaticos y

recurrencia (Kogo, R. et al., 2015).

En lineas celulares que mostraron menor respuesta frente al tratamiento con diferentes
concentraciones de CISPLATINO (ICso muy elevado) el miARN-218 se encontré infra expresado.
Ademas, la induccion del miARN-218 incrementa notablemente la sensibilidad al farmaco,
mientras que su inhibicidn disminuye la misma, pues la sobre regulacion de este microARN induce
significativamente la apoptosis celular, mientras que su infra regulacién disminuye la muerte
celular (Yu, M. et al., 2019) lo cual indica que el miARN-218 modula la sensibilidad a la

quimioterapia a través de la regulacién de la apoptosis celular.

Diferentes miARNSs se han encontrado asociados con la resistencia que presentan las células
cancerosas de cuello uterino a los tratamientos de quimio y radioterapia a través de diversos
mecanismos que modulan de forma inversa o directa de genes y proteinas, y de esta forma modulan

la sensibilidad frente al tratamiento y por supuesto los resultados exitosos o no frente a los mismos.
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1.1.La transicion epitelial-mesenquimal como objetivo de la sobre e infra regulacion de los

microARNSs

La transicion epitelial-mesenquimal, es un proceso biolégico, que involucra la polarizacion de las
células epiteliales, la cual induce diversos cambios bioquimicos que le permiten a la célula adquirir
el fenotipo mesenquimal y con esto genera impacto en diferentes procesos celulares como la
capacidad migratoria, invasividad, resistencia a la muerte celular y formacién de componentes
extracelulares (Qureshi, R. et al., 2015). Esta transicion se caracteriza por cambios morfol6gicos
de células epiteliales a células similares a fibroblastos, desensamble de las uniones intercelulares
e incremento en la motilidad celular, involucra pérdida de marcadores epiteliales, como E-
cadherina, claudina, occludina, citoqueratina y desmoplaquinas, también la ganancia de
marcadores mesenquimales, como vimentina (Vim1), SNAIL, N-cadherina, ZEB1 y ZEB2 (Lee,
M. et al., 2008). La EMT ha sido clasificada en tres tipos: la de tipo 1, involucrada en la
implantacion, formacion embrionaria y el desarrollo de érganos, estd organizada para generar
diferentes tipos de células, que comparten fenotipos mesenquimales comunes, no causa fibrosis ni
induce un fenotipo invasivo, ademas pueden generar células mesenquimales que pueden sufrir el
proceso inverso para generar epitelio secundario. Por otro lado, la de tipo 2 se encuentra
involucrada en la cicatrizacién de heridas, en la regeneracion de tejidos y fibrosis de 6rganos. En
principio este proceso se encuentra dirigido hacia la reparacion, en la que normalmente se generan
fibroblastos y otras células utilizadas para reconstruir tejidos después de sufrir traumatismos y
lesiones inflamatorias, sin embargo, los EMT de tipo dos pueden seguir respondiendo a la
inflamacion continua, lo que eventualmente conduce a la destruccion de 6rganos. Finalmente, la
de tipo 3 se presenta en celulas neoplasicas que han sufrido previamente cambios genéticos y

epigenéticos especificamente en los genes que favorecen el crecimiento clonal y el desarrollo
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tumoral. Estas células expuestas a la EMT tipo 3 tienen mayor capacidad invasiva y pueden hacer
metastasis con mayor facilidad, generando manifestaciones finales de progresion del cancer
(Weinberg, R.et al., 2009). En dos lineas celulares resistentes al tratamiento con CISPLATINO se
observé la disminucion significativa del marcador epitelial E-cadherina y los niveles de expresion
del miARN-25-3p (asociado con la regulacion de la carcinogénesis en diferentes tipos de cancer),
mientras que los marcadores mesenquimales SNAIL y vimentina se evidenciaron ampliamente
sobre regulados (Song, J. et al., 2017). Ademas, después de realizar la transfeccion mimica de las
lineas celulares resistentes al tratamiento con CISPLATINO en miARN-25-3p, la expresion de los
marcadores mesenquimales SNAIL y vimentina, se observaron significativamente reducidos,
mientras que el marcador epitelial E-cadherina se encontré ampliamente incrementado (Song, J.
et al. & Li, 2017). Lo anterior indica que la reduccion en la expresion del miARN-25-3p podria
inducir la quimio resistencia en células de cancer de cuello uterino modulando negativamente la

transicion epitelial-mesenquimal.

Por otra parte, toda la familia de los miARNs-200 tienen como objetivo directo y represivo la
expresion de ZEB1/2, los cuales suprimen notablemente el marcador epitelial E-cadherina y asi
generan la transformacién de las células epiteliales a su estado mesenquimal, seguido de la
iniciacion del proceso de metastasis. La pérdida del miARN-200c se ha encontrado asociada con
el aumento en la expresion de los marcadores mesenquimales ZEB1/2 y la pérdida del marcador
epitelial E-cadherina, promoviendo asi la transicion epitelial-mesenquimal. Por otra parte el
aumento en los niveles de expresion del factor transcripcional supresor tumoral p53, induce la
activacion transcripcional del miARN-200c y asi modula negativamente la expresion de los
marcadores mesenquimales ZEB1/2 y por ende, suprime EMT (Mutlu, M. et al., 2016).

Adicionalmente, se ha evidenciado que en células altamente resistentes al CISPLATINO el
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miARN-200c se pierde gracias a la promocién de su hipermetilacion, aumentando asi la expresion
de los marcadores mesenquimales y por consiguiente la proliferacion celular, evidenciando asi
disminucion en la sensibilidad frente al tratamiento, convirtiéndose asi en un objetivo de estudio

para mejorar la supervivencia de pacientes post quimio y radioterapia (Mutlu, M. et al., 2016).

El miARN-375 también se encuentra involucrado con la modulacion de la transicion epitelial-
mesenquimal, debido a que la E-cadherina contiene un sitio de union complementario a la terminal
3’UTR del miARN-375 se convierte en objetivo de este, para su degradacion. Su relacion es
inversa, pues con la sobreexpresion del miARN-375, se encuentra una disminucion significativa
en la expresion del marcador epitelial E-cadherina, mientras que la expresion de los marcadores
mesenquimales N-cadherina, vimentina y fibronectina se observd aumentada, posterior al
tratamiento de las células con diferentes dosis de PACLITAXELPACLITAXEL, lo cual nos
permite inferir que la sobreexpresion del miARN-375 modula positivamente la transicion epitelial-
mesenquimal inducida por el PACLITAXELPACLITAXEL, por medio del enfoque directo en la

regulacion negativa de la expresion del marcador epitelial E-cadherina (Shen, Y. et al., 2014) .

1.2.Modulacion de genes mediada por la sobre o infra regulacion de los microARNs

Los microARNs modulan la regulacion de la expresion génica a través de la union con el sitio
complementario al extremo no codificante 3’-UTR, pueden dirigirse a diversos ARNm que
contengan el sitio complementario, sin embargo, varias de esas interacciones dependen del tipo y
el contexto celular. Cominmente, los miARNSs desestabilizan y degradan el ARNm diana, por lo

que es de esperarse que su relacion de expresion sea inversa (Jacobsen, A. et al., 2013).

Son objetivo de los miARNS diversos genes como el Sem4C y PTEN en cancer de cuello uterino,

al igual que algunas proteinas como la poli (ADP ribosa) polimerasal, survivina, mTOR y
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osteopontina, que presentan un sitio de unién complementario un miARN especifico y posterior a
su unién, son modulados de forma inversa, generando incremento o disminucién de la sensibilidad
de las células cancerosas en las que se presenta esta interaccion a los diferentes tratamientos de

quimio y radioterapia.

1.2.1. Gen Sem4C

El gen Sem4C es un miembro de la familia de las semaforinas, cumple un rol importante en el
crecimiento de los axones y en el desarrollo de los miotubos. Se encuentra altamente expresado en
tejidos de céncer de cuello uterino, ademas regula la transicion epitelial-mesenquimal, pues se
encuentra correlacionado con la expresion del marcador epitelial E-cadherina (Song, J etal., 2017).
En lineas celulares resistentes al CISPLATINO se evidencié una reduccion prominente en la
expresion de Sem4C a nivel del ARNm y la proteina, bajo la sobreexpresion del miARN-25-3p,
teniendo en cuenta que los microARNs cumplen su funcion a través de la unién con su extremo
3’-UTR, y relacionando el descenso de la expresion de Sem4C por la sobreexpresion del miARN-
25-3p, se evidencia que este microARN tiene como uno de sus objetivos de union el Sem4C para
producir asi la inhibicién en su expresion (Song, J.et al., 2017). Adicionalmente, en lineas celulares
resistentes al CISPLATINO, se observd que la sobre regulacion del miARN-25-3p vy la infra
regulacion de Sem4cC, inhiben el crecimiento celular y tumoral posterior al tratamiento con
CISPLATINO, por lo que se puede evidenciar que el miARN-25-3p, se encuentra asociado con la
modulacion de la quimio resistencia en células de cancer de cuello uterino, a través de la induccién

reversa de la transicion epitelial-mesenquimal (Song, J. et al., 2017).

Sem4cC es el objetivo de diversos miARN tales como el miARN-125b, miARN-138, miARN-31-

3p, MIARN-205 y como ya lo indicamos previamente el miARN-25-3p, involucrados en la
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resistencia a la quimioterapia inducida por la transicion epitelial-mesenquimal en diferentes
tumores malignos incluyendo el cancer de pulmon, de seno y cervical (Jing, L. et al., 2019).
Adicionalmente, la expresion de Sem4C se encontro directamente relacionada con los estadios del
cancer de acuerdo con la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) e
inversamente relacionada con la expresion del miARN-31-3p en células de cancer de cuello uterino

como se observa en la tabla 1.

Tabla 1: Correlacion entre la expresion de Sem4C, la expresion del miARN-31-3p y las

caracteristicas clinico patoldgicas en pacientes con cancer de cuello uterino (Jing, L. et al.,

2019).
Expresion de Sem4C miR-31-3p
Factores N Bajam=26) [Alto(n=26) | Bajo (n=26) | Alto (n=20)
Tamafio del tumor
<4cm 31 15 16 18 13
>4cm 21 11 10 9 12
Estadio (FIGO)
171 36 22 14 15 21
/v 16 4 12 11 5

La sobreexpresion del miARN-31-3p indujo la reduccion significativa en la expresion de los
niveles proteicos de Sem4C, gracias a esto se observaron significativamente elevados los niveles
proteicos y de ARNm del marcador epitelial E-cadherina, mientras que los niveles proteicos y de
ARNM de los marcadores mesenquimales SNAIL y vimentina se vieron marcadamente reducidos,
lo cual nos indica que el miARN-31-3p se encuentra directamente relacionado con la reversion de

la transicion epitelial-mesenquimal. Adicionalmente, posterior al tratamiento con diferentes
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concentraciones de CISPLATINO, aquellas lineas celulares que sobreexpresaron miARN-31-3p e
infra expresaron Sem4C, evidenciaron mayor sensibilidad frente al farmaco (Jing, L. et al., 2019).
De acuerdo con los datos anteriores, la modulacion de Sem4c por miARN-31-3p, tiene incidencia
directa sobre la transiciéon epitelial-mesenquimal y a su vez en la sensibilidad frente a la

quimioterapia en pacientes con cancer de cuello uterino.

1.2.2. Gen PTEN

PTEN es un gen supresor tumoral que puede regular la invasion tumoral y metéastasis, localizado
en el cromosoma 10023, cataliza la desfosforilacion de fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP3) a
fosfatidilinositol 2-fosfaro (P1P2) y controla diversos procesos celulares. Se encuentra mutado en
una gran variedad de cancer humanos como el glioblastoma, melanoma, carcinoma de proéstata,
seno y colon, y frecuentemente se encuentra mutado en cancer ginecoldgicos como el endometrial
y de ovario, pero con menor frecuencia en cancer de cuello uterino (Harima, Y. et al., 2001). Por
su parte, el cancer de cabeza y cuello se encuentra estrechamente relacionado con el cancer de
cuello uterino, mediante su predecesor comun, la infeccion por una cepa de alto riesgo del VPH 'y
particularmente por la relacion que se ha evidenciado frente a la alteracién en la expresién de los
microARNSs por la expresion de la oncoproteina E7 proveniente del virus (Lajer, C. et al., 2012).
El miARN-96-5p se encontr6 sobreexpresado en tejidos tumorales de cabeza y cuello, ademas se
encontrd asociado con el aumento significativo de la migracion celular. Por otra parte, después de
someter a las lineas celulares Cal27 y FaDu, provenientes de pacientes con cancer de cabeza y
cuello a radiacion con 2GY' y tratamiento con CISPLATINO, se observé que la infra regulacion
del miARN-96-5p aumenta la sensibilidad a radio y quimioterapia, por la disminucion en la
viabilidad y formacion de colonias celulares, por el contrario, la sobreexpresion del miARN-96-

5p aumenta la resistencia a los tratamientos. Por otra parte, el miARN-96-5p encontré como
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objetivo de unidn la region 3°-UTR del gen PTEN, y por la reduccion de la expresion del miARN-
96-5p, se observo el incremento de los niveles proteicos de PTEN, disminucién en la expresion de
AKT fosforilada (pAKT) y ningin cambio en los niveles de AKT, por lo que se deduce que el
miARN-96-5p modula negativamente la expresion de PTEN y afecta la via de sefializacion
PIBK/AKT (Vahabi, M. et al., 2019). Los resultados anteriores, permiten evidenciar la regulacién
de la quimio y radio sensibilidad en células de cancer de cabeza y cuello a través de la inhibicion

de la expresion de PTEN.

1.3.Modulacion de la expresion proteica por la sobre o infra regulacion de los miARNSs

La Poli (ADP ribosa) polimerasa 1 (PARP1) es una proteina nuclear multifuncional conservada en
eucariotas, excepto en levaduras. Puede modificar las proteinas objetivo por la unidn
esencialmente a la cadena de poli (ADP ribosa) (pADPr) y a ella misma, a través de los residuos
de Glu/Asp y/o de lisina en su dominio de auto modificacion (Ji, Y.et al., 2010). Las auto
modificaciones, contribuyen a la mayoria de las funciones conocidas de PARP1 en la reparacion
del dafio en ADN, por ejemplo, reparacion de las roturas en la hebra sencilla y doble, estabilizacion
de las horquillas de replicacion del ADN y en la modificacion de la estructura de la cromatina
(Chaudhuri, R. et al., 2017). En lineas celulares de cancer de cuello uterino (HeLa y SiHa)
resistentes a tratamiento con CISPLATINO, los niveles de miARN-7-5p se evidenciaron
incrementados, en comparacion con lineas celulares provenientes de tejido no canceroso.
Adicionalmente, al bloquear el miARN enddgeno, la apoptosis de las lineas celulares resistentes
aumentd significativamente, después de su exposicion a diferentes concentraciones de
CISPLATINO (Yang, F. et al., 2018). La sobreexpresion del miARN-7-5p indujo la reduccion de

los niveles de la proteina PARP1, mientras que el bloqueo del miARN-7-5p enddgeno, dirige el
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incremento en los niveles de la proteina PARP1. La expresion de la proteina PARP1 en las lineas
celulares resistentes al tratamiento quimioterapéutico, aumento significativamente las tasas de
apoptosis, posterior a la exposicion a diferentes concentraciones de CISPLATINO (Yang, F. et al.,
2018). Los datos anteriores dan cuenta de la relacion inversa entre la expresion del miARN-7-5p
y la expresion de la proteina PARP1 en células de cancer de cuello uterino resistentes al
CISPLATINO, evidenciando que el bloqueo del miARN-7-5p incrementa los niveles de la proteina
PARP1 y asi la apoptosis celular, tras el tratamiento con CISPLATINO, incrementando la

sensibilidad a la quimioterapia.

La survivina es el miembro mas pequefio de la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis. Es
fuerte y difusamente expresada en organos embrionarios y fetales, pero es indetectable en la
mayoria de tejidos normales. Se ha encontrado sobreexpresada en diversos tipos de cancer como
pulmon, seno, colon, estdmago y utero, entre otros. Los tejidos normales (no cancerosos)
provenientes de los mismos drganos, no han expresado survivina. Ha sido asociada con la
inhibicion de la muerte celular (apoptosis) en la via intrinseca y extrinseca (Altieri, D. 2003). En
lineas celulares resistentes al tratamiento con CISPLATINO se evidencio la expresion del miARN-
218 regulada a la baja, ademas la sobre regulacion del miARN-218 disminuyo la expresion de
survivina a nivel de ARNm y proteina, mientras que la infra regulacion del miARN-218
incremento su expresion. Por otra parte, al silenciar la survivina por transfeccion y con esto
disminuir significativamente la expresion de ésta en las lineas celulares resistentes, se genera un
incremento en la sensibilidad al tratamiento, lo cual sugiere que el miARN-218 modula la quimio
sensibilidad al tratamiento con CISPLATINO en células de cancer de cuello uterino a través de la

focalizacién de la survivina (Yu, M. et al., 2019).
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mTOR es una proteina quinasa de gran tamafio, perteneciente a la familia del fosfatidil inositol 3
quinasa (PI3K, por sus siglas en inglés) y que a través de la formacion de un complejo por
interacciéon con las proteinas raptor, rictor y GBL, es el objetivo de la rapamicina (bloque
inmunosupresor de 20 aminoacidos) (Sarbassov, D. et al., 2004). mTOR integra las sefiales
intracelulares y extracelulares, juega un rol fundamental como regulador del metabolismo celular,
crecimiento, proliferacion y supervivencia. Esta via se activa durante diversos procesos celulares,
tales como: formacion de tumores, angiogénesis, adipogénesis, y activacion de linfocitos T entre
otros, se encuentra desregulada en enfermedades como el cancer y la diabetes mellitus tipo 2
(Laplante, M. et al., 2009). Se han identificado dos complejos multiproteicos de mTOR (MTORC1
y mTORC2) en humanos, con diferentes roles durante los procesos fisiolgicos y patoldgicos ( Li,
J. et al., 2015) mTORC1 regula positivamente el crecimiento celular y la proliferacién, como
consecuencia de la promocion de diversos procesos anabdlicos como la biosintesis de proteinas y
lipidos para la formacion de organelos, y a través de la limitacion de procesos catabolicos como la
autofagia (Laplante, M. et al., 2009). mTORC2 usualmente interactta con Rictor y regula la actina
en el cito esqueleto y metabolismo celular. Se ha observado que la rapamicina puede activar
MTORC?2 vy fosforilar la Ser473 de AKT. Inhibidores de mTOR como la rapamicina, apuntan
principalmente a mTORCL1 y suprimen la progresion del ciclo celular, apoptosis, proliferacion,
migracion e invasion (Li, J. et al., 2015). En lineas celulares provenientes de pacientes con cancer
de cuello uterino (HelLa, SiHa, Caski y C33) se evidencio negativamente relacionado el nivel del
ARNM del rictor con la expresion del miARN-218, ademas aquellas células con mayor expresion
de del miARN-218 evidenciaron mayor sensibilidad a la rapamicina. Adicionalmente, la
rapamicina induce notablemente la apoptosis celular y sobre regula las proteinas asociadas a la

apoptosis, tales como la caspasa-3 y PRAP. La sobreexpresion del miARN-218 combinada con la
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administracion de rapamicina suprime el crecimiento tumoral significativamente (Li, J. et al.,

2015).

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina fosforilada que puede interactuar con una amplia
variedad de receptores de superficie celular (Mazariegos, J.et al., 2015). Es secretada a nivel
extracelular y juega un rol fundamental en la promocion de la quimiotaxis, adhesion y migracion
celular, lo que puede promover el desarrollo del cancer y la metéastasis, a través de la activacion de
un rango amplio de sefiales que desencadenan en la sintesis de enzimas proteoliticas, aumentando
la velocidad de degradacion de la fibronectina y laminina. En este proceso se ha evidenciado
sobreexpresada en células de cancer de cuello uterino (Xiao, S. et al., 2016). OPN tiene un sitio de
unién 3°-UTR complementario en el miARN-181a, lo cual indica que es un objetivo de union de
este microARN para su modulacion (Xu, X. et al., 2019). En lineas celulares provenientes de
cancer de cuello uterino y resistentes al CISPLATINO (Caski/DDP y HeLa/DDP), la expresién
del miARN-181a se observo significativamente reducida, mientras que los niveles de OPN se
evidenciaron marcadamente incrementados. La sobreexpresion del miARN-181a mejora la
apoptosis celular, a la vez que inhibe la proliferacién celular en Caski/DDP o HeLa/DDP (Xu, X.
et al., 2019) Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se evidencia que la apoptosis en lineas
celulares de cancer de cuello uterino resistentes al CISPLATINO, se encuentra mediada por la
inhibicion en la expresion de la osteopontina, gracias a su interaccion indirecta con el miARN-

181a.

Si bien es cierto que muchos de los microARNs no han sido plenamente caracterizados y
relacionados con el desarrollo de quimio y radio resistencia en cancer de cuello uterino, se han
convertido en el objetivo de muchos estudios en la basqueda de disminuir las tasas de mortalidad

en pacientes que sufren de este cancer.
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2. Asociacion de los ARNs de cadena larga no codificante con el aumento o disminucién de

la resistencia frente a los tratamientos de quimio y radioterapia.

Los ARNs de cadena larga no codificante (ARNncl) son ARNs que contienen mas de 200
nucledtidos y no tienen funcién codificante para proteinas. Actian como moduladores en diversos
procesos biologicos tales como la impresién gendmica, inactivacion del cromosoma X,
modificacién de la cromatina, interferencia de la transcripcion y transporte nuclear, ademas son
importantes en la regulacion del desarrollo y progresion tumoral, pues se ha identificado relacion
directa entre los niveles de expresion de los ARNncl y los diferentes estadios del cancer. Son una
de las clases de ARNs no codificantes con mayor expresion en tejidos de cancer de cuello uterino
humano (Huang, J. et al., 2018). ARNncl como el HOTAIR promueve la proliferacién, migracion
y progresion celular mediante la inhibicion de p21 (regulador negativo del ciclo celular) en cancer
de cuello uterino y asi promueve la oncogénesis, el ARNncl-LET, funciona como supresor tumoral

bajo regulacion positiva (Huang, J. et al., 2018).

Los ARN de cadena larga no codificante han evidenciado tener influencia en la regulacion de la
resistencia a los tratamientos de quimio y radioterapia gracias a la alteracion de la respuesta a
través de la detencion del ciclo celular, inhibicion de la apoptosis y aumento en la reparacion del

ADN dafiado (Huang, J. et al., 2018).

En cancer de cuello uterino se ha evidenciado la interaccion de los ARNncl y ARNm, miARNSs y
proteinas, generando la modulacién de su expresién y por lo mismo, respuestas como las
anteriormente mencionadas. Por ejemplo la sobreexpresion del ARNncl-EBIC fue relacionado con

la inhibicién del marcador epitelial E-cadherina, el ARNncl-CCHEL promueve la proliferacion
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celular, uniendose directamente con el ARNm del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA

, por sus siglas en inglés), aumentando asi su expresion (Peng, L. et al., 2016).

2.1.Radio resistencia asociada a la sobre o infra regulacién de ARNs de cadena larga no

codificante.

La division celular consta de dos fases 0 procesos consecutivos en los que se lleva a cabo, la
replicacion del ADN vy la segregacion de cromosomas replicados en dos células separadas. La
replicacion del ADN se da especificamente en la etapa de la inter fase conocida como fase S, a la
cual la antecede la fase G1, en la que la célula se estd preparando para la sintesis de ADN. Luego
de la fase S, encontramos la fase G2, es en esta en la que la célula se prepara para la mitosis (M).
Antes de G1, las células pueden entrar en un estado de reposo conocido como GO, alli se pueden
localizar la mayoria de las células humanas que no presentan crecimiento ni proliferacion

(Vermeulen, K. et al., 2003).

El paso ordenado de una fase a otra del ciclo celular se encuentra mediado por proteinas quinasa
dependientes de ciclina (CDK, por sus siglas en inglés), estas son activadas en puntos especificos
del ciclo celular, generando la fosforilacion de enzimas seleccionadas por ejemplo en la fase G1.:
CDK2, CDK4 y CDKG®, en la fase S: CDK2 y en las fases G2 y M: CDK1 (ver tabla 2). Durante
el ciclo celular, los niveles de las ciclinas aumentan y disminuyen constantemente, activando o
desactivando las proteinas CDK, mientras que los niveles de estas Ultimas, permanecen estables

durante el ciclo (Vermeulen, K. et al., 2003).
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Tabla 2: Complejos CDK-ciclina y su actividad en puntos especificos del ciclo celular. CAK

guinasa activadora de CDK (Vermeulen, K. et al., 2003)

CDK CICLINA FASE DE ACTIVIDAD EN
EL CICLO CELULAR

CDK4 Ciclinas D1, D2, D3 Fase G1

CDK®6 Ciclinas D1, D2, D3 Fase G1

CDK2 Ciclina E Fase G1/S

CDK2 Ciclina A Fase S

CDK1 Ciclina A Fase G2/M

CDK1 Ciclina B Mitosis

CDKY7 Ciclina H CAK, todas las fases del ciclo
celular

La actividad de las proteinas CDK puede ser contrarrestada por la accion de proteinas inhibidoras,
que son clasificadas en dos familias: la familia INK4 que contiene las proteinas inhibidoras p15,
pl6, p18y pl9, y la familia Cip/Kip que incluye p21, p27 y p57, que inactivan particularmente la
fase G1 del ciclo, evitando la asociacion entre la proteina CDK con su ciclina activadora. P21
también inhibe la sintesis del ADN al unirse e inhibir PCNA. La expresion de p21 se encuentra
mediada por el gen supresor tumoral p53, pues el p21 contiene un sitio de unién a p53, lo que

permite que este Ultimo active transcripcionalmente el gen p21 (Vermeulen, K. et al., 2003).

El ARNNncl-NEAT1 es un regulador tumoral que juega un papel importante en el crecimiento y
proliferacion celular, puede promover neovascularizacion, invasion tumoral y metéstasis. Se ha
observado sobreexpresado en lineas celulares de céancer de cuello uterino y relacionado
negativamente con la expresion de la caspasa-3 (proteina inductora de la apoptosis celular) y la

activacion de la via de sefializacion AKT/PI3K (Guo, H. et al., 2018).

En lineas celulares resistentes a radioterapia, se evidenciaron elevados los niveles de ARNncl-

NEATL. Por otra parte, se observo que bajo la infra regulacion del ARNNncl-NEATL1 el nimero de
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células resistentes a radioterapia en fase GO y G1 aumento significativamente, mientras que el
namero de células en fase S disminuyd, congruentemente, se observé disminucion en los niveles
de la proteina CDK2 e incremento en los niveles de p21 (Han, D. et al., 2018). Los datos anteriores,
permiten establecer que la disminucion en los niveles del ARNNcl-NEAT1 disminuye la
resistencia a la radioterapia, por medio de la modulacidon en la expresion del gen p21, induciendo

positivamente la apoptosis.

La ciclina D1 (CCND1, por sus siglas en inglés) es una proteina perteneciente a la familia de las
ciclinas D, que regula el punto de restriccion temprana en las fases G1/S del ciclo celular (Ni, J. et
al., 2011). Sus niveles de expresion en células de cancer de cuello uterino se observé incrementado
con respecto a células provenientes de tejidos sanos. CCND1 fue identificada como blanco del
miARN-193b-3p, el cual a su vez resulta ser modulado en sus niveles de expresion por el ARNNcl-
NEAT]1, lo cual implica que al sobreexpresar el ARNncl, los niveles del miARN disminuyen y
viceversa, en lineas celulares resistentes a la radioterapia. Ademas, debemos recordar que los
miARN modulan de forma indirecta los niveles de expresion de la proteina al degradar su ARNm,
por lo mismo al disminuir la expresion del miARN-193b-3p, los niveles de expresion de CCND1
incrementan significativamente en células resistentes a radioterapia, provenientes de tejido de
cancer de cuello uterino (Han, D. et al., 2018). Adicionalmente, la disminucion en los niveles de
CCND1 en combinacion con aumento de la radiacion ionizante produjo disminucion en la fraccion
de células sobrevivientes al tratamiento, inhibicién de la capacidad proliferativa en lineas celulares
de céncer de cuello uterino, detencion en las fases GO/G1 del ciclo celular y aumento en la
apoptosis (Han, D. et al., 2018). De acuerdo con los datos anteriores, se puede decir que el

ARNNCI-NEAT1 promueve la radio resistencia en células de cancer de cuello uterino, por medio
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de la supresion en la expresion del miARN-193b-3p y el incremento en los niveles de expresion

de CCND1.

El gen de respuesta temprana inmediata (IER3) es un gen evolutivamente conservado en
mamiferos. Se expresa ampliamente en diversos tejidos humanos, especialmente en tejido epitelial.
Regula varios procesos celulares como apoptosis, proliferacion, diferenciacion y reparacion del
ADN (Hanyong Jin et al., 2015). A nivel de proteina induce la apoptosis y normalmente su

expresion se encuentra infra regulada en pacientes con cancer de cuello uterino (H. Jinetal., 2016).

El ARNnNcl de detencion del crecimiento especial 5 (ARNncl-GAS5) es un supresor tumoral
cuando se encuentra sobreexpresado, juega un papel fundamental en el crecimiento celular y la
induccion de la apoptosis, en cancer de cuello uterino se han evidenciado niveles muy bajos de
este ARNnNcl, ademés se ha encontrado inversamente relacionado con el estadio del cancer. El
bloqueo de ARNNcl-GAS5 estd asociado con el incremento en la proliferacion, migracion e
invasion celular, a su vez incrementa la resistencia a la radioterapia mediante la regulacion de la
fosforilacion de Akt (Cao, S. et al., 2014). Se ha observado la interaccién simultanea del ARNncl-
GAS5 y el miARN-106b en la linea celular SiHa de cancer de cuello uterino. En lineas celulares
resistentes a radioterapia (SiHa y ME180), los niveles del ARNncl-GAS5 se observaron muy
bajos, mientras que los niveles del miARN-106b incrementados, también los niveles de expresion
de IER3 se evidenciaron reducidos y los niveles de expresion de la proteina Akt aumentados (Gao,
J.etal., 2019). El miARN-106b regula la expresion de la proteina IER3 de forma negativa, lo cual
significa que al sobreexpresar este miARN, los niveles de expresion de la proteina se reducen
significativamente y asi los niveles de apoptosis disminuyen también. Por otra parte el ARNncl-
GASS5 induce el incremento en la sensibilidad a la radioterapia, a través de la modulacion negativa

de los niveles de expresion del miARN-106b, al sobreexpresar los niveles del ARNncl los niveles
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del miARN-106b se observaron disminuidos y la proteina IER3 sobreexpresada, lo cual indica que

aumenta también la apoptosis al combinarse con radioterapia (Gao, J. et al., 2019).

2.2.Quimio resistencia asociada a la sobre o infra regulacion de ARNs de cadena larga no

codificante.

La proteina de alta motilidad del grupo 1 (HMGBL, por sus siglas en inglés) pertenece al grupo de
las proteinas asociadas a la cromatina, contiene gran cantidad de aminoacidos acidos y basicos. Se
encuentra presente en la mayoria de las células a nivel nuclear y citoplasméatico. EIl HMGB1
intracelular participa en procesos nucleares, tales como recombinacién, replicacién, remodelacion
y reparacion del ADN, por otro lado el HMGB1 extracelular puede activar leucocitos
polimorfonucleares, macrofagos mononucleares y células asesinas naturales, promover la
liberacion de mediadores inflamatorios, inducir maduracion y migracion de celulas dendriticas
inmaduras y la polarizacion de linfocitos T, ademas HMGBL es uno de los objetivos de union del

miARN-186 (Li, P. et al., 2019).

El ARN antisentido de cadena larga nicotinamida nucledtido transhidrogenasa 1 (NNT-AS1) se
ha encontrado relacionado con la proliferacion y migracion celular por medio de la regulacion de
la via de sefializacion MAPK/Erk y la modulacion de la transicion epitelial-mesenquimal. En tejido
tumoral cervical sus niveles de expresion son altos, adicionalmente su expresion se relaciona
directamente con el estadio del cancer, pero no con la edad ni el tamafio tumoral (Hua, F. et al.,
2017). En lineas celulares y tejidos de cancer de cuello uterino, resistentes al tratamiento con
CISPLATINO se evidenciaron mucho més elevados los niveles del ARNncl-NNT-AS1 en

comparacion con los tejidos y células de cancer de cuello uterino sensibles al tratamiento. Ademas,
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el bloqueo de la expresion de este ARNNcl induce la apoptosis al promover la expresion de la
caspasa-3 escindida, reduce la proliferacion y migracion en lineas celulares resistentes después del
tratamiento con concentraciones ascendentes de CISPLATINO al inhibir la transicion epitelial
mesenquimal, en donde se observa un incremento en la expresion del marcador epitelial E-
cadherina y disminucion en la expresion de los niveles de los marcadores mesenquimales N-

cadherina y Vimentina (Liu, Y. Et al., 2020).

La expresion del miARN-186 se ha evidenciado reducida en lineas celulares de cancer de cuello
uterino, asi mismo es objetivo de union del ARNncl-NNT-AS1 modulando asi de forma inversa
la expresion del miARN, esto quiere decir que la sobreexpresion el ARNncl-NNT-AS1 promueve
la disminucion en la expresion de los niveles del miARN-186. Por otra parte, la expresion de la
proteina HMGBL1 se encuentra negativamente relacionada con la expresion del miARN-186,
mientras que con la expresion del ARNncl-NNT-ASL1 su relacion en la expresion es directa en
lineas celulares resistentes al tratamiento con CISPLATINO. Adicionalmente la delecion del
ARNNCI-NNT-AS1 antagoniza la resistencia al CISPLATINO a través de la regulacion de la
expresion de HMGB, por medio de la interaccion competitiva con el miARN-186 (Liu, Y. et al.,

2020).

La proteina homologa Muts 2 (MSH2, por sus siglas en inglés) tiene un papel clave en la reparacion
del ADN celular y la estabilidad gendmica, pues sirve como sensor para detectar errores en la
replicacion del ADN que se dan por la unién de analogos de las bases nitrogenadas que se unen a
diferentes conductos inducidos por dafios en el ADN y detonan la apoptosis. La delecion o

agotamiento de MSH2 genera resistencia a ciertos agentes que dafian el ADN, tales como los
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farmacos quimioterapéuticos, por lo que su nivel de expresion se encuentra asociada a la
sensibilidad celular frente a estos farmacos (Zhang, M. et al., 2016). MSH2 es objetivo de union
del miARN-134-5p, el cual ha sido asociado con la detencion de la proliferacion celular tras su
sobreexpresion (Pan, J. et al., 2017). Teniendo en cuenta que los miARN degradan el ARNm del
gen o proteina objetivo, se espera que la sobreexpresion de este, reduzca los niveles de expresion

de MSH2.

El ARNncl de transcripcion divergente (ARNncl-NCK1-AS1) es oncogénico y recientemente se
ha encontrado sobreexpresado en el citoplasma de células de cancer de cuello uterino. Promueve
la proliferacion celular y se encuentra involucrado en diferentes vias de sefializacion, tales como
CDK y TGF-B1 (Qiao, Z. et al., 2020). Se identifico la co-expresion del ARNncl-NCK1-AS1 y
MSH2 en células de cancer de cuello uterino, ademas la sobre regulacion del ARNncl y la proteina
tras la reduccion en la expresion del miARN-134-5p. Lo anterior gracias a que el ARNncl y MSH2
contienen sitios complementarios de union con el extremo 3’UTR del miARN, lo cual implica que
el ARNNncl-NCK1-AS1y el miARN-134-5p modulan la expresion del MSH2 de forma competitiva
(Zhang, W. etal., 2019). Finalmente al inhibir la expresion del miARN y sobreexpresar el ARNncl-
NCK1-AS1 y MHS2 tras el tratamiento con CISPLATINO en células de cancer de cuello uterino,
la concentracion inhibidora media (ICso, por sus siglas en inglés) aumento notablemente y la tasa
de apoptosis se redujo, evidenciando incremento de la quimio resistencia en células de cancer de

cuello uterino (Zhang, W. et al., 2019).

De acuerdo con lo anterior se puede concluir que los ARN de cadena larga no codificante acttan

de manera competitiva con miARN especificos, con los que tienen un sitio de unidn
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complementario. Ademas, su regulacion es negativa, lo cual indica que la modulacion de la
proteina objetivo serd negativa y la union se da con el miARN, mientras que sera positiva si la
union se presenta con el ARNncl, generando impacto directo en el desarrollo del ciclo celular y
por ende en la apoptosis; lo anterior evidencia el aumento o disminucién de la sensibilidad frente
a los tratamientos de quimio y radioterapia en células de cancer de cuello uterino en dependencia

de la union del ARN cadena larga no codificante con la proteina objetivo.

El ARN antisentido dedos de zinc 1 (, por sus siglas en inglés ZFAS1) es un miembro de la familia
de los ARNNcl cuya sobreexpresion puede suprimir la proliferacién celular e inducir la apoptosis
blogueando el proceso de transicion epitelial-mesenquimal. Se ha evidenciado su papel
tumorigénico en cancer estomacal, glioma, carcinoma nasofaringeo y en cancer colorrectal (Pan,
J.et al., 2020). En lineas celulares (CaSki, HeLa y C33A) de cancer de cuello uterino, se
evidenciaron niveles elevados del ARNnNcl-ZFAS1, incluso en lineas celulares positivas para
infeccion con VPH (CaSki y Hela) sus niveles de expresion fueron mucho mas altos, en
comparacion con la linea celular negativa para infeccion por VPH (C33A). También, se observo
directamente relacionado con el estadio del cancer, grado histologico y metéstasis en nddulos
linfaticos (Feng, L. et al., 2019). Al silenciar el ARNncl-ZFASL1 los niveles de proliferacion,
invasion y metastasis de las células CaSki y HelLa disminuyeron significativamente.
Adicionalmente el IC50 del CISPLATINO en las mismas lineas celulares se redujo bajo el
silenciamiento del ARNNcl, mientras que la tasa de apoptosis aumenté (Feng, L. et al., 2019). De
acuerdo con los resultados anteriores, el silenciamiento del ARNncl-ZFAS1 incrementa la
sensibilidad al tratamiento con CISPLATINO en lineas celulares radiorresistentes de cancer de

cuello uterino por medio del bloqueo del ciclo celular y la induccién de la apoptosis.
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3. Vias de sefializacion asociadas con la modulacion de la respuesta a las terapias

3.1.Respuesta a las terapias contra cancer de cuello uterino asociada con la desregulacion de

los componentes de la via de las quinasas regulada por sefales extracelulares (ERK).

La via de las quinasas regulada por sefiales extracelulares (ERK, por sus siglas en inglés), también
Illamada via de la proteina quinasa activada por mitdogenos (MAPK, por sus siglas en inglés), es
activada en una amplia variedad de células por diversos estimulos extracelulares (Kohno, M et al.,
2009). Usualmente es activada en algunos tumores, por translocacion cromosomal, mutaciones en
receptores de citoquinas o sobreexpresion de receptores de tipos salvajes o mutados. También tiene
efectos importantes sobre la regulacion de la apoptosis, a través de la fosforilacion pos-
traduccional de moléculas reguladoras de la apoptosis, que incluyen Bad, BIM, caspasa-9 y Bcl-
2. Adicionalmente, por medio de esta via se puede inducir la transcripcion de ciertos genes Raf,
por medio de la cascada de MEK y ERK, o independiente de estas puede inducir la fosforilacién
de proteinas que controlan la apoptosis (ver figura 4). La activacion anormal de esta via, se
encuentra asociada con cancer en humanos, debido a las mutaciones en los receptores de
membrana cascada arriba de los segundos mensajeros Ras y B-Raf, asi como genes de otras vias,
que ayudan para la regulacion de Raf. Ademas, la activacion ectdpica de Raf induce la resistencia

a farmacos quimioterapéuticos como PACLITAXELY doxorrubicina (Mccubrey, J. et al., 2007).
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Figura 4: Via de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK. Linea con punta en flecha, activacion por
interacciones celulares; linea intermitente con punto, bloqueo por interacciones celulares. GF,
Factor de crecimiento, Grb2, receptor del factor de crecimiento unido — 2, MEK, quinasa regulada
por sefial extracelular de proteina quinasa activada por mitdgenos, RTK, receptor tirosina
quinasa. Adaptada de The RAS/RAF/MEK/ERK pathway: cellular interactions. Activate, line

with -arrow-head_figl_ 230790243

La activacion frecuente de las vias de sefializacion Ras durante la tumorigénesis puede reflejar su
capacidad de inhibir la via H-rassMAPK que suprime la induccion de BIM, mediante su
fosforilacion y su orientacion para la degradacion en pro de la apoptosis. En la via MAPK, se

traduce una sefial de supervivencia de Ras a través de la serina/treonina quinasa Raf, que a su vez
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actia como supresor de tumores y la deficiencia de BIM genera tumores resistentes al

PACLITAXEL(Tan, T. et al., 2005).

La proteina similar a Bcl-2 11 (BIM), es una proteina que contiene s6lo BH3 (proteinas pro-
apoptaticas y s6lo comparten el dominio BH3 con sus homdlogas) perteneciente a la familia de la
proteina Bcl-2, participa en la iniciacion de la apoptosis. Actla antagonizando el papel
antiapoptotico de Bcl-2 y activando directamente la funcion de BAX y BAK, requeridos para la
apoptosis, asociada a la oligomerizacion en la membrana externa mitocondrial y su permeabilidad
a proteinas mitocondriales proapoptéticas como el citocromo c. La pérdida de BAK y BAX resulta
en una profunda resistencia a diferentes estimulos apoptéticos incluyendo agentes genotoxicos. La
proteina BIM, es liberada en el citoesqueleto posterior a la activacion por la sefializacion
citotoxica. Se encuentra sobre regulada en células de cancer de cuello uterino y su expresion se

encuentra directamente relacionada con el estadio del cancer. (Kim, B. et al., 2017).
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Figura 5: Via apopto6tica mitocondrial. En respuesta a un estimulo citotoxico las proteinas pro
apoptoticas solo BHz como BIM, inactivan a los miembros multi-dominio antiapoptdticos como
Bcl-2 a través de la interaccion directa con su dominio BHs, cambiando de la forma inactiva a su
forma activa a BAX y BAK en la membrana externa mitocondrial. La oligomerizacion de
BAX/BAK resulta en la segregacion del citocromo ¢ mitocondrial al citoplasma, generando la
activaciéon de caspasas y asi induciendo la apoptosis. Adaptada de The anti-apoptotic protein

MCL1, a novel target of lung cancer therapy (cancertreatmentjournal.com)
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El inhibidor 5 de la apoptosis (API5, por sus siglas en inglés) ha sido identificado como una
proteina inhibitoria de la apoptosis, cuya expresion previene la fragmentacion del ADN mediada
por la caspasa-3 mediante la regulacion negativa de la apoptosis, inducida por el factor de
transcripcion E2F1. Se encuentra involucrado con la regulacion de la via relacionada en la
propiedad antiapoptética dependiente de la secrecion de FGF2 y de la sefializacién aguas abajo de
FGFR1, generando la degradacion especifica de la molécula pro-apoptoética BIM, mediante la
activacion de ERK dependiente de PKCY'18. Adicionalmente, API5 se encuentra sobre regulado
en diversos tipos de cancer y se ha encontrado asociado con el potencial invasivo de las células

cancerosas de cuello uterino a través de la asociacion con pERK1/2 (Song, K. et al., 2017).

La linea celular de cancer de cuello uterino CaSki fue expuesta a tratamiento con CISPLATINO y
las células que sobrevivieron a este fueron utilizadas para identificar los niveles de API5 y su
relacion con la resistencia al CISPLATINO. En células resistentes se observo un incremento de
los niveles de expresion de API5, incluso cuanto mas repetitivo fuera el tratamiento este nivel de
expresion aumentaba, lo cual indica que la expresion de API5 estd directamente relacionado con
la resistencia al CISPLATINO en células de cancer de cuello uterino (Jang, H. et al., 2017). Por
otra parte, se encontré relacionada negativamente la expresion de la proteina pro-apoptotica BIM
con la expresion de API5 posterior al tratamiento repetido con CISPLATINO. Adicionalmente los
niveles de fosforilacion de ERK mediada por FGFR1 se encontraron notablemente elevados tras
el tratamiento repetido con CISPLATINO en celulas de cancer de cuello uterino, sin embargo, la
disminucion de los niveles de expresion de API5 disminuyo drasticamente la fosforilacion de
FGFR1 y ERK mientras que incrementd notablemente los niveles de expresion de BIM (Jang, H.

et al., 2017). De acuerdo con los resultados observados, se puede establecer que la fosforilacion
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de FGFR1 y ERK mediada por la expresion de API5 que tiene como objetivo directo promover o
inhibir la apoptosis en células de cancer de cuello uterino a través de la modulacion negativa de la
proteina anti apoptética BIM tras el tratamiento repetido con CISPLATINO, por lo mismo se
puede concluir que modula la resistencia frente al tratamiento en pacientes con cancer de cuello

uterino.

La metadherina (MTDH, por sus siglas en inglés), también es conocida como Gen-1 elevado en
astrocitos (AEG-1, por sus siglas en inglés), ha sido identificado con altos niveles de expresién en
diferentes tipos de neoplasias malignas, incluyendo el cancer de mama, préstata, glioma,
hepatocelular y es6fago, se asocia con la progresion de la enfermedad y con los resultados después
de la exposicion a tratamientos. También, se ha encontrado relacionada con la promocién de la
metastasis, invasion, quimiorresistencia y angiogenesis (Zhao, Y. et al., 2012). En la linea celular
HeLa se observaron reducidos los niveles de la caspasa-3 y un incremento en la acumulacion del
marcador de la autofagia LC3II, bajo el bloqueo de MTDH, ademas los niveles de p-ERK y NF-
kB p65 se evidenciaron elevados con la sobreexpresion de MTDH, pero reducidos con el bloqueo
de esta. Estos resultados sugieren que MTDH promueven la autofagia e inhiben la apoptosis por
medio de la activacion de la via pPERK/NF-kB en la linea celular de cancer de cuello uterino HeLa.
Adicionalmente, después del tratamiento con CISPLATINO se observo sobreexpresada MTDH y
la proliferacion celular significativamente aumentada (Zhang, J. et al., 2013). Los resultados
anteriores, permiten establecer que la sobreexpresion de MTDH promueve la resistencia al
CISPLATINO por medio de la induccion de la autofagia y reduccion de la apoptosis mediada por

la activacion de la via pPERK/NF-kB.
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3.2.Desregulacion de los componentes de la via del fosfatidil inositol 3 quinasa (P13K)

asociada con la resistencia a quimio y radioterapia en cancer de cuello uterino.

La via de sefializacion del fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) es estimulada, a través de la
activacion de los receptores membranales de insulina (IRS), que a la vez fosforilan a la subunidad
p58 de la PI3K, conduciendo a un cambio conformacional que permite la union de la proteina con
la subunidad catalitica p110. En esta via se fosforila el fosfatidil inositol 3,4-difosfato (PIP2),
convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) el cual conduce
a la activacion de Akt (Ver figura 6). La activacion anormal de esta via se encuentra asociada a la
formacion de diferentes tipos de cancer debido a la respuesta proliferativa y antiapoptética

(Pinzén, C. et al., 2009).
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Figura 6: Via de sefalizacion fosfatidil inositol 3 quinasa. ERK, quinasa regulada por sefiales

extracelulares, GDP, Guanosin difosfato, IRS, receptor de insulina, GSK3, Quinasa sintasa de
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glicogeno, MAPK, proteina quinasa mitégeno activado. NFkpB, factor nuclear kf, PIP2, fosfatidil
inositol 3,4 difosfato, PIP3; fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato, PKC, proteina quinasa C, STAT;

transductor de sefial y activador de la trascripcion. Tomada de (Pinzén, C. et al., 2009).

Akt es un homologo del oncogén viral v-Akt y se encuentra relacionado con las proteinas quinasas
A'y C en humanos. Tiene tres isoformas derivadas de distintos genes: Aktl/PKBa, Akt2/PKBf y
Akt3/PKBY;, las cuales se han visto involucradas en procesos cancerosos especificos, por ejemplo
Akt2 se ha encontrado asociada con la motilidad e invasién de células cancerosas y Akt3 con la
independencia hormonal. Akt es activada en respuesta a diferentes factores de crecimiento como
IGF2, el factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento basico de fibroblastos, insulina,
IL3, IL6 y el factor de crecimiento vascular endotelial. La inhibicion de algunos componentes de
la via PI3K/Akt pueden generar resistencia al tratamiento con farmacos quimioterapéuticos,
radioterapia, terapia hormonal y a los agentes dirigidos en cancer, oponiéndose a la apoptosis

(Pinzén, C. et al., 2009).

El gen PIK3CA se encuentra amplificado en diferentes tipos de cancer incluyendo el de cabeza 'y
cuello, pulmoén y cervical. La mayoria de los pacientes con cancer de cuello uterino que presentan
mutaciones en PI3KCA resulté ser positiva para E545K (mutacidn que resulta en la sustitucion de
carga opuesta en un aminoacido). En lineas celulares de cancer de cuello uterino que expresan la
mutacion PI3KCA-E545K luego del tratamiento con diferentes concentraciones de CISPLATINO,
se observé que los niveles de supervivencia de estas células eran mayores a los de aquellas células
que solo expresaban el tipo salvaje de PI3KCA. Ademas al reducir los niveles enddgenos de

PISKCA se observo mayor resistencia al CISPLATINO por si solo y al tratamiento combinado
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con radiacion en lineas celulares que expresaron la mutacion E454K, lo cual permite establecer
que la expresion de PIBKCA-E454K confiere resistencia a la terapia con CISPLATINO y

combinada con radiacion en células de cancer de cuello uterino (Arjumand, W. et al., 2016)

La quinasa activada p21 (PAK, por sus siglas en inglés) controla procesos celulares fundamentales
como control de la morfologia celular, adhesion, migracion, proliferacion y supervivencia celular.
Se han identificado 6 tipos de PAK y se clasifican en grupo | (PAK1-3) y grupo Il (PAK4-6) con
base en su estructura y funciones. El grupo I contiene un dominio de unién a p21 (PDB) y un
dominio autoinhibidor (AID) en el extremo N, por su parte el grupo Il contiene un PDB y un AID
o un dominio de pseudosustrato (PSD), segln la proteina. En el estado inactivo las PAK del grupo
I son homodimeros y las del grupo Il son monodimeros. Particularmente PAK4 controla la
proliferacion celular, supervivencia, invasion, metastasis, la transicion epitelial-mesenquimal y la
resistencia a farmacos. PAK4 puede actuar corriente arriba de PI3K promoviendo la resistencia al

CISPLATINO en células de cancer de cuello uterino (Won, S. et al., 2019).

En pacientes con cancer de cuello uterino se identifico que los niveles altos en la expresion de
PAK4 se encontraban directamente relacionados con el estadio del cancer, metastasis en nddulos
linfaticos y grado histoldgico de los pacientes, pero no guardaban ninguna relacion con la edad,
infeccion por VPH o el tamafio tumoral. Por otra parte se observo que los tiempos de supervivencia
celular fueron menores en lineas celulares provenientes de pacientes que expresaron altos niveles
de PAK4 y viceversa, posterior al tratamiento con diferentes concentraciones de CISPLATINO,
ademas el bloqueo de PAK4 evidencio un incremento notable de la sensibilidad al CISPLATINO

mediada por la inhibicion de la fosforilacion de Akt (Shu, X. et al., 2015). Los resultados anteriores
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permiten establecer que altos niveles de expresion de PAK4 en pacientes con cancer de cuello

uterino, promueven la resistencia al tratamiento con CISPLATINO.

La fosfoproteina secretada 1 (SPP1, por sus siglas en inglés) también conocida como osteopontina
(OPN, por sus siglas en inglés) controla el crecimiento celular, proliferacion, migracion y
apoptosis. Se ha evidenciado que en céancer de cuello uterino estd involucrado en la sobre
regulacion del crecimiento celular e inhibicidon de la apoptosis por la activacion de la via de
sefializacion PI3K/Akt (Chen, X. et al., 2019). Los niveles de OPN se observaron ampliamente
incrementados tanto en tejidos como en lineas celulares de cancer de cuello uterino.
Adicionalmente, la OPN se evidencié sobreexpresada en lineas celulares resistentes al
CISPLATINO, favoreciendo la formacion de colonias posterior al tratamiento con diferentes
concentraciones del farmaco e inhibiendo la apoptosis celular. Ademas la via de sefializacion
PI3K/Akt fue suprimida bajo la combinacion del silenciamiento de OPN y el tratamiento con
CISPLATINO (Chen, X. et al., 2019). Lo anterior permite establecer que la expresion de OPN
aumenta significativamente la resistencia al tratamiento, mientras que mejora la sensibilidad al

mismo por medio de la inactivacion de la via de sefializacion PI3K/Akt.

3.3.Desregulacion de los componentes de la via de la Wnt/8-catenina asociada con la

resistencia a quimioterapia en cancer de cuello uterino.

Miembros de la familia Wnt de factores de crecimiento secretados, juegan un papel fundamental
durante la embriogénesis regulando el crecimiento celular, proliferacion, migracion, polaridad

tisular y oncogénesis, ademas contribuyen al desarrollo del sistema urogenital. En la via canonica
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Whnt, la B-catenina actia como componente central. La unién de Wnt con su receptor (frizzled) y
correceptor (LRP5/6) induce la acumulacién citoplasmatica y nuclear de la B-catenina, la cual a
nivel nuclear se une a los miembros de la familia de factores transcripcionales del factor de células
T (TCF, por sus siglas en inglés) resultando en la transcripcion de los genes diana de Wnt. La
desregulaciéon de los componentes de la via Wnt se encuentra asociado con el desarrollo de
neoplasias malignas, incluyendo cancer de colon, carcinoma hepatocelular, de ovario, endometrio,
melanoma y carcinoma cervical (Bulut et al., 2011). Adicionalmente la expresion de la B-catenina
nuclear se ha encontrado relacionada con mal prondstico en lineas celulares de cancer de cuello
uterino en estadios avanzados que han sido expuestas a quimio Yy radioterapia, al evidenciar un
promedio de supervivencia bastante alto post tratamiento. Por otra parte, la activacion de Wnt/ B-
catenina induce la quimio y radiorresistencia en células de cancer de cuello uterino a través de la
unién a la familia del receptor fizzled 1, induciendo la sobreexpresion del gen resistente a multiples

farmacos (Zhang, Y. et al., 2014)
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Figura 7: Via de sefializacion Wnt. Cuando la via esta activada, Wnt forma un complejo con el
receptor frizzled (Fz) y LRP5/6; beta-catenina se disocia de una serie de cofactores (APC, Axiny
GSK3p), impidiendo asi su fosforilacion. Tomada de Receptor Wnt: Fisiologia, fisiopatologia y

potenciales nuevas dianas terapéuticas | REEMO (elsevier.es)

La metiladenosina-N® (mPA) es la modificacion mas abundante del ARNm eucariota. La
disfuncion de los reguladores de m®A se ha identificado relacionados con procesos bioldgicos y
patoldgicos, particularmente en la iniciacion y progresion del cancer. Recientemente la proteina
asociada a la masa grasa y la obesidad (FTO, por sus siglas en inglés) fue identificada como
demetilasa, por lo que es posible establecer que m®A es reversible igual que los procesos que
pueden regular la estabilidad del mMARN, empalme, transporte, localizacion y traduccién, como
también el procesamiento de la interacciébn microARN y proteina-ARN. Se ha descubierto que
FTO controla diferentes aspectos del proceso bioldgico, como la sefializacion dopaminérgica y la
adipogénesis, ademas su disfuncion se encuentra implicada en el desarrollo de diferentes cancer,
incluso en el control de la progresion del cancer de cuello uterino (Zou, D. et al., 2019).
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En lineas celulares de cancer de cuello uterino (C33A y SiHa) que sobreexpresaron FTO la
viabilidad de las células se evidencid6 aumentada después del tratamiento con diferentes
concentraciones de CISPLATINO vy radiacion Y, en comparacion con las celulas que no
sobreexpresaron FTO. Ademas, la formacion de colonias mostr6 un aumento dramatico en el
crecimiento clonogénico después de varias dosis de radiacion y exposicion a CISPLATINO,
mientras que bajo el silenciamiento de FTO se evidencié mayor respuesta a la irradiacion en la
linea celular SiHa. Por otra parte, la sobre regulacién de FTO aumentd los niveles de expresion de
la B-catenina en la linea celular SiHa, y junto con el blogueo de la B-catenina se mejord la
sensibilidad a los tratamientos en lineas celulares que sobreexpresan FTO. Al revisar los niveles
de m®A del mensajero de B-catenina, se observan disminuidos con la sobreexpresion de FTO
(Zhou, S. et al., 2018). A partir de los resultados anteriores se puede establecer que la expresion
de FTO aumenta la resistencia a la quimio y radioterapia a traves de la regulacion positiva de la

expresion de la B-catenina disminuyendo la metilacion de m®A del ARNm de la B-catenina.

La poli isomerias 1 (Pinl) cataliza los cambios conformacionales en ciertas claves dirigidas por
sitios de fosforilacion prolina y funciona como catalizador para multiples vias oncogénicas. Se
sobreexpresa en diferentes cancer humanos, y desempefia un papel fundamental en la proliferacion
celular y la sefializacion oncogénica a través de la regulacion de la expresion del gen ciclina D1.
En cancer de cuello uterino se ha encontrado Pinl sobreexpresada a nivel celular y tisular. Por otra
parte, es una enzima fundamental en la activacion del factor de transcripcion FOXML1 y se

encuentra estrechamente asociado con la expresion del mismo, puede activar la via de sefializacion
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Whnt/B-catenina, cuya actividad transcripcional también puede ser mejorada por la accion de

FOXML (Li, H. et al., 2006).

FOXML1 es un factor de transcripcion esencial en la proliferacion y apoptosis, también en el
desarrollo y funcién de muchos 6rganos. Regula un nimero importante de factores clave en el
ciclo celular que regulan la transicion de la fase G1 ala S, y la progresion de la fase G2 a la M, asi
como la mitosis celular. La pérdida de la expresién de FOXM1 causa muerte celular gracias a
defectos del huso mitético, retrasa las células en la mitosis e induce una catéstrofe mitotica. La
expresion aberrante de FOXM1 se encuentra asociada con neoplasias humanas como el carcinoma
hepatocelular, cAncer de mama y pulmon. En particular se ha encontrado sobreexpresado en cancer

de cuello uterino (Chan, D. et al., 2008).

En lineas celulares resistentes al tratamiento con diferentes concentraciones de CISPLATINO, los
niveles de expresion de Pin 1 se encontraron fuertemente aumentados, incluso se evidenciaron
niveles mayores cuando las células mostraban mayor resistencia al farmaco. Por otra parte, la
expresion de FOXM1 mostro el mismo patron de expresion de Pinl, ademas el silenciamiento de
Pinl redujo los niveles de expresion de FOXML1, permitiendo establecer que Pinl regula la
expresion de FOXML1 en lineas celulares quimio resistentes. También, la sobreexpresion de Pin 1
incremento la actividad de la via de sefializacién Wnt/p-catenina y los niveles de expresion de la
ciclina D1, mientras que su silenciamiento redujo la actividad de esta via y la ciclina (Wang, T. et
al., 2016). De acuerdo con los resultados anteriores, se puede afirmar que la expresion de Pin 1

modula la quimio resistencia en lineas celulares de cancer de cuello uterino por medio de la
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regulacion en la actividad de la via de sefializacién Wnt/B-catenina y la expresion del factor de

transcripcion FOXM1.

4. Asociacion de la infeccion por Virus del papiloma humano (VPH) con la modulacion de

la respuesta a quimio y radioterapia.

El virus del papiloma humano (VPH) infecta las capas basales del epitelio estratificado, seguido
de la abrasion tisular y durante la division celular. En células que contienen VPH el ciclo celular
progresa con la respuesta al dafio en el ADN activada y la replicacion del ADN viral continta, por
lo que es evidente que el virus ha desarrollado mecanismos que encienden la respuesta al dafio en
el ADN pero a la vez permiten la progresion del ciclo celular junto con la replicacién del ADN del
hospedero y del virus (Bristol, M. et al., 2017). Durante la infeccion por una cepa de alto riesgo de
VPH de las células diana, los virus se unen a los receptores en la superficie celular, lo que
promueve la internalizacion del virus, finalmente el ADN viral se libera y transporta a través de
los endosomas y lisosomas al ntcleo celular para dar paso a la sintesis de las oncoproteinas virales
E6 y E7 (Organista, J. et al., 2019). las cuales una vez expresadas se dirigen hacia p53 y a la
proteina supresora tumoral asociada al retinoblastoma (pRb) respectivamente, lo que causa su
degradacion e inactivacion y la promocidn de la proliferacion celular (Ver figura 8) (Bristol, M. et
al., 2017). El gen supresor tumoral p53 es el gen mutado més frecuente en pacientes con cancer.
El p53 mutado es usualmente disfuncional y su capacidad de inducir apoptosis es inhabilitada,
permitiendo la progresiéon incontrolada de la proliferacion celular y el desarrollo tumoral

(Hoffmann, T. et al., 2008).
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Figura 8: Oncogénesis por VPH. Tomada de (Alaguero, C. 2017)

En el epitelio cervical la zona de transformacién es un nicho de células con perfil de expresion
Unico y caracteristicas embrionarias. Dentro de esta misma zona, se encuentran las células madre
del epitelio cervical, que son blanco de las cepas de alto riesgo de VPH y estan involucradas en la
transformacion maligna. Las células madre de cancer son un tipo de células tumorales con la
capacidad de autorrenovacion, que mantienen el crecimiento tumoral y la proliferacion celular,
ademas de contribuir al potencial tumorigénico del cancer que incluye la resistencia a la radiacion
y farmacos citotdxicos. Por medio de la sobreexpresion de las oncoproteina E6 y E7 las cepas de

alto riesgo promueven el desarrollo del cancer (Organista, J. et al., 2019).
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Otro de los tratamientos utilizados en combinacion con quimio y radioterapia en pacientes con
tumores solidos, es el uso de glucocorticoides gracias a sus efectos en la reduccion de nauseas,
proteccion del tejido sano de los efectos secundarios citotdxicos y reduccion de reacciones tisulares

como la inflamacion en contra al crecimiento tumoral invasivo (Zhang, C. et al., 2006).

En tejidos de cancer cervical los niveles de expresion del miARN-145, un supresor tumoral que se
encuentra modulado por p53 de forma dependiente e independiente de la transcripcion, se
observaron significativamente disminuidos. Después del tratamiento con cortisol a la linea celular
de cancer de cuello uterino HeLa VPH-18+, CaSki y SiHa VPH-16+, se observé la disminucion
marcada de los niveles de expresion del miARN-145 y de p53, mientras que los niveles de
expresion de la oncoproteina E6 se evidenciaron marcadamente elevados, lo que permite establecer
que la modulacion de los niveles de expresion del miARN-145 se puede llevar a cabo por medio
de la inhibicidn en la expresion de p53 mediada por el cortisol. Adicionalmente, posterior al
tratamiento con mitomicina en presencia y ausencia de cortisol, se observd reducida la
citotoxicidad del farmaco en presencia del cortisol, evidenciando asi el aumento en la resistencia
al tratamiento lo que se relaciona directamente con la modulacion negativa de la expresion del p53

y el miARN-145 y positiva de la oncoproteina E6 (Shi, M. et al., 2012).

Los miembros de la familia de las aldo-ceto reductasas 1C (AKR, por sus siglas en inglés) son
hidroxiesteriodes hidrogenasas dependientes de NADPH, se encuentran divididas en subfamilias
AKR1C1-AKR1C4. Son altamente especificas para sustratos de compuestos carbonilo no
esteroideos. A excepcion de AKR1C4 que es especifica para higado, las otras AKR1C se expresan

de forma ubicua en tejido normales y regulan de forma positiva la carcinogénesis. Recientemente
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se evidencio que la expresion aberrante de AKR1C1-AKR1C3 induce el desarrollo de resistencia
a farmacos quimioterapéuticos (Matsunaga, T. et al., 2013). En la linea celular de cancer cervical
SiHa, en la cual se ha evidenciado la adquisicién de resistencia a multiples farmacos luego de la
exposicion al epoxido, los niveles de transcripcion de AKR1C1-AKR1C3 se observaron
incrementados casi cuatro veces en comparacion con la linea parental, adicionalmente los niveles
de los oncogenes 16E6*I (proteina truncada de E6 producida por la transcripcion viral de E6
mediada por la cepa 16 de VVPH) y 16E7 (Wanichwatanadecha, P. et al., 2012). Los resultados
anteriores permiten establecer que la expresion de los oncogenes del VPH16 se encuentra
implicada en la regulacién positiva de AKR1C1-AKR1C3 promoviendo la adquisicion del gen
resistente a maltiples farmacos y asi reduciendo la sensibilidad a los tratamientos con farmacos

quimioterapéuticos.

El factor de transcripcion AP-1 juega un papel central en la regulacion transcripcional de las cepas
de alto riesgo de VPH, particularmente VPH16 y VPH18. La expresion constitutiva de las
oncoproteinas E6 y E7 depende principalmente de la disponibilidad de AP-1 en la célula del
huesped (Prusty, B. et al., 2005). Al analizar los niveles de expresion de AP-1 en esferas cervicales
extraidas de células de cancer cervical post irradiacion UV, se observaron elevados los niveles de
expresion de dos miembros de la familia de AP-1, c-Jun y c-Fos, ademas fueron localizadas en el
nucleo de las esferas. Adicionalmente después del tratamiento continuo con irradiacion UV
durante 4 horas, los niveles de expresion de c-Jun y c-Fos aumentaron marcadamente, lo que
promovid la proliferacion celular e inhibi6 la apoptosis de las esferas (Tyagi, A. et al., 2017).
Gracias a estos resultados, es posible establecer que la resistencia a la radioterapia se encuentra

modulada por la expresién de miembros de la familia AP-1 en células de cancer de cuello uterino.
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CONCLUSIONES

1. Los tratamientos mas utilizados para el cancer de cuello uterino involucran la histerectomia
parcial o total, combinada en la mayoria de los casos con quimio y radioterapia pre y post
quirdrgica. Durante los estadios IB y IIA la remocién quirdrgica del area afectada puede
realizarse sin asociacion con radio o quimioterapia, adicionalmente en los mismos estadios,
la radioterapia puede ser implementada sin combinacién con farmacos quimioterapéuticos ni
cirugia. En los estadios en los que se evidencia el avance del cancer fuera del cuello uterino y
posterior metastasis en 6rganos adyacentes, la histerectomia se combina con radio y
quimioterapia, iniciando con la administracién de farmacos endovenosos para reducir el
tamafio tumoral y posterior irradiacion y. Después de la cirugia, estos tratamientos tienen
como objetivo evitar la reaparicion de las células cancerosas y su proliferacion.

2. Diferentes farmacos son utilizados para el desarrollo de la quimioterapia, en el caso especifico
del cancer de cuello uterino los mas utilizados son el PACLITAXEL y el CISPLATINO; de
los dos el que ha mostrado mejores resultado es el CISPLATINO, un derivado del platino que
al liberar i6n Pt>*, permite la union de este con las purinas del ADN genémico y mitocondrial,
deteniendo su transcripcion y por ende la proliferacion celular. EI PACLITAXEL no ha
presentado la misma efectividad, sin embargo se emplea combinado con CISPLATINO,
evidenciando mejores resultados.

3. Laresistenciaa la quimio y radioterapia se encontr¢ asociada a diferentes factores tales como:
la modulacion de la transicion epitelial-mesenquimal y la regulacion de la expresion
génica y proteica por diferentes microARNSs, la expresién de ARNs de cadena larga no

codificante, la desregulacion de algunos componentes en las vias de sefalizacion ERK,
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PI3Ky Wnt/B-catenina y finalmente la asociacion con la infeccion por una cepa de alto riesgo
de VPH.

Diferentes miARNSs se encuentran sobre o infra expresados en lineas celulares de cancer de
cuello uterino, estos modulan de forma negativa las proteinas que son complementarias con
su extremos no codificante 3’-UTR, de esta forma inducen la transicion epitelial-mesenquimal
desde la modulacion negativa del marcador epitelial E-cadherina y positiva de los marcadores
mesenquimales N-cadherina, vimentina y ZEB1/2, ademas regulan la expresion de genes
como PTEN y Sem4C, y de proteinas como la survivina, asociada con la inhibicion de la
apoptosis.

La expresion de los ARNSs de cadena larga no codificante se encuentra asociada con diferentes
funciones como la regulacion tumoral, induccion de la apoptosis e inhibicion de la
proliferacion y migracion celular. Estos intervienen de forma directa en la modulacién de la
expresion de genes y proteinas posterior a los tratamientos, que desencadenan la disminucion
en la sensibilidad a los mismos.

La desregulacién de algunos componentes en las vias de sefializacion ERK, PI3K y Wnt/B-
catenina, desencadenan la resistencia a los tratamientos gracias al incremento en la
proliferacion celular e inhibicion de la apoptosis.

La resistencia se encontr asociada a la infeccidn por una cepa de alto riesgo de VPH causada
particularmente por la sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 que se encargan de la
inhibicion del gen antitumoral p53 y la proteina supresora tumoral pRb respectivamente,

incrementando asi la tumorigénesis y reduciendo la sensibilidad a los tratamientos.
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PERSPECTIVAS

Durante la busqueda y clasificacion de las publicaciones, encontramos una dificultad en particular
y fue la falta de informacién relacionada con el tema. Particularmente en Colombia, no existe
evidencia de haber avanzado en la investigacion de la resistencia que se genera a la quimio y
radioterapia en pacientes con cancer de cuello uterino, es mas, no hay cifras relevantes en cuanto
a la incidencia y muerte por esta causa. Sin embargo, el Ministerio de salud reporta que por cada
12 casos 5 culminan en muerte, pero no hay avances para intentar entender y frenar el incremento
de esas muertes. Infortunadamente se ha restado mucha importancia a este tipo de cancer, debido
en parte a las variadas estrategias de prevencion que se han generado desde entidades como la
OMS y que se cree pueden erradicarlo; sin embargo, la enfermedad sigue avanzando posiblemente
por desconocimiento y falta de acceso a los recursos de salud de la poblacion femenina. A nivel
mundial el panorama es muy similar, y las cifras de muerte, indican que no es suficiente detenernos

en su prevencion.

Por lo anterior, es fundamental tomar como base los hallazgos realizados en este trabajo de
profundizacion que permitan iniciar la investigacion de las causas especificas en Colombia que
estan generando la resistencia frente a los tratamientos y con ello, aumentando los casos de muerte

por esta enfermedad.

Por otra parte, es fundamental dar inicio a los tratamientos para el cancer de cuello uterino, desde

el conocimiento del perfil génico de los pacientes, de esta forma conocer los niveles de expresion
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de los genes, proteinas, miARNs y ARNNcl analizados en este trabajo de profundizacion y asi dar

paso al bloqueo o sobreexpresion de estos para evitar la resistencia a los tratamientos.
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ANEXOS

Derivado del desarrollo de este trabajo de profundizacion se obtuvo lo siguiente:
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