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RESUMEN 

 

El cáncer cérvico uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por tumores malignos en 

mujeres en México y a nivel mundial. Además, las infecciones persistentes por los VPH de 

“alto riesgo”, considerados oncogénicos son el factor más significativo o necesario, pero 

no suficiente para promover la transformación maligna de células del cervix. Distintos 

estudios, asocian frecuentemente la activación anormal de la vía Wnt (acumulación de β-

catenina) con alteraciones en el gen supresor tumoral adenomatous polyposis coli (APC, 

en varios tipos de tumores. En este sentido, se ha observado en biopsias y líneas 

celulares de CaCu la deslocalización y acumulación citoplasmática/nuclear de β-catenina, 

sugiriendo su participación potencial en la transformación maligna. Por otra parte, 

aproximadamente, 80-90% de todas las mutaciones en el gen APC se localizan en el 

segmento MCR (“mutation cluster región”; codones 1286-1513), que dan lugar a una 

proteína truncada y sin la región de unión con β-catenina, lo que impide su reclutamiento 

y, posterior degradación. Asimismo, diferentes estudios han evidenciado que la 

hipermetilación de CpG´s en la región promotora del gen APC es otro mecanismo de 

inactivación de su función en varios tipos de cáncer.  

 

El presente trabajo plantea que la alteración en la región codificante o promotora del gen 

APC permite la acumulación citoplasmática/nuclear anormal de β-catenina y, por tanto, la 

expresión anormal de genes blanco de la vía Wnt en células de cáncer cervico uterino 

infectadas con HPV. Para confirmar esta hipótesis, verificamos la secuencia del segmento 

MCR y examinamos la hipermetilación en el promotor 1A del gen APC, en líneas celulares 

y biopsias de cáncer de cervix. Además evaluamos el efecto de la inactivación del gen 

APC dentro de la vía Wnt, determinando los niveles y la distribución intracelular de β-

catenina (endógena) por WB e IHC, respectivamente. Asi también determinando el nivel 

de expresión de genes blancos de la vía Wnt (complejo β-catenina/TCF) en las líneas 

celulares de cáncer cervico uterino. 

 

Como resultado de este trabajo, el análisis de la secuencia MCR no mostró mutaciones 

que pudieran asociarse a una inactivación del gen APC, dentro de las líneas celulares 

HeLa (HPV tipo 18), CasKi (HPV tipo 16), SiHa (HPV tipo 16) y C33 (sin HPV´s) de cáncer 
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cérvico uterino. Sin embargo, nuestros resultados parecen sugerir  una asociación entre el 

estado de metilación del promotor 1A del gen APC y la localización anormal de β-catenina 

en líneas celulares y biopsias de carcinoma cervical infectadas por HR HPV16. Por otro 

lado, observamos en las células de cáncer cérvico uterino CaSki, con un estado de 

hipermetilación monoalelica (heterocigota) y disminución de los niveles de transcriptos del 

gen APC. Por otro lado, posterior al tratamiento con DAC/TSA en las células CasKi, se 

confirmó un incremento en los niveles de expresión de APC, sugiriendo que la reducción 

de transcriptos de APC fue resultado de una inactivación epigenetica. Finalmente, 

después del tratamiento, en las células CaSki y la reactivación de transcriptos de APC 

observamos la disminución en la acumulación/deslocalización de β-catenina y la 

expresión de los genes VEGF, MMP-7. Por todo lo anterior, el presente estudio sugiere 

que el silenciamiento dependiente de la metilación del promotor 1A del gen APC es un 

mecanismo que contribuye en la activivación de la via Wnt en células de cáncer cervico 

uterino infectadas con VPH16. 
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ABSTRAC 

 

The cervical cancer is one of the most common malignancies in women worldwide. 

The persistent infection with oncogenic human papillomavirus (HPV) is the most significant 

cofactor in the development of this type of cáncer. In other hand, aberrant activation of the 

Wnt/β-catenin pathway is frequently associated to inactivation of the tumor suppressor 

adenomatous polyposis coli (APC) acting as a prominent oncogenic mechanism in several 

cancers. Furthermore, in previous studies with human cervical carcinoma samples we and 

others observed an abnormal accumulation/distribution on cell nuclei and mainly on cell 

cytoplasm of β-catenin, which constitute a hallmark of the activated Wnt 

pathway.Approximately 80-90% of all APC mutations are confined in codons 1286 to 1513, 

region known as mutation cluster region (MCR), which typically lead to a truncated protein 

without β-catenin binding and regulatory sites. Additionally, as different studies had 

reported the hypermethylation of CpG´s in APC promoter 1A region could be an alternative 

mechanism of APC inactivation. is.  

 
 According to these observations, it was hypothesized that APC alterations in gen 

or expression regulation may lead to β-catenin deregulation and the abnormal expression 

of direct targets of the Wnt pathway in HPV-infected cervical cancer cells. To test this 

hypothesis, mutational and methylation status analyses of the APC gene and its promoter 

1A, respectively, were performed. Finally, the impact of the APC mutation and/or its 

epigenetic silencing over the Wnt signalling were evaluated through the expression and 

localization of endogenous β-catenin and its target genes in cervical carcinoma cell lines. 

 

In the present study, sequence analysis of the MCR did not exhibit genetic 

alterations that may be associated with APC gene inactivation. In addition, it was identified 

that there was a good correlation with the hypermethylation status of the APC promoter 1A 

and the abnormal accumulation of endogenous β-catenin in cell lines and biopsies infected 

with HPV16, although not HPV18. Removal of the epigenetic markers led to an increase in 

APC levels and a reduction of β-catenin expression in two transcriptional targets of the 

Wnt pathway: VEGF, MMP-7. The present study proposed that methylation-dependent 

silencing of the APC gene promoter 1A is a mechanism that contributes to the activation of 

Wnt signaling pathway in cervical cancer cells infected by high risk HPV16.  
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1.- CÁNCER. 

 

Durante el día mundial contra el cáncer, celebrado el 4 de febrero del 2018, la 

Organización Mundial de Salud (OMS) reportó que el cáncer se ha convertido en un 

problema de salud pública en todo el mundo, no solo por sus graves manifestaciones 

clínicas y su alta letalidad, sino también por la gran variedad de factores de riesgo 

individuales y ambientales con los que se asocia. La OMS recalca que el cáncer no era 

considerado como una enfermedad común a mediados del siglo pasado. Hoy en día, sin 

embargo, a pesar de conocer más sobre la forma de prevenir y tratar el cáncer, cada año 

aumenta el número de personas que lo padecen y es la segunda causa de muerte en el 

mundo (OMS, 2018). Asimismo, el Instituto Nacional de Cancerología (INCan) reportó 

que, en México el cáncer ha aumentado su nivel de prioridad, al pasar de ser la sexta 

causa de mortalidad hace cuarenta años, a la tercera causa (sólo después de 

enfermedades cardiovasculares y endocrinas-metabolicas) (SSA-México, 2018).  

 

El cáncer es un conjunto de patologías complejas, en donde, a través de un 

proceso de carcinogénesis se modifica una célula normal en una neoplásica. Cabe 

señalar que las características generales de los diferentes tipos de cáncer son: la 

formación de una masa tumoral, la desregulación de los procesos moleculares/celulares y 

el hecho de ser, generalmente, un desorden que se disemina a otros órganos en un 

proceso que da lugar a la metástasis (OMS, 2018). Esto se debe a que cada tipo de 

cáncer tiene su particular agente etiológico y mecanismo de desarrollo, por lo que el 

cáncer es una enfermedad compleja y a pesar de que es una de las más estudiadas, 

también es una de las menos comprendidas (Siegel R, et al, 2013).  

  

Por esta razón existe un particular interés en el estudio de las causas y factores que 

provocan estas patologías, sobre todo a nivel molecular. En ese sentido, el presente 

estudio constituye un esfuerzo pertinente en el ámbito nacional, dado que pretende 

identificar moléculas blanco que puedan ser aplicadas en el diagnóstico o pronóstico de la 

patología, o incluso ser utilizadas con fines terapéuticos. 
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1.1. CARACTERÍSTICAS DEL CÁNCER. 

 

A principios de la década pasada se postularon bases solidas para comprender la 

extraordinaria diversidad biológica de las enfermedades neoplásicas; Hanahan D y 

Weinberg R (2000) discuten las posibles características (Hallmarks; “sellos de identidad”) 

que determinan la transformación de células normales a cancerígenas, comunes en los 

distintos tipos de cáncer. 

 

1. Estimular su propio crecimiento (proliferative signaling). 

2. Resistir señales inhibitorias de crecimiento (evading growth suppressors). 

3. Resistir su propia muerte celular programada; apoptosis (resisting cell death). 

4. Estimular el crecimiento de los vasos sanguíneos para el suministro de nutrientes 

(inducing angiogenesis). 

5. Dividirse siempre (enabling replicative immortality). 

6. Invadir y diseminarse a tejidos adyacentes y distantes (activating invasion and 

metastasis). 

 

Durante el transcurso de la década pasada, el notable progreso en la elucidación del 

origen del cáncer, permitió a Hanahan D y Weinberg R (2011) aclarar y modificar el 

original postulado de las posibles características del cáncer (Figura 1).  Se proponen 4 

nuevas características:  

 

1. Vías metabólicas anormales (reprogramming of energy metabolism). 

2. Evadir el sistema inmunológico (evading immune destruction).  

3. Inflamación (Tumor-promoting inflammation).  

4. Inestabilidad genómica y mutabilidad (Genomic instability and thus 

mutability). 
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Figura 1.  Características (Hallmarks; “sellos de identidad”) del cáncer. Esta ilustración abarca 

las seis características básicas (2000) y las nuevas propuestas por Hanahan D and Weinberg A 
(2011) 
 

De las nuevas características mencionadas (Hallmarks), las tres primeras son 

propuestas para desarrollar un papel fundamental en la transformación de células 

normales a cancerígenas, y por tanto se podrían añadir a la lista de las características 

básicas (primeras Hallmarks). La primera consiste en una reprogramación importante del 

metabolismo energético con el fin de apoyar el crecimiento celular y la proliferación 

continua, reemplazando el programa metabólico que opera en la mayoría de los tejidos 

normales y la distribución fisiológica de nutrientes en células y tejidos cancerosos. La 

segunda se refiere a la evasión activa de las células del sistema inmune que atacan y 

eliminan células cancerosas. La tercera implica un proceso inflamatorio desde lesiones 

premalignas impulsado por las células del sistema inmune, que sirve para promover la 

progresión y transformación de células cancerosas.  

 

Para finalizar, la última nueva característica (Hallmarks; “sellos de identidad”) 

propuesta es posiblemente la que permite adquirir todas las anteriores, y posiblemente el 

origen de los distintos mecanismos y procesos durante el curso del cáncer; la 

inestabilidad genómica y mutabilidad (Genomic instability and thus mutability) (Negrini S et 

al, 2010). En los últimos años, queda más claro que el origen molecular del cáncer son 
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alteraciones genéticas y epigenéticas en genes fundamentales para la homeostasis 

celular (discutidas anteriormente), que determinan cada una de las características del 

cáncer. 

1.2. BIOLOGÍA MOLECULAR DEL CÁNCER. 

  

 El origen de cada tipo de cáncer está relacionado con un agente etiológico, en la 

mayoría de los casos, sin embargo, el proceso de carcinogénesis en los distintos tipos de 

cáncer consta de múltiples fases que conllevan la alteración de procesos 

celulares/moleculares, tales como el crecimiento celular, la quimiotaxis, la diferenciación, 

la supervivencia y la muerte, controlados por la acción concertada de un conjunto de 

genes. En ciertas condiciones, las alteraciones genéticas y/o epigenéticas de este 

conjunto de genes, denominados oncogenes y genes supresores de tumores, resulta en 

dicho proceso patológico (Podlaha O, et al, 2012; Timp W, et al, 2013; Vogelstein B, et al, 

2013).  

 

1.2.1 Alteraciones genéticas: 

 

 Desde hace décadas fue establecida la asociación entre el desarrollo y/o presencia 

de alteraciones genéticas y el cáncer (Fisher J, 1958). Una célula cancerígena a menudo 

puede albergar decenas, cientos o miles de las alteraciones genéticas, por lo que, su 

clasificación resulta de vital importancia. Lengauer C y colaboradores (1998) postulan la 

clasificación más aceptadas actualmente basándose en cuatro categorías de alteraciones 

del material genético a nivel molecular. Cabe resaltar, que cualquiera sea el tipo de 

alteración, existe siempre un cambio en la secuencia del ADN de algún gen (como unidad 

funcional); dando como resultado un producto de transcripción y/o traducción defectuosa: 

 

 ALTERACIÓN EN EL NÚMERO DE CROMOSOMAS: 

La pérdida del cromosoma 10, particularmente la región donde se localiza el gen 

supresor tumoral PTEN, se relaciona con el desarrollo del glioblastoma (Wang S et 

al, 1997). Además, la ganancia del cromosoma 7 resulta en una duplicación del 

oncogén MET, lo cual se asocia con el desarrollo de carcinoma renal (Zhuang Z et 

al, 1998). 
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 TRANSLOCACIÓN DE CROMOSOMAS: 

Posterior a una deleción del cromosoma 9 (en la región del locus del gen C-abl), 

éste se une al cromosoma 22 en el locus del gen BCR, generando una 

translocación que causa leucemia mieloide (Nowell P et al, 1997). 

 

 AMPLIFICACIÓN GÉNICA: 

Un aumento en el número de copias del gen N-myc en la misma región 

cromosómica (amplificación genética), ha sido asociado en el 30% de los casos de 

neuroblastomas (Seeger R et al, 1985). 

 

 CAMBIO EN LA SECUENCIA DEL ADN: 

La mutación en el gen K-ras provoca un cambio de lectura (G12V), lo cual se 

encuentra en el 80% de los casos de cáncer pancreático, siendo ésta la alteración 

más común en este tipo de cáncer (Almoguera C et al, 1988). 

 

 Por otra parte, un mejor entendimiento de la susceptibilidad y/o predisposición para 

adquirir dichas alteraciones, continúa siendo trabajo de distintos grupos de investigación a 

nivel mundial y será fundamental para conocer el verdadero origen del cáncer.  

 

 Hasta el momento, sabemos que el principal factor para desarrollar algún tipo de 

alteración genética (mutación) es la exposición al medio ambiente y estilo de vida, 

teniendo como resultando un cáncer somático (espontáneo); alrededor del 90 – 95% de 

los distintos tipos de cáncer se atribuyen a genotóxicos endógenos (tabaco, cáncer de 

pulmón; rayos UV, cáncer de piel; etc.), infecciones (HPV´s, cáncer de cérvix; HBV y 

HCV, cáncer hepático; etc.), y otros (hormonas; estrógenos y cáncer de mama; etc.) 

(Stratton M et al, 2009). Mientras,  5 -10 % de las alteraciones genéticas se presentan de 

forma hereditaria  (mutación germinal) con alto riesgo de desarrollo de cáncer familiar por 

parte de los parientes o descendencia; ejemplo, cambio en la secuencia del gen 

BRCA1/BRCA2 (75%; cáncer de mama/ ovario) y MSH2 (60%; cáncer de colon no-

polyposis) (Fletcher O et al, 2010).  

 

  Cabe destacar, que desde hace 40 años, las observaciones hechas por Ashley D. 

(1969), Hethcote H y Knudson A. G (1978) postularon que los canceres heredables 
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autonómicos dominantes (FAP y Retinoblastoma, respectivamente) desarrollan 

mutaciones somáticas por la presencia de  mutaciones germinales. La validación de la 

hipótesis del “doble-golpe” de Knudson ha sido uno de los principales logros de la 

investigación en cáncer, y ha establecido una interacción entre mutaciones somáticas y 

germinales causadas por múltiples factores (exposición al medio ambiente/estilo de vida y 

herencia) en los distintos tipos de cáncer. 

   Hasta el momento se han observado mutaciones somáticas en 

aproximadamente unos 500 genes, con una vinculación clara en la iniciación, progresión y 

desarrollo de los distintos tipos de cáncer (Forbes S et al, 2008, Lawrence et al, 2014). Sin 

embargo, el surgimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva (next-

generation sequencing technologies) que permiten estudios de asociación del genoma 

completo (genome-wide association studies; GWAS) han estimulado una rápida re-

categorización de las alteraciones genéticas somáticas y/o hereditarias dentro de posibles 

genomas del cáncer. Actualmente, los estudios GWAS han identificado alrededor de 200 

asociaciones entre riesgo/tipo de cáncer y variantes en alelos genéticos/genomicos 

especificos, tales como polimorfismos de un solo nucleótido, haplotipos y variantes raras, 

que proporcionan pistas más claras sobres la dinámica de los genomas del cáncer 

(Chang et al., 2014). 

 
 Finalmente, estas nuevas tecnologías resultan fundamentales para el inicio y 

desarrollo de proyectos multicentricos de la genómica del cáncer, tales como “The Cancer 

Genome Atlas” (Cancer Genome Atlas Research Network) y “The International Cancer 

Genome Consortium” (International Cancer Genome Consortium Research Network). 

Estos proyectos analizan las posibles aletraciones genéticas, epigenéticas, 

transcriptomicas y proteómicas en cientos o incluso miles de muestras de distintos tipos 

de cáncer. Su objetivo general es proporcionar conjuntos de datos oncogenómicos 

disponibles públicamente para comprender mejor los mecanismos moleculares que 

subyacen al cáncer y para evaluar la influencia de alteraciones genéticas específicas en 

cada tipo de cáncer. 
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1.2.2 Alteraciones epigenéticas: 

 

 Las alteraciones epigenéticas asociadas al desarrollo del cáncer son las más 

estudiadas en los últimos años. La regulación epigenética gira en torno a la estructuración 

del genoma en la cromatina y su efecto regulador sobre la expresión de los genes 

(Felsenfeld G and Groudine M, 2003).   

 

 El termino epigenética se define como:  cambios “mitóticos y meióticos” heredables 

en la expresión génica que ocurren sin una alteración en la secuencia de nucleótidos del 

ADN” (Bird A 2002; En-Li, 2002). En la regulación epigenética participa un gran número 

de complejos proteicos y diversos elementos que establecen que la expresión génica 

tenga un vínculo muy estrecho con la estructura de la cromatina. Entre estos podemos 

mencionar: 1) la metilación del ADN, 2) las modificaciones post-traduccionales de las 

histonas, 3) los complejos de remodelación de la cromatina y 4) micro-ARN no 

codificantes (miRANs small noncoding); los cuales mantienen una estrecha interacción 

durante el proceso de regulación (Gou-Cheng Y,  2012).  Dentro de estos elementos, el 

cambio en el estado de metilación en el ADN es la alteración más estudiada y con más 

evidencia acumulada durante los últimos 20 años. Sin embargo, el papel de otras 

alteraciones epigenéticas resulta un área emergente de interés por su relación con el 

origen del cáncer (Jones P, et al 2007, Sandoval J and Esteller M, 2012, Chakravarthi B et 

al, 2016). 

 

 MECANISMO DE REGULACIÓN EPIGENETICA: 

 

La metilación del ADN consiste en la incorporación de un grupo metilo (-CH3) en el 

carbono 5 de la citosina, siempre y cuando se encuentre en el contexto del dinucleótido 

CpG; mediada por enzimas denominadas ADN metil-transferasas (Dnmts, por sus siglas 

en ingles) (Goll MG, Bestor TH 2005). Dentro del genoma humano se encuentran muy 

pocos dinucleótidos CpGs localizados en grandes segmentos (secuencias repetitivas, 

transposones) y segmentos cortos denominados “islas CpGs” (ricos en C-G; mayor al 

60%), que se encuentran preferentemente en la región promotora de los genes.  Dicho 

mecanismo participa de manera normal en la inactivación (transposones, secuencias 

repetitivas y cromosoma X) y silenciamiento (genes de expresión tejido especifico y genes 
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improntados) mediante la formación de una cromatina compacta o heterocromatina; 

resultando en una estabilidad genómica y en una inaccesibilidad de la maquinaria 

transcripcional a regiones promotoras, respectivamente (Bird A, 1986; Jones P, 1999; Ooi 

S and Bestor T, 2008, Schübeler D, 2015).  

 

Por otra parte, nuestro genoma se envuelve alrededor de un núcleo de histonas 

(denominado nucleosoma) que es la columna vertebral de la cromatina. Las regiones 

amino terminales de las histonas sobresalen de la estructura globular del nucleosoma y 

son blanco de modificaciones post-traduccionales. Estas regiones de las histonas son 

ricas en residuos de lisina, blanco de modificaciones covalentes tales como: acetilación y 

metilación, entre otras modificaciones, mediadas por acetiltransferasas y metiltransferasas 

de histonas (HAT y HMT por sus siglas en ingles), respectivamente. La presencia de esta 

modificación regula tanto positiva como negativamente la compactación de la estructura 

de la cromatina, ya que, permiten llevar a cabo el reacomodo estructural a 

heterocromatina y/o eucromatina (Ray-Gallet D and Almouzni G, 2010). 

Cabe destacar, que las modificaciones de las histonas tienen una interacción 

dinámica con la metilación del ADN. Generalmente regiones silenciadas y/o inactivadas 

por la metilación de CpG´s en el DNA están hipoacetiladas e hipermetiladas en residuos 

específicos de lisina (por ejemplo, lisina 9 y/o 27 en la histona H3). Además, ambos 

mecanismos epigenéticos sirven como marcas que son reconocidas por complejos 

proteicos que tienen una función co-represora; la familia de proteínas con capacidad de 

unirse al ADN metilado conocidas como MBD's o MeCP's (del inglés: "Methyl-Binding 

Proteins” o “Methyl-CpG-binding Proteins", respectivamente), proteínas del grupo 

Polycomb (PcG)  y proteínas del grupo SWI/NSF-ATPasas que reconocen modificaciones 

especificas en las histonas, inician actividades de remodelaje de la cromatina que inducen 

a la formación de una heterocromatina. Por otra parte, regiones promotoras de genes 

activamente transcritos muestran CpG´s del ADN libres de metilación, así como 

hiperacetilación en residuos de lisina de las histonas H3 y H4, y metilación de la lisina 4 

de la histona H3 (H3K4) (Berger S, 2007; Kouzarides T, 2007, Masliah P, et al, 2015). 

 
Por último, un mecanismo recientemente encontrado de regulación epigenético es 

mediado por moléculas de ARN´s pequeños no codificantes, denominados microARN´s 

(por sus siglas en ingles, miRNAs). Estos microARN´s modulan la expresión genética a 
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través del complejo RISC (del inglés. RNA induced silencing complex) bloqueando la 

expresión de genes específicos.  En el complejo RISC la secuencia del microRNA 

interacciona con la región 5´ del RNA mensajero (RNAm) correspondiente a un gen 

especifico, por lo que, este mecanismo de regulación es pos-transcripcional. Es decir, se 

modula la expresión mediante el bloqueo del inicio de la traducción (síntesis de 

proteínas), los ARNm se dirigen a un lugar de almacenamiento citoplasmático, y tras 

ciertos estímulos posteriores se degrada o bien se regresa al citoplasma para traducirse 

(Avraham R, et al, 2012). 

 

 ALTERACION DE MECANISMOS DE REGULACIÓN EPIGENÉTICA EN CÁNCER: 

 

 Las células neoplásicas se caracterizan por presentar un estado de metilación de 

CpGs del ADN anorma, particularmente una hipermetilación en los promotores de genes 

supresores de tumores (GST). Los estudios de la hipermetilación anormal en “islas 

CpG´s” ubicadas en promotores han permitido una asociación clara con el silenciamiento 

transcripcional y/o perdida de función de genes supresores de tumores, y han contribuido 

a la obtención de una larga lista de genes potenciales blancos de diagnostico y pronóstico 

de los distintos tipos de cáncer (Esteller M. 2007). Además, se postulada la existencia de 

un “fenotipo metilador de islas CpG´s en cáncer” (por sus siglas en ingles, “CpG´s island 

methylator in cancer”) que es definido como un grupo de genes que tienen este tipo de 

alteración epigenética en un cáncer particular. En el caso de cáncer de cólon esporádico 

el “set” de genes propuestos son MINT1, MINT2, MINT31, CDKN2A y MLH1 (Issa J, 

2004). Sumado a lo anterior, Irizarry R y colaboradores (2009) demostraron que el cáncer 

de cólon presente una metilación anormal mayor del ADN en regiones no promotoras 

(definidas como proximales), localizadas hasta 2 a Kb del sitio de inicio de la transcripción 

y con una densidad relativamente baja de CpGs. 

  

 Por otra parte, las células cancerosas también se caracterizan por presentar una 

pérdida global de metilación. La hipometilación del ADN resulta en la expresión de genes 

normalmente silenciados, por ejemplo, genes improntados, como IGF2 que es asociado 

con un incremento del riesgo a desarrollar distintos tipos de cáncer (Lim D and Maher E, 

2010). Sin embargo, la principal consecuencia de la pérdida de metilación es 

probablemente la movilización de transposones y secuencias repetitivas que tienen la 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

14 
 

capacidad de crear una inestabilidad genómica. Con este tipo de alteración se puede 

facilitar una recombinación genética anormal que conduce a rupturas cromosómicas, 

translocaciones y/o pérdidas alélicas (Hoffmann M et al, 2005; Barchitta M, et al, 2014).  

 

En la mayoría de los casos, se establece la asociación entre el silenciamiento de 

genes supresores de tumor por promotores con CpG´s hipermetilados y modificaciones en 

sus histonas (desacetilación de residuos de lisinas en histonas H3 y H4 y la metilación de 

residuos de lisinas 9 y 27 en histonas H3 -- H3K9 y H3K27--) que ocasionan por la 

formación de heterocromatina (Chrun E, et al, 2017). Un posible parte aguas en cuanto a 

la directa contribución, es la postulación del silenciamiento de los genes RARB, GAS2 y 

PIK3C por hipermetilación de CpG´s y metilación en la lisina 27 de la histona H3 (H3K27) 

dentro de región sus regiones promotoras (Yukata K et al, 2008). Además, Fraga y 

colaboradores (2005) muestran el perfil de acetilaciones en la histona H4 a lo largo del 

genoma completo de células de biopsias y líneas celulares de cáncer, por lo que, la 

desacetilación de histonas global es la modificación de histonas anormal en cáncer mejor 

entendida y la más aceptada.  

 

INTERACCIÓN DE MECANISMO EPIGENETICOS ALTERADOS EN CÁNCER: 

 

La maquinaria epigenética actúa en conjunto para asegurar la conformación de 

una cromatina correcta y los niveles de accesibilidad, asegurando una estabilidad 

genómica y niveles normales de expresión génica. Sin embargo, alteraciones 

intrínsecamente relacionadas de la maquinaria epigenética pueden darse en el origen y 

desarrollo del cáncer (Biswass S, et al, 2017). Por ejemplo, el silenciamiento 

transcripcional de genes supresores de tumor por una hipermetilación de “islas CpGs” 

localizadas en sus regiones promotoras, se asocia con una particular combinación de 

marcas de histonas; desacetilación de las histonas H3 y H4 (desAc-H3 y desAc-H4), 

pérdida de trimetilación en la lisina 4 de la histona 3 (trimethyl-H3K4), ganancia de 

metilación en la lisina 9 de la histona 3 (methyl-H3K9)  y ganancia de trimetilación en la 

lisina 27 de la histona 3 (trimethyl-H3K27) (Figura 2).  
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Figura 2. Alteraciones epigenéticas en cáncer. En conjunción con la acumulación de 
alteraciones genéticas, existen alteraciones en los diferentes componentes de la maquinaria 
epigenética; modificación en los perfiles de metilación del ADN (CpG´s), modificaciones de las 
histonas y miRNAs. En las células normales, la interacción entre los componentes epigenéticos y la 
estructura de la cromatina resulta en una regulada expresión génica y estabilidad genómica. Sin 
embargo, en las células cancerosas promotores de genes supresores de tumor presentan una 
hipermetilación de CpG´s con un patrón global alterado en las modificaciones de las histonas que 
resulta en el silenciamiento transcripcional. Por otra parte, la hipometilación global conduce a una 
inestabilidad y fragilidad cromosómica. Los cambios epigenéticos, como la metilación del ADN y las 
histonas modificaciones son responsables de una expresión anormal de miRNA (Sandoval J and 
Esteller M, 2012). 

 

Curiosamente, componentes de la maquinaria epigenética, como son las enzimas 

ADN metil-transferasas (DNMTs), enzimas desacetiltransferasas (HDACs) y genes del 

complejo remodelador Poycomb, pueden ser objeto de regulación por microARNs y 

viceversa. Saito y colaboradores (2006) demostraron que el microR-127 es suprimido por 

hipermetilación de CpGs asociada a una disminución en la acetilación de la histona 3 (Ac-

H3) y en la metilación de la lisina 4 de la histona 3 (methyl-K4H3). Mientras que diversos 

estudios de análisis del genoma completo (GWS) en diferentes tipos de cáncer, han 

demostrado la influencia de la metilación de CpGs del ADN y las modificaciones post-

traduccionales de histonas en la regulación global de microRNAs (Kozaki K, et al, 2008; 

Pavicic W et al, 2011 Liz J, et al, 2016).  
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2. CÁNCER CÉRVICO UTERINO Y VIRUS DEL PAPILOMA 

HUMANO 

 

El cáncer cérvico uterino (CaCu) es el cuarto cáncer más diagnosticado y la tercera 

causa de mortalidad por cáncer de mujeres en el mundo (Ferlay J et al, 2010; Torre L et 

al, 2015). Globocan reportó sus estimaciones más recientes sobre el impacto del cáncer 

cervical a nivel mundial (Figura 3); 200,000 casos adicionales por año hasta llegar a un 

millón de casos esperados para 2050 (Globocan; IARC, 2010). Cabe resaltar, que la 

mayoría de las pacientes (80-85%) consideradas de alto riesgo para desarrollar CaCu 

viven en países en vías de desarrollo o zonas de niveles altos de pobreza como África, 

América Central y Sudamérica (Jemal A et al, 2010). 

 

En México, el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres 

mayores de 25 años (INEGI, 2015). El Sistema Nacional de Salud de nuestro país reporta 

una tasa de mortalidad correspondiente a 10 por cada 100 mil (SSA-México, 2015).  Por 

lo anterior, es claro que el CaCu constituye un tipo de cáncer altamente prioritario para 

nuestro país, por lo que los esfuerzos para poder conocer los mecanismos por lo cual se 

desarrolla resultan importantes. 

 

Por otro lado, la infección genital con el virus del papiloma humano (VPH) 

constituye la enfermedad de transmisión sexual viral más frecuente a nivel mundial, 

presentando un pico de prevalencia entre personas de 18 a 30 años y un riesgo de 

infección del 50-80 % (Bosch et al, 2013). 
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Figura 3. Epidemiología del cáncer cérvico uterino. Tasas estimadas de incidencia y 
mortalidad en regiones subdesarrolladas o bajo desarrollo (Less developed) y alto desarrollo (More 
developed) (Stanley M,2010). 

 
 

Los estudios clínicos (técnicas de biología molecular de alta sensibilidad) han 

identificado tipos específicos del HPV en prácticamente el 100% de los cánceres de cuello 

uterino. Sin embargo, menos del 5% de las mujeres infectadas por algún tipo de VPH 

desarrollan CaCU (Syriannen K.J. et al, 1996). Por lo anterior, la propuesta de que las 

infecciones persistentes por Virus del Papiloma Humano (VPH) son el más significativo o 

necesario co-factor, pero no suficiente, para promover la transformación maligna en las 

células del cérvix, cuenta con el consenso prácticamente generalizado en grupos de 

investigación y organismos mundiales en el área de la salud (Castellsagué X, 2008; 

Stanley M, et al, 2010).  

 
2.1. HISTORIA. 

 

 Hasta principios del siglo XX, las verrugas genitales y el CaCu siempre fueron 

referidos como manifestaciones de enfermedades venéreas comunes, tales como sífilis y 
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gonorrea. No fue sino hasta principios de los años 80’s que se propuso una asociación 

entre el cáncer cérvico uterino y el VPH. Así entonces, por medio de experimentos de 

hibridación, se demostró que las verrugas genitales y los tejidos de cáncer de cérvix, 

contienen el genoma del VPH (zur-Hausen et al, 1980). Estas observaciones fueron 

respaldadas por una serie de novedosos estudios moleculares en el laboratorio de Harald 

zur-Hausen (zur-Hausen et al, 1981, 1983, 1984), que resultarían en las bases para la 

identificación y purificación de los VPH tipo 16 y 18 en líneas celulares y biopsias de 

cáncer de cérvix, razón por la cual leotorgaron a Harld zur-Hausen el Premio Nobel en 

Medicina, 2008. 

 

Actualmente, más de 130 genotipos diversos del VPH han sido definidos y cerca 

de 40 de ellos infectan mucosas genitales. Estos tipos de VPH genitales se clasificaron 

como de bajo o alto riesgo por su probabilidad de causar cáncer cérvico uterino. Los VPH 

considerados de “bajo riesgo”, como el VPH 6 y 11, que producen verrugas genitales 

benignas o condilomas, en el 90% de los casos. Mientras que los virus de “alto riesgo”: 

31, 33, 35, 45, 51 (entre otros) pero principalmente el tipo 16 y 18, se han identificado 

como los principales factores etiológicos del CaCu (Muñoz et al., 2003). Por otra parte, es 

interesante comentar que los más frecuentes tipos de HPV en CaCu son el tipo 16 

(54.5%) y 18 (15.8%), donde ambos representan más del 70% de los casos tumorales 

(Smith J et al, 2007). 

 

2.2. LA INFECCIÓN DEL HPV PARA EL DESARROLLO DEL CACU. 

 

El VPH, pertenece a la familia Papillomaviridae, una familia recientemente reconocida 

como distinta de los polyomavirus por el Consejo Internacional para la Taxonomía de los 

Virus, (ICTV). El genoma del VPH consiste de una molécula de ADN circular de doble 

cadena de aproximadamente 8 Kb (Figura 4) y el cual se divide en tres regiones: la región 

larga de control, LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la región que 

corresponde a las proteínas tempranas (E1 a E8) y la región que corresponde a las 

proteínas tardías (L1 y L2) (de Villiers et al., 2004). 
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Figura 4. Organización del genoma de VPH. Las tres regiones en que se divide el 
genoma del virus: la región larga de control, LCR (URR), que no contiene marco de 
lectura alguno; la región que corresponde a las proteínas tempranas, E1 a E8 (Early 
genes) y la región que corresponde a las proteínas tardías, L1 y L2 (Late genes) 
(Stanley M, 2010). 

 

Un resumen del ciclo de infección del HPV y el desarrollo del CaCU se muestra en 

la Figura 5. La infección y replicación del virus solamente se da en células epiteliales 

totalmente diferenciada (estrato basal), como consecuencia de microtraumatismos, es 

decir, una abrasión o lesión del epitelio. El proceso de división celular normal de las 

células infectadas, favorece el aumento de copias del genoma viral y la expresión de sus 

proteínas tempranas, mientras que la diferenciación proporciona una señal al virus para 

activar todos los genes (incluyendo E4, L1 y L2) que permitirá la formación de virones, 

listos para reiniciar la infección (Doorbar J et al, 2005). 

 

Cabe señalar, que los virus papiloma humano, tanto oncogénicos como no 

oncogénicos, pueden causar LSIL (lesión intraepitelial de bajo riesgo) en la zona de 

transformación del cuello uterino. LSIL, también conocido como NIC 1 (neoplasia 

intraepitelial cervical, grado 1) bajo otro sistema de clasificación, se manifiestan 

transitoriamente por la infección viral productiva. La zona de transformación del cuello 

uterino se localiza en la región que une al epitelio columnar del endocérvix y el epitelio 

escamoso del ectocérvix y constituye una región de continuos cambios metaplásicos, más 

activos durante la pubertad y durante el primer embarazo y declinan después de la 

menopausia. Una metaplásia escamosa atípica, inducida por los virus oncogénicos y que 

se desarrolle en esta región, puede progresar a una HSIL (lesión intraepitelial de alto 

riesgo), o también reconocido NIC 2 o NIC 3. Las HSIL son las verdaderas precursoras 
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del CaCu, ya que se caracterizan por presentar mayor actividad mitótica y contenido de 

células inmaduras en los tercios central y superior la lesión. HSIL es comúnmente positivo 

a los tipos virales oncogénicos que evitan la maduración y diferenciación, produciendo 

una replicación continua de células inmaduras y eventualmente la acumulación de 

anormalidades genéticas y epigenéticas que favorecen al desarrollo del CaCu.  Por otro 

lado, la progresión desde LSIL hasta el nivel HSIL, y por último, el desarrollo de CaCu 

puede durar más de 15 años; dicho tiempo permite postular la necesidad de factores 

adicionales a los efectos de las proteínas producidas por VPH oncogénicos (Cooper C, 

2017).   

 

 

Figura 5. El ciclo del virus de papiloma humano en el epitelio estratificado del cuello uterino: 
a) Las células germinales normales se dividen a lo largo de la membrana basal y maduran 
verticalmente a través del epitelio sin división posterior. b) Después de que el VPH infecta estas 
células del estrato basal (completamente diferenciadas), se expresan las proteínas tempranas (E1, 
E2, de E5, de E6 y de E7; núcleos rojos) y se replica el DNA viral, causando una LSIL (lesión 
intraepitelial de bajo riesgo). En las capas superiores del epitelio, el genoma viral expresa E4 
(citoplasma verde), L1 y L2 (núcleos anaranjados). Eso permite la formación de virones, listos para 
reinicia la infección. c) Las infecciones persistentes por VPH de “alto riesgo” progresa a las HSILs 
(lesiones de alto grado), donde la diferenciación celular es retardada e incompleta, por lo que 
muestra poco grado diferenciación. d) La continua progresión, favorece la invasión y metástasis. 
(Cooper C, 2017).   
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2.3. PAPEL DE LOS GENES E6 Y E7 DEL HPV EN EL DESARROLLO DEL CACU 

 

Desde la década pasada, se conoce el papel de las onco-proteínas E6 y E7 de los 

VPH de “alto riesgo” en el desarrollo del CaCU. Así se conoce que la expresión de los 

genes E6 y E7 inactiva dos proteínas fundamentales en el establecimiento de 

homeostasis celular (apoptosis y proliferación controladas): los supresores de tumores 

p53 y pRB, respectivamente. Es decir, se sabe que la inactivación de p53 y pRB es 

suficiente para inmortalizar células (ya que elimina puntos de control del ciclo celular) por 

insuficiente para transformación carcinogenica (Clarke B. and Chetty R., 2001; Bosch F.X. 

et al., 2002). Además, se postula que las onco-proteínas E6 y E7 de los VPH de “alto 

riesgo” presentan funciones adicionales que permiten alterar y/o inactivar distintas vías de 

señalización, que resultan en una inestabilidad genómica, alteración de la expresión 

génica y eventos de evasión de la respuesta inmune (Figura 6) (Moody C et al, 2010. 

Litwin T, et el, 2017). 

 

 

Figura 6. Efectos de las onco-proteínas E6 y E7 de los VPH de “alto riesgo” en números 

procesos celulares (vías de señalización). (Moody C et al, 2010). 
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3. VÍA DE SEÑALIZACIÓN WNT 

 

En las últimas tres décadas, se han identificado componentes moleculares cruciales 

en vías de señalización que controlan o regulan mecanismos como el metabolismo 

celular, la síntesis de proteínas, la arquitectura del citoesqueleto y por consecuencia, los 

procesos celulares de proliferación, diferenciación, interacción célula-célula y apoptosis 

(Goldmann W. H. et al, 2012). 

 

En este sentido la vía intracelular de señalización, conocida como Wingless/Wnt 

resulta clave en la regulación de los organismos multicelulares durante toda su vida. La 

vía Wnt controla procesos conservados durante la evolución tales como la inducción 

embrionaria, generación de la polaridad celular y el direccionamiento específico celular 

dentro del embrión durante la morfogénesis. Además, se reconoce que durante la etapa 

adulta continúa jugando un papel indispensable en la homeostasis, la renovación y 

regeneración celular (Lonh K et el, 2016). 

 

Para la vía Wnt/β-catenina, el modelo más reciente (Figura 7) sugiere que la 

inactivación de la vía ocurre por la acción de los distintos antagonistas (SFRPs y DDK1), 

que bloquean la unión de los ligandos Wnt con el receptor transmembranal Frizzled, 

permitiendo la formación de un complejo multiprotéico que incluye las proteínas: 

adenomatous polyposis coli (APC), axina (1 o 2), sintetasa glucógeno cinasa-beta 

(GSK3β), caseína cinasa-1alfa (CK1α) y la fosfatasa A2 (PP2A). Dicho complejo tiene la 

capacidad de fosforilar a β-catenina por la acción directa de GSK3β y CKIα. La β-catenina 

fosforilada es dirigida a degradación mediante el mecanismo de 

ubiquitinación/proteosoma, dando por resultado bajos niveles de β-catenina en el 

citoplasma y núcleo. Es importante comentar que en células diferenciadas normales este 

mecanismo se encuentra inactivo: donde la β-catenina se encontrará enriquecida en el 

dominio citoplasmático de la membrana celular y formando complejos con los dominios 

intracelulares de las E-cadherinas (jugando un papel en las uniones adherentes célula-

célula). Por el contrario, la unión de los ligandos Wnt al receptor Frizzled, ocasionaría la 

activación de la vía y el bloqueo de la interacción entre β-catenina y el complejo 

multiproteico, impidiendo su fosforilación y, por consiguiente, su degradación. Todo esto 
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permitirá la acumulación de la β-catenina en citoplasma y, su posterior, translocación al 

núcleo. Una vez en el núcleo, β-catenina se asocia a la familia de factores Tcf/Lef (factor 

de células T/factor potenciador linfoide) y actúan como factor de transcripción para 

promover la expresión de genes blancos (Roel Nusse, 2012). 

 

 

 

Figura 7. Vía de señalización Wnt. Vía inactiva (off-state Wnt) y activa (on-state Wnt+) (Roel 
Nusse, 2012). 

 

3.1. β-CATENINA; COMPONENTE PRINCIPAL DE LA VÍA WNT. 

 

El gen de la β-catenina (CTNNB1) se localiza en el cromosoma 3 (3p22-p21.3), 

produce una transcripto de 3729 pb y codifica para una proteína de 88 kDa conteniendo 

781 aminoácidos. La β-catenina es una proteína que se identificó originalmente debido a 

su interacción con el dominio citoplasmático de la E-cadherina y que, junto con la α-

catenina, permite la formación de un complejo anclado con el citoesqueleto de actina. 

Esto permite a la β-catenina jugar un papel en la interacción celular mediante la adhesión 

célula-célula. No obstante, también ha sido demostrado que la β-catenina juega un papel 

central en la cascada de señalización Wnt, regulando diversos procesos que permiten la 

homeostasis celular (como proliferación, diferenciación, entre otros). Además, cabe 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?l116806
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destacar su potencial implicación (dependiente o independientemente de la vía Wnt) en la 

regulación de la expresión génica, debido a su interacción con distintos factores de 

regulación transcripcionales (Nusse R and Harold V, 2012; Prakash S, et al, 2015). 

 

3.1.1 Estructura proteica de β-catenina, interacción y regulación. 

 

La estructura primaria de la β-catenina se caracteriza por un dominio central que 

contiene 12 repeticiones de 42 aminoácidos, conocida como “repeticiones de armadillo” 

(ARM; residuos 141-664). El dominio central está flanqueado por dos regiones ubicadas 

en el dominio amino y carboxilo terminal, NTD y CTD, respectivamente (Figura 8) 

(Valenta T et al, 2012). Dichos dominios permiten la interacción de β-catenina con 

distintas proteínas en las siguientes regiones subcelulares: 

 

 

Figura 8. Estructura proteica de β-catenina; regulación/interacción. β-catenina 
interacciona con proteínas de la membrana citoplasmática (E-caderina; función de adherencia); 
proteínas citoplasmáticas (APC y Axina; función de destrucción); proteínas nucleares (BCL9, TbP, 

ISW1, MML1, CBP; función transcripcional) (Valenta T, et al, 2012). 
 

A) En la membrana plasmática la interacción de β-catenina con E-cadherina y α-

catenina, permite su estabilización: la β-catenina se localiza principalmente en esta 

región y presenta niveles bajos en citoplasma y núcleo (vía Wnt apagada). La 
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fosforilación en los aminoácidos tirosina 142 y 654 por parte de proteínas con 

actividad de tirosina-cinasa (CK1 y Scr) resulta en una disminución del complejo E-

cadherina/β-catenina/α-catenina y, por tanto, en la activación de la vía Wnt (Bustos 

et al, 2006 and Van-Veelen et al, 2011). 

 

B) En el citoplasma la interacción de β-catenina con Axina y adenomatous polyposis 

coli (APC), permite la formación del complejo multiproteico que degrada la β-

catenina. Se sugiere que este mecanismo permite regular los altos niveles de β-

catenina en citoplasma y previenen su posterior translocación al núcleo (vía Wnt 

apagada). APC actúa como el andamio de este complejo, permitiendo 

interaccionar con el resto de los componentes: Axina, sintetasa glucogeno cinasa-

3beta (GSK3β), caseina cinasa-1alfa (CK1α) y la fosfatasa A2 (PP2A). La 

formación del complejo induce la fosforilación en el dominio N-terminal (secuencia 

de aminoácidos localizados en el exón 3; D32SGxxSxxxTxxxS45) de la β-catenina. 

Primero, en la Ser-45, por CK1α, y después en Ser-33, Ser-37 y Thr-41, por 

GSK3β. A continuación, la β-catenina fosforilada se vuelveblanco de la ubiquitin 

ligasa E3/β-TrCP (proteína con repeticiones β) para su ubiquitinación y 

subsiguiente destrucción proteolítica vía proteosoma (Kimelman D and Xu W, 

2006; Roberts D et al, 2011). 

 

C) En el núcleo, β-catenina interacciona con factores de transcripción (principalmente, 

Tcf/Lef) y con distintos factores de regulación de la actividad transcripcional, 

resultando cambios en la expresión génica; la acumulación de β-catenina en 

citoplasma es un prerrequisito indispensable para su translocación y acumulación 

en el núcleo (vía Wnt, activa) (Prakash S, et al, 2015). Como β-catenina no posee 

dominios de unión al ADN necesita interaccionar con complejos multiproteicos que 

controlan la remodelación en la secuencia promotora y activación transcripcional 

de genes blancos. La interacción con co-activadores (Bcl-9-pygopu y TBP) del 

complejo de transcripcionaI, remodeladores de la cromatina (complejos Brg-1 y 

ISWI) y reguladores de la cromatina (CBP/p300) permite la subsecuente formación 

del complejo β-catenina/Tcf (Mosimann C et al, 2009). Existe una lista cada vez 

mayor de los genes blancos, sin embargo, muchos están sujetos al tipo de 

complejo formado con los distintos reguladores y factores transcripcionales, así 
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como al contexto dependiente del tejido-especifico. (Vlad A et al, 2008). Una lista 

actualizada se puede encontrar en http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-

bin/wnt/target. Por otra parte, la interacción entre β-catenina y/o TCF con co-

represores transcripcionales (ICAT y Groucho/ TLE) bloquean la expresión de los 

genes blanco (vía Wnt, apagada) (Bottomly D et al, 2010. 

 
 

3.2. APC; COMPONENTE DEL COMPLEJO REGULADOR DE Β-CATENINA. 

 

El gen APC (adenomatous polyposis coli; NCBI No. NG_008481) se localiza en el 

cromosoma 5 (5q21-q22) y produce transcritos de aproximadamente 10 Kb. El exón 15 

representa más del 75% de la secuencia codifica y se encuentra en los distintos 

transcriptos. La secuencia proteica del gen APC desempeña múltiples funciones celulares 

que gobiernan la homeostasis de las células epiteliales, como transducción de señales, 

mediación de la adherencia intercelular, estabilización del citoesqueleto, posible 

regulación del ciclo celular y apoptosis. Cabe destacar, que principalmente se le atribuye 

a APC un papel como supresor de tumores por regular la vía de señalización Wnt, como 

se describió antes, por formar parte del complejo multiproteico que degrada la β-catenina 

(considerado antagonista por mantener la vía inactiva) (Heppner G and Groden J, 2000; 

Fearnhead N et al, 2001; Waller A, et al, 2016).  

 

3.2.1 Estructura proteica de APC, interacción y regulación. 

 

Los distintos transcriptos del gen APC codifican una secuencia proteica de 

aproximadamente 2800 aminoácidos y 310 kDa (NCBI No. NP_000029.2, 2843 aa; 

NP_001120983.2, 2825 aa), los cuales  presenta una expresión constitutiva en distintos 

tejidos y una localización intracelular. Las funciones de APC parecen estar relacionadas 

con sus dominios de interacción con otras proteínas, que se encuentran en su estructura 

proteica  (Figura 9) (Brocardo M and Henderson B, 2008). En el extremo amino-terminal, 

la proteína APC presenta un dominio de oligomerización formado por repeticiones 

denominadas “Heptad” (xx aminoácido apolar xx aminoácido apolar; entre los 

aminoácidos 6 y 57), que permiten la formación de homodímeros entre proteínas APC. 

Además, entre los aminoácidos 453 y 766 se localizan 7 repeticiones de 42 aminoácidos 

http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/target
http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/target
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?l175100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/306922386
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(dominio Armadillo) que permiten a la proteína APC interactuar con PPA2, ASEF, Kap3A, 

Striantin y WTX, entre otras. Por lo cual, además de su papel en la regulación de la vía de 

Wnt se incluyen actividades de transporte nuclear, adherencia célula-célula, control del 

ciclo celular y estabilidad de la red citoesquelética de actina (Li Z and Nathke IS, 2005; 

Aoki K and Taketo M, 2007). 

 

 

Figura 9. Estructura proteica de APC e identificación de dominios de interacción con otras 
proteínas. APC interacciona con distintas proteínas mediante sus dominios proteicos. Notar la 
localización de la región MCR presente dentro de la región de interacción con b-catenina (Brocardo 
M and Henderson B, 2008).  

 

Por otra parte, en la región central de APC (entre los aminoácidos 1020 y 2035) se 

localiza un dominio de interacción caracterizado por 3 repeticiones de 15 aminoácidos 

(3rep/15aa) y 7 repeticiones de 20 aminoácidos (7rep/20aa), que permiten la unión de 

APC con el componente central de la vía de señalización Wnt: la β-catenina. (Jing et al., 

2001). Además, dentro de la región central (entre el dominio de interacción con β-

catenina) existen 3 repeticiones, denominadas SAMP, que son plataformas de interacción 

de APC con Axina. Por lo anterior, la región central de la proteína APC regula la vía de 
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señalización Wnt, mediante los dominios de interacción y formación del complejo proteico 

que degrada β-catenina (Li Z and Nathke IS, 2005; Aoki K and Taketo M, 2007; Roberts 

DM et al, 2012). 

 

Finalmente, dentro de la región carboxilo-terminal de la proteína APC se localiza el 

dominio básico (rico en arginina, lisina y prolina) entre los aminoácidos 2200 y 2400, que 

permite una interacción de APC con los microtúbulos y microfilamentos del citoesqueleto. 

Además, la región C-terminal puede desempeñar un papel en la progresión del ciclo 

celular y control del crecimiento, al interactuar con las proteínas EB1 (se asocia a 

microtúbulos del citoesqueleto) y hDLG (implicada en la polaridad celular, migración y 

bloqueo de la proliferación celular) (Li Z and Nathke IS, 2005; Aoki K and Taketo M, 

2007). 

 

3.2.2 Región promotora del gen APC. 

 

El gen APC presenta dos promotores (1A y 1B) que inician la trascripción en 

distintos sitios (exones 1A y 1B; Genbank No. U02509 y No. D13981, respectivamente), 

localizados en el costado 5´ de la región no codificante del gen. Horri A. y colaboradores 

(1993) demostraron que las principales isoformas de transcripción son resultado de 

“splicing” (proceso de maduración del ARNm) alternativo. La isoforma A (NCBI No. 

NM_000038.3), con un tamaño de 10740 pb, es resultado de la influencia del promotor 

1A, mientras, la isoforma B (NCBI No. NM_001127511), con un tamaño de 10814 pb, es 

resultado de la acción del promotor 1B. Cabe destacar que ambas isoformas codifican en 

más del 95% la misma secuencia, incluido de forma integra el exón 15 (NCBI-BLAST; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Por otra parte, Hosoya K y colaboradores (2009) 

establecieron por primera vez mediante un análisis bioinformático (NCBI) el sitio de inicio 

de la transcripción de las distintas isoformas, localizados en el promotor 1A y 1B del gen 

APC, ambos ricos en secuencias de citosinas y guaninas, conocidas como islas CpG´s 

(Figura 10).  

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 10. Regiones promotoras del gen APC; 1A y 1B. A) Localización de los promotores 
(exón 1A y exón 1B) y sitios de inicio de la transcripción (TSS) de las distintas isoformas (type 
A y type B). B) Características de cada promotor (isla CpG´s) (Hosoya K et al, 2009). 

 

A pesar de los diferentes estudios hasta el momento no es clara la diferencia entre 

los promotores para determinar el nivel y el lugar de expresión de las isoformas del gen 

APC; sin embargo, aunque el promotor 1B no ha sido extensamente estudiado, se postula 

que tiene un papel menor en la regulación de la expresión de APC, en comparación con el 

promotor 1A (Segditsas et al., 2008, Tsuchiya et al., 2000). Lo anterior es confirmado 

primero por los estudios de Esteller M (2000) y Arnold C (2000), donde se observaron que 

las modificaciones epigenéticas (hipermetilación de CpG´s del ADN) en el promotor 1A 

resultaron en el silenciamiento del gen APC. Por su parte, Charames G y colaboradores 

(2008), reportaron que la deleción del promotor 1A provocó el silenciamiento completo de 

las isoformas de APC, sugiriendo que las modificiones del promotor 1B podrían no 

contribuir al mismo nivel. Adema, Uruna S. y colaboradoes (2001) realiazron un análisis 

detallado en la secuencia de promotor 1A, demostrando la localización y función de 

secuencias para sitios de unión a factores transcripcionales como, Octamer, AP2, Sp1; 

que permiten una expresión basal del gen APC.  
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4. CÁNCER Y VÍA DE SEÑALIZACIÓN WNT 

 

Entre las moléculas implicadas en esta cascada de señalización, se han 

encontrado con más frecuencia en varios cánceres humanos, las alteraciones genéticas y 

epigenéticas en los genes de β-catenina y APC (Clavers H and Nusse R, 2012). De esa 

manera, la acumulación nuclear de β-catenina, en la mayoría de los tumores estudiados, 

parece estar asociada a dichas alteraciones, lo cual resulta en inactivación/pérdida de la 

función y silenciamiento, respectivamente de APC. En base a lo anterior, se ha propuesto 

que β-catenina podría funcionar como posible oncogen, mientras que APC actuaría como 

gen supresor de tumor (Polakis P, 2012; Zhan T, et al, 2017). 

 

4.1 ALTERACIONES GENÉTICAS EN COMPONENTES DE LA VÍA WNT 

 

El gen APC presenta el 80-90% de todas sus mutaciones en el segmento 

denominado MCR (“mutation cluster region”; codones 1286-1513) del exón 15. Se ha 

observado que mutaciones en el MCR da lugar a una proteína truncada y sin los 

aminoácidos indispensables para unión a β-catenina (7rep/20aa) (Figura 11). Las 

alteraciones genéticas del gen APC se reportado en adenomas gástricos (Horii A et al, 

1992), cáncer de mama (Furuuchi K et al, 2000), cáncer hepático (Oda H et al, 1996), 

cáncer de ovario (Wu R et al, 1996), cáncer  de páncreas (Horii A et al, 1992) y cáncer de 

tiroides (Zeki K et al, 1994). Sin embargo, en los carcinomas de colón por la presencia de 

mutaciones hereditarias (germinales, familial adenomatous polyposis; FAP) y 

espontáneas (somáticas), las cuales constituyen más del 85% de los casos (Nakamura Y, 

et al., 1992). 

 

Las mutaciones germinales de APC ocasionan Polyposis Adenomatoso Familial 

(FAP), una enfermedad autosomal dominante heredada, con el desarrollo inevitable del 

cáncer colorectal. Las mutaciones más comunes ocurren entre los aminoácidos 1194-

1392, siendo las más fecuentes (“hotspots”) en los codones 1061 y 1309, las cuales 

explican un tercio de todas las mutaciones germinales reportadas. Mientras las 

mutaciones somáticas estan presentes en aproximadamente el 80% de los cánceres 

colorectales esporádicos y principalmente dentro del segmento MCR. En dicho fragmento 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horii%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Furuuchi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oda%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horii%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeki%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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hay dos sitios “hotspots”: los codones 1309 y1450. Por lo anterior, las mutaciones 

germinales y/o somaticas del gen APC dan lugar a una proteína truncada, que carece de 

los aminoácidos indispensables para desempeñar su papel en la vía de señalización Wnt; 

unión a β-catenina (7rep/20aa) y axina (repeticiones de SAMP) Miyoshi et al., 1992 -B-; 

Karoui M et al, 2007; Minde D et al, 2011).  

 

 

Figure 11. Mutaciones germinales y somáticas de APC en cáncer de colon. Fragmento MCR 

(codon 1286-1513), sitios “hotspots”; codones1309 y1450 Minde D et al, 2011 
 

Por otra parte, en distintos tipos de cáncer, también se ha observado acumulación 

nuclear de β-catenina, y esta deslocalización está asociada con mutaciones en el exón 3 

de CTNNB1 (serina/treonina; codones 45, 41, 33 y 37) (Kikuchi A et al, 2003; Polaski P, 

2007). Entre estos tipos de cáncer se puede mencionar los carcinomas colorectal (Akisik 

E el al 2011); hepatocelulares (Cieply B et al, 2009); cáncer gástrico (Jang W and Kim W, 

2011) y cáncer de páncreas (Gerder B et al, 1999) entre otros. 

 

Alteraciones genéticas han sido igualmente encontradas en otros miembros del 

complejo multiproteico, como Axina y GSK3, pero con muy poca frecuencia. De esa 

manera, Salahshor S y Woodgett J (2005) recopilan distintos estudios que muestran la 

existencia de mutaciones espontáneas en los genes Axins I y II, particularmente 

hepatocelular y colorrectal Por su parte, Abrahamsson A y colaboradores (2009) 

encontraron una deleción que afectan el dominio quinasa del gen GSK3 en la leucemia 
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mieloide crónica. Además, por el hecho de existir isoformas de estas proteínas (Axina 1 o 

2; GSK3-alfa y beta) las cuales pueden reemplazar la función de la forma mutada Kikuchi 

A et al, 2003; Polaski P, 2007).   

 

En base a lo descrito anteriormente, varias alteraciones genéticas en la secuencia 

del ADN de los componentes de la vía Wnt posibilitarían la alteración de las interacciones 

moleculares normales y, por tanto, podrían llevar a la acumulación nuclear de β-catenina, 

en la mayoría de los tumores estudiados y, por lo tanto, la anormal activación de la vía 

Wnt que resulta en el inicio y desarrolla del proceso carcinogénico. 

 

4.2 ALTERACIONES EPIGENÉTICAS EN COMPONENTES DE LA VÍA WNT 

 

Por otro lado, también se han reportado alteraciones epigenéticas, tales como 

hipermetilación de islas CpG en sus promotores, en varios tipos de cáncer, lo cual podría 

llevar también all silenciamiento transcripcional de componentes supresores de la vía Wnt 

(Rodriguez-Paredes y Esteller M, 2011; Serman L et al, 2014). Cabe destacar, que 

distintos estudios han mostrado la asociación entre hipermetilación anormal de 

componentes y la activación de la vía Wnt durante el proceso carcinogénico. En este 

sentido, Laird P y colaboradores. (1995) mostraron que la deleción genética y/o inhibición 

de ADN-metiltransferasa (tratamiento con DAC) reduce la carga tumoral, mientras, 

Sansom O (2003) y Phesse T (2008) reportaron que la deleción genética de MBD2 

(proteína de unión a CpG-metilado) también reprime la formación tumoral mediante la 

atenuación de la señalización de señalización Wnt. 

 

Además, los análisis de promotores hipermetilados mediante estudios de genoma 

completo en cáncer de colon y páncreas, mostraron que los supresores de la vía de Wnt 

pueden ser blanco de este mecanismo de silenciamiento génico (Vincent et al 2011; 

Suzuki et al. 2002). En particular, las regiones promotoras de los genes que codifican para 

las proteínas APC y sFRP1,2 y 5 (reconocidas como antagonistas), fueron identificados 

como blanco de la hipermetilación en estos estudios. 
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En el caso particular de APC, se ha reportado hipermetilación de la isla CpG en el 

promotor 1A en distintos tipos de cáncer, mientras que la isla CpG en el promotor 1B 

parece no presentar dicha alteración (Esteller M, et al., 2000). Adicionalmente, la 

hipermetilación anormal del promotor 1A parece estar acompañada con el silenciamiento 

de su transcripto (inactivación epigenética) en cáncer hepático, 80%; estomago, 68%; 

próstata, 58%; pulmón, 30% y mama, 10% (Ohm J et at, 2007). Es importante comentar, 

que distintos estudios reportan la presencia de dicha alteración epigenética en otros tipos 

de cáncer, sin embargo, hasta el momento todavía es controversial la asociación entre la 

hipermetilación y el silenciamiento de APC (Agular O, Estelle M et al, 2007; Rodriguez P, 

Esteller M et al, 2011). 

 

Por su parte, se ha reportado que los antagonistas de Wnt (miembros de la familia 

SFRP): SRFP 1, 2 y 5, también presentan hipermetilación en sus genes, en cáncer de 

colon (Sizuki H, Baylin et al, 2004) y cáncer de mama (Sizuki H., Toyota M. et al, 2008); 

SRFP1, en vejiga (Stoehr R. et al, 2004), próstata (Lodygin D. et al, 2005), pulmón (Fukui 

T. et al, 2005). Sin embargo, el posible papel por silenciamiento epigenético de otros 

miembros de la familia SFRP en la alteración de la vía Wnt continua sin ser explorado, por 

ejemplo, SRFP3 en melanoma (Ekstrom E et al, 2011). En cada estudio cabe destacar, 

que la perdida de la función de los distintos miembros de la familia SFRP por CpG´s 

hipermetiladas dentro de la región promotora fue asociada al silenciamiento epigeneticos 

(desminición de transcriptos), con restauración de la expresión por tratamiento con 

inhibidores del silenciamiento epigenético (inhibidor de ADN-metltransferasas: DAC). 

 

4.3 CÁNCER CÉRVICO UTERINO Y ALTERACIONES EN LA VÍA WNT 

 

En el caso particular del cáncer cérvico uterino, es poco lo que se sabe sobre las 

alteraciones de la vía Wnt y su contribuición en el desarrollo del mismo. Sin embargo, 

Pereira-Suárez y Col. observaron mediante Western blot moderados nivel de expresión de 

β-catenina presentaron las líneas celulares CaSki (VPH 16) y Calo (VPH 18), mientras 

que fue fue bajo en HeLa (VPH 18) y SiHa (VPH 16), nulo en C33A (sin VPH´s).  Esto 

permitió postular que los altos niveles de β-catenina sugerían su acumulación, lo cual 

podría estar relacionado con la alteración de la vía Wnt (Pereira-Suárez et al., 2001).  
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Posteriormente, se evaluó por inmunohistoquímica la acumulación 

citoplásmica/nuclear de β-catenina en tumores de cérvix. En cortes de LSIL (lesión 

intraepitelial de bajo riesgo o NIC 1), HSIL (lesión intraepitelial de bajo riesgo o NIC 2/NIC 

3), biopsias de tumores y tejidos de células de cérvix normales, se observó que en LSIL 

algunas células presentaban acumulación en el citoplasma, mientras que en HSIL más de 

la mitad de las células la mostraron. En las biopsias de tumores de cérvix, el 85% 

presentaron acumulación citoplasmática y, aunque más tenue, también acumulación 

nuclear. Sin embargo, muestras de tejidos normales de cérvix no mostraro acumulación 

citoplamatica/nuclear de β-catenina (solo se observaba β-catenina en la membrana 

celular). Todo esto coincide con los antecedentes descritos previamente, donde la 

acumulación citoplasmática-nuclear de β-catenina es consecuencia de alteraciones de la 

vía Wnt, llevando a proponer que esto también parece ocurrir en el cáncer cérvico uterino 

(Shinohara et al., 2001; Rodríguez-Sastre et al., 2005). 

 

Por otra parte, y como consecuencia de la acumulación citoplasmática/nuclear 

anormal de β-catenina en CaCu, permitió sugerir que el complejo β-catenina/TCF podría 

inducir la transcripción de genes importantes para el desarrollo y progresión del CaCU. La 

actividad transcripcional de β-catenina/TCF fue puesta en evidencia en líneas celulares 

derivadas de cáncer cérvico uterino, empleando el sistema TOP-FOP. En este sistema, la 

línea celular Caski mostró la mayor actividad transcripcional, seguida de SiHa y Hela, 

mientras que C33A no mostró ninguna actividad (Mojica V, 2004; tesis de maestría). Por 

su parte, Huang y colaboradores (2006) mostraron mediante iRNA para β-catenina, que 

su interferencia inhibió la formación del complejo β-catenina/TCF en HeLa. Asimismo, se 

determinaron como genes blanco de este complejo: cyclo-oxigenasa-2, Cox2 

(supervivencia celular); metaloproteinasa de matriz-7, MMP-7 (invasión) y el factor de 

crecimiento del endotelio vascular, VEGF (angiogénesis), genes que se reprimen en 

presencia del iRNA de β-catenina (Huang et al, 2006).    

 

Por otro lado, un cultivo primario de queratinocitos fue inmortalizado por transfección 

de la oncoproteína E6 del VPH16. Posteriormente, dichos queratinocitos inmortalizados 

fueron tratados con ligando Wnt y/o transfectados con el oncogen CTNNB mutado en 

serina 45, en ambos casos se postula que la activación de la vía Wnt fue suficiente para 

inducir la transformación de los queratinocitos inmortalizados por la oncoproteína E6 del 
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HPV16. Por lo anterior, se demostró que β-catenina puede actúar como oncogen 

alterando la vía Wnt y podría inducir la transformación de células infectadas por VPH en 

este sistema experimental (Uren A et., 2005). Posteriormente, empleando dos modelos 

con murinos: 1) transgénicos para los oncogenes E7/HPV-16 o β-catenina mutada (serina 

45) y 2) ratones doble-transgénicos para E7/HPV-16 y β-catenina, evaluaron su capacidad 

para inducir el inicio del proceso carcinogénico a los 6 meses, bajo un estimulo 

estrogénico. El desarrollo cáncer invasivo se observó en el 11% de los ratones 

transgénicos del oncogen β-catenina mutada (vía Wnt activa) y 50% de los ratones 

transgénicos del oncoge E7/HPV-16 (infección viral), mientras que se observó la 

carcinogénesis en el 94% de los ratones doble-transgénicos para los oncogeneres 

E7/HPV-16//β-catenina (Bulut G, Uren A et., 2011). 

 

A pesar de que varios estudios han sugerido que como sucede en otros tipos de 

cáncer, en CaCu, la alteración de la vía Wnt puede llevar a la acumulación 

citoplásmica/nuclear de b-catenina y, esto, puede favorecer la acción carcinogénica de las 

proteínas de HPV, poco se sabe sobre los mecanismos que conducen a la deslocalización 

y acumulación citoplasmática-nuclear de β-catenina. Con este objetivo, en estudios 

previos, se evaluó la presencia de mutaciones en el gen CTNNB (β-catenina) y, 

principalmente, en residuos serina-treonina del exón 3, que son los sitios de fosforilación 

para la degradación de la proteína, empleando para esto biopsias de tumores de cérvix. 

Sin embargo, no se identificaron mutaciones que permitan explicar su deslocalización 

(Pereira-Suarez et al., 2001; Tsung-Hsien et al., 2003). Esto, permite plantear que la 

deslocalización de la β-catenina podría ser consecuencia de la alteración de algún otro 

componente de la vía Wnt. 

 

Cabe destacar, que desde la década pasada distintos grupos de investigación han 

centrado sus estudios en determinar la existencia de alteraciones epigenéticas en algunos 

componentes de la vía de señalización Wnt, particularmente hipermetilación de promotor 

de los genes APC, SFRP´s, entre otros (Van der Meide  et al, 2011; Kang S, et al, 2006; 

Yang H, et al 2010) .Sin embargo, ninguno de estos estudios determina la asociación 

entre la metilación del promotor 1A, la expresión del gen APC y la activación 

aberrante de la vía de señalización Wnt. 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

36 
 

 

Finalmente, nuestro grupo, en un estudio previo (tesis de maestría), realizamos el 

análisis mutacional en aproximadamente el 80% de la región MCR del gen APC. En este 

estudio no observamos cambios en la secuencia, la cual incluía dos sitios reconocidos 

como “hot spot” (codones 1061 y 1450) en el exón 15 del gen APC, en el sistema de 

cáncer de colon. Sin embargo, dado que no completó el análisis de toda la región MCR, 

no podía descartarse que hubiera mutaciones en el 20% restante. 
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 El cáncer cérvico uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por tumores 

malignos en mujeres en México y a nivel mundial, razón por la cual existe un particular 

interés en el estudio de las causas y factores que provocan esta patología, sobre todo a 

nivel molecular.  

Es de resaltar, que la infección persistente por el Virus del Papiloma Humano es el 

factor de riesgo más importante para desarrollar CaCu, principalmente debido a la acción 

de las oncoproteínas E6 y E7, al inactivar los supresores de tumores p53 y pRB. Sin 

embargo, también se sabe que unque la degradación de p53 y pRB es suficiente para 

inmortalizar células, es insuficiente para transformarlas. De ahí que se requiera otro tipo 

de alteraciones genéticas o epigenéticas que en su conjunto promuevan la transformación 

maligna de las células del cervix. 

 

Por otra parte, algunos estudios previos asocian frecuentemente la activación 

anormal de la vía Wnt (acumulación de β-catenina) con alteraciones en el gen supresor 

tumoral adenomatous polyposis coli (APC, en varios tipos de tumores. En este sentido, se 

ha observado en biopsias y líneas celulares de CaCu la deslocalización y acumulación 

citoplasmática/nuclear de β-catenina, sugiriendo su participación potencial en la 

transformación maligna.  

Cabe destacar que, aproximadamente, 80-90% de todas las mutaciones en el gen 

APC se localizan en el segmento MCR (“mutation cluster región”; codones 1286-1513), 

que dan lugar a una proteína truncada y sin la región de unión con β-catenina, lo que 

impide su reclutamiento y, posterior degradación. Asimismo, diferentes estudios han 

evidenciado que la hipermetilación de CpG´s en la región promotora del gen APC es otro 

mecanismo de inactivación de su función en varios tipos de cáncer.  

 

Basándonos en ésta revisión bibliográfica y en resultados obtenidos previamente 

en el grupo de investigación, se plantea que la alteración en la región codificante o 

promotora del gen APC permite la acumulación citoplasmática/nuclear anormal de β-

catenina y, por tanto, la anormal expresión de genes blanco de la vía Wnt en células de 

cáncer cervico uterino infectadas con HPV.  

 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

39 
 

 En ese sentido, el presente estudio constituye un esfuerzo pertinente en el ámbito 

nacional, dado que pretende identificar moléculas blanco que puedan ser aplicadas en el 

diagnóstico o pronóstico de la patología, o incluso ser utilizadas con fines terapéuticos. 
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La pérdida o inactivación funcional (genética o epigenética) del gen APC está 

asociada con la desregulación de la vía de señalización Wnt/β-catenina en el cáncer 

cérvico uterino.  
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GENERAL 

 

Identificar las alteraciones genéticas y epigenéticas del gen APC y su asociación 

con la desregulación de la via de señalización Wnt/β-catenina en cáncer cérvico 

uterino. 

 

 

 

 

PARTICULARES 

 

1. Identificar las posibles alteraciones en la secuencia de la región de mutaciones 

“cluster” (MCR) del gen APC, en líneas celulares de cáncer cérvico uterino.  

 

2. Evaluar la relación entre la hipermetilación del ADN en el promotor 1A y su efecto 

en la expresión del gen APC, en líneas celulares de cáncer cérvico uterino.  

 

3. Evaluar la asociación entre las alteraciones genéticas o epigenéticas del gen APC 

y la desregulación de vía Wnt/β-catenina en cáncer cérvico uterino. 
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1.- MUESTRAS DE ESTUDIO 

 

En el presente trabajo se seleccionaron como modelo de estudio las líneas 

celulares de cáncer cervico uterino CasKi, HeLa, SiHa y C33A, debido a su relación 

característica con el virus del papiloma humano (VPH) (Tabla 1). Por su parte, las líneas 

celulares SW480 (cáncer de colon) y KATOII (cáncer gástrico) se utilizaron como 

controles positivos de alteración genéticas y/o epigenéticas, respectivamente (Rowan A, 

et al, 2000 and Takashi Tsuchiya et al, 2000). Las líneas CasKi, HeLa, C33A y SW480 

fueron adquiridas de la compañia ATCC o donadas por el Dr. Alejandro M. García-

Carranca (InCan, México), mientras la línea KatoIII (adquirida de la ATCC) fue donada por 

Dr. Ángel Zarain-Herzberg (UNAM, México). Además, se utilizó como control negativo, el 

cultivo primario de fibroblastos humanos (HFF) donadas por el M. en C. Alejandro López 

Saavedra (Incan-México). Las distintas líneas celulares y el cultivo primario fueron 

mantenidas en las condiciones descritas a cotinuación. 

 

Tabla 1.  Muestras de estudio; líneas de cáncer cervico uterino. 

 

Líneas celulares 

 

 

Virus del papiloma humano 

(VPH) 

 

Características 

 

Caski 

 

Tipo 16 

 

Línea celular de carcinoma.  
 

 

HeLa 

 
Tipo 18 

 
Línea celular de adenocarcinoma.  
 

 

SiHa 

 
Tipo 16 

 
Línea celular de adenocarcinoma.  

 

 

C33A 

 

Sin VPH´s 

 
Línea celular de carcinoma.  
 

 

Por otra parte, biopsias de tejido normal y de cáncer cervico uterino fueron 

obtenidos del banco del Departamento de Ginecología del Hospital General Manuel Gea 

Gonzalez y del Departamento de Patología del Instituto Nacional de Cancerología-SSA 

(CDMX, Mexico). Las biopsias fueron caracterizadas previamente en base a sus 

parámetros clínicos-patológicos, tipo de infección con VPH y niveles/localización de β-

catenina (Rodríguez-Sastre et al., 2005). Todas las biopsias fueron almacenadas en 

nitrógeno líquido hasta su empleo. 
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2.- PROCEDIMIENTOS GENERALES 

 

Cultivo celular: 

 

El mantenimiento y crecimiento de las líneas celulares y el cultivo primario, se 

realizó en cajas de p100 mm (Corning) a 37° C con 85% de humedad y 5% de CO2, en 

medio de cultivo enriquecido con suero fetal bovino (SFB; HyClone); 

A) SiHa, HeLa, C33A y SW480: medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-F12; 

Invitrogen) con 10% SFB. 

B) CaSki: medio RPMI 1640 (Invitrogen) con 10% SFB. 

C) KatoIII: medio de una mezcla con 50 % de DMEM-F12 (Invitrogen) y 50% de RPMI 

1640 (Invitrogen) con 20% SFB. 

D) Cultivo primario de fibroblastos: medio de una mezcla con 50 % de DMEM-F12 

(Invitrogen) y 50% de DMEM/High Glucose(Invitrogen) con 15 % SFB. 

 

Todos los medios referidos, previo a su suplementación con SFB, fueron 

esterilizados por filtración (membrana 0.22 μm; Milipore) y almacenados a 4°C hasta su 

empleo. 

 

El conteo de células se realiza empleando una cámara de Neubauer, a la cual se 

adiciona 10 μL de la solución de dilución celular. Se cuentan las células en los 4 

cuadrantes y se aplica la siguiente fórmula: 

Z= (Cc/4) (10000) (3) (VR) =No. de células/mL 

Donde: Cc= número de células contadas en los 4 cuadrantes de la cámara. VR= Volumen 

de resuspensión 

 

Para los experimentos de obtención de ADN-genómico, ARN-total y Proteínas-

totales se cultivan las células en cajas p60 mm (Corning) a un 70%-90% de confluencia. 

Por otro lado, para los ensayos de microscopia se cultivan en slide p4, mientras, para los 
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ensayos de citotoxicidad en cajas de 98 pozos, en ambos casos con un número 

determinado de células. 

 

Obtención y Purificación de ADN-genómico y ARN´s-totales:  

 

El ADN-genómico se obtuvo de todas las muestras, en el caso del cultivo primario 

de fibroblastos y las distintas líneas celulares, mantenidas hasta alcanzar una confluencia 

de entre el 80- 90 % en cajas de cultivo p60 mm (Corning). Previo a la lisis celular, las 

células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS estéril.  

 

La extracción de ADN se realizó por lisis celular, usando 300 μl (para cajas de 60 

mm) o 700 μl (para cajas de 100 mm) de solución de lisis (EDTA, Tris-HCl, SDS y 

proteinasa K) y posterior precipitación, según el protocolo Fenol/Cloroformo estándar 

modificado. Posteriormente, se cuantificó el ADN por espectrofotometría/UV. 

 

Por otro lado, el RNA´s total se obtuvo del cultivo primario de fibroblastos y líneas 

celulares (excepto SW480), mantenidas hasta alcanzar una confluencia de 

aproximadamente el 80 % en cajas de cultivo p60 mm (Corning). Previo a la lisis celular, 

las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS estéril. 

La extracción de ARN se realizó mediante Trizol de acuerdo a las instrucciones del 

proveedor (Gibco BRL). Posteriormente, se cuantificó el ARN por el sistema Nanodrop. 

Finalmente, para analizar la integridad del ADN y ARN purificados, se separo una muestra 

de los mismos por electroforesis en agarosa. 

 

 

3.- TÉCNICAS PARA DETERMINAR ALTERACIONES 

GENÉTICAS 

 

Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR): 

 

Una vez obtenido y cuantificado el ADN-genómico de las líneas celulares de 

cáncer cervico uterino (HeLa, SiHa, CaSki y C33A) y cáncer de colon (SW480), se 
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amplificó por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) un segmento (codones 1230-

1449; nucleótidos 3847-4655 pb y 151762-152570 pb, cDNA/ARN-referencia y ADN-

genómico, respectivamente) que representa aproximadamente el 60 % de la región de 

mutaciones “cluster” (MCR; 1286-1513), ubicada en el exón 15 del gen APC. La 

secuencia de aminoácidos y nucleótidos de este segmento (P25054; NM-001127511.2 y 

NG-008481) fue obtenida de la base de datos del “National Center for Biotechnology 

Information” (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

La amplificación por PCR del producto de 808 pb se realizó con la secuencia de 

primers  

sentido (5´- CCC-CTC-GAG-CAG-CTC-CAT-CCA-AG -3´) y antisentido (5´- CC-GGA-

TCC-CCA-TCT-GGA-GTA-C -3´), mediante ensayos en reacciones a un volumen de 10 μl 

con 100ng de ADN genómico, 0.25mM de cada primer usando Taq DNA Polymerase-

recombinat (Fermentas, Thermo S.); modificando las concentraciones de MgCl2 (1.0 a 5.0 

mM) y la temperatura de hibridación (58°-68°C). 

 

Una vez establecidas las condiciones, el fragmento ubicado en la secuencia MCR 

del gen APC fue  amplificado a partir del ADN-genómico de la muestras, en reacciones de 

PCR a un volumen de 200 μl (para posterior digestión y purificación), siguiendo las 

concentraciones y componentes descritas en la Tabla 2 y las siguientes condiciones de 

amplificación: 5 min para pre-desnaturalizar a 95°C, 1 min a 95°C para desnaturalización, 

1 min a 63°C para alinear, 2 min a 72°C para elongar y 5 min a 72°C para elongación 

final. 

 

                        Tabla 2. Componentes y concentraciones de una reacción de PCR. 

Reactivos Concentració

n 

Buffer PCR 1X 

MgCl2 2 mM 

dNTPs 2 mM 

Oligonucleótidos F (sentido) y R (antisentido) 20 pmol 

Taq polimerasa 2U 

ADN 100-200 ng 

H2O cbp 

 

 

http://www/
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Como control de la técnica de PCR, se amplificó el gen de β-globina de las mismas 

muestras, según el protocolo de Thomas J (2006), empleando los oligonucleótidos: Fw 5´-

CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3´ y Rv 5´-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3´.  

 

Para confirmar el tamaño de los distintos productos de amplificación, se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se comparon los fragmentos separados con 

los del marcador de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen). 

 

Purificación y análisis de digestión a fragmentos amplificados: 

 

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (2.0%) 

y aislados mediante el kit GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas #k0691), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. El protocolo del QIAquick Gel Extractio 

permite extraer y purificar ADN de 70 pb a 10 Kb de geles de agarosa en Buffer TAE, que 

puede ser utilizado para subsecuentes aplicaciones, digestiones enzimáticas, ligación, 

PCR y secuenciación. 

 

Posteriormente, la secuencia de nucleótidos del fragmento se analizó con el 

programa NEBcutter V2.0, disponible públicamente en el sitio de Internet 

http://tools.neb.com/NEBcutter2. El programa permitió seleccionar dos enzimas de 

restricción PvuII (CGA-CTG) y PsiI (TTA-TAA), que permite confirmar que los fragmentos 

obtenidos son los de interés, en función del perfil de digestión observado en una 

electroforesis en gel de agarosa. Finalmente, confirmada la secuencia por este análisis, 

se procedió a realizar la secuenciación de los productos amplificados en el Instituto 

Nacional de Cancerología. 

 

Análisis mutacional: 

 

Se secuenciaron los fragmentos ubicados en la región MCR del gen APC, de cada 

una de las líneas celulares mediante el sistema automático Applied BioSystem (INCan). 

http://tools.neb.com/NEBcutter2
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Para la secuenciación se utilizó el Kit v3.1 ABI BigDye Terminator (ABI, Foster City, CA), 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  

Las reacciones de secuenciación se realizaron en dirección sentido y antisentido por 

duplicado y de dos PCR independientes, generando cromatogramas que se analizaron 

para la búsqueda de mutaciones. 

 

Posteriormente, las secuencias obtenidas se comparan con la región del exón 15 

del gen APC (codones 1230-1449 -- P25054 -- ; nucleótidos 3847-4655 pb y 151762-

152570 pb, cDNA/ARN-referencia -- NM-001127511.2 -- y ADN-genómico --NG-008481--, 

respectivamente) presente en la base de datos del “National Center for Biotechnology 

Information” (NCBI), mediante el programa “BLAST Basic Local Alignment Search Tool”( 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), que permitió la determinación de posibles 

mutaciones. 

 

4.- TÉCNICAS PARA DETERMINAR ALTERACIONES 

EPIGENÉTICAS 

 

Analisis de metilación especifica por PCR (MSP):  

 

Una vez obtenido y cuantificado el ADN-genómico de las distintas muestras, el 

ADN del cultivo primario de fibroblastos (HFF), líneas celulares de cáncer (excepto 

SW480) y biopsias (tejido normal y tumores de cáncer) de cervico uterino fueron sometido 

a modificación por bisulfito de sodio para convertir las citosinas no metiladas en uracilo, 

utilizando el kit EZ DNA methylation (Zymo Research, Orange, CA) según 

especificaciones de fabricante.  

 

Para el análisis de metilación especifica por PCR (MSP) del promotor 1A 

(GenBank accession no. AC008575) del gen APC se utilizaron primers (sentido 5´-

GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT-3´; antisentido 5´- 

CCAATCAACAAACTCCCAACAA) que amplifican la secuencia no metilada de 110-pb 

(posición 27098 a 27205), y primers (sentido 5´-TATTGCGGAGTGCGGGTC-3’; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi


UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

51 
 

antisentido 5´- TCGACGAACTCCCGACGAA-3´) que amplifican la secuencia metilada 

100-bp (posición 27104 a 27201). Las condiciones de amplificación fueron 5 min para pre-

desnaturalizar a 95°C, 1 min a 95°C para desnaturalización, 40 seg a 60°C para alinear, 1 

min a 72°C para elongar y 4 min a 72°C para elongación final. La PCR fue realizada a un 

volumen de 50 μl con 100ng de ADN genómico, 0.25mcM de cada primer usando Taq 

DNA Polymerase-recombinat (Fermentas, Thermo S.).  Cada experimento se realizó por 

duplicado de forma independiente. 

 

Para confirmar el tamaño de los distintos productos de amplificación, se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa y se compararon los fragmentos separados con los 

de marcador de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen). 

 

RT-PCR (semicuantitativa): 

 

Para examinar los niveles de expresión de transcriptos del gen APC en las 

distintas líneas celulares (HeLa, SiHa, CaSki, C33A y KatoIII) y el cultivo primario de 

fibroblastos (HFF) se realizó la técnica de RT-PCR (semicuantitativa). A partir del ARN 

total obtenido de cada muestra mediante Trizol, anteriormente mencionado; 5 μl de ARN 

total fueron utilizados en cada reacción con el Kit RevertAid H. Minuns First Strand cDNA 

Synthesis (Fermentas, Thermo S.). 

 

Posteriormente, el cDNA de las distintas muestras se utilizó para la amplificación 

final de transcriptos del gen APC (fragmento ubicado en el exón 15) por PCR, mediante 

los pares de primers sentido (5´- CCC-CTC-GAG-TCA-GAT-GAG-CAG-TTG-3´) y 

antisentido (5´- CCG-GAT-CCC-TGC-TTC-CTG-TGT-CG -3´), que producen un segmento 

de 808 pb. Las condiciones de amplificación fueron optimizadas en reacciones de 10 μl 

con 2 μl de cDNA en el mix, 0.25mcM de cada primer usando Taq DNA Polymerase-

recombinat (Fermentas, Thermo S.); modificando las concentraciones de MgCl2 y la 

temperatura de hibridación. Una vez establecidas las condiciones optimas para la PCR, el 

fragmento fue amplificado bajo las siguientes condiciones: 5 min para pre-desnaturalizar a 

95°C, 1 min a 95°C para desnaturalización, 1 min a 54°C para alinear, 2 min a 72°C para 

elongar y 5 min a 72°C para elongación final, en reacciones de PCR a un volumen de 20 

μl. Como control interno, beta-globina fue amplificado (técnica de PCR anteriormente 
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descrita; secuencia de primers, componentes y condiciones) para evaluar la calidad y 

cantidad del cDNA en cada RT-PCR.  

 

Para confirmar el tamaño de los distintos productos de amplificación, se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa y se compararon los fragmentos separados con los 

de marcador de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen).  La visualización de 

cada banda fue en una imagen documentada con ChemXRS de Bio Rad con luz UV. 

 

Por otra parte, con la finalidad de corrobarar nuestros resultados de la RT-PCR 

con sus respectivos controles para la expresión del gen APC, este procedimiento se 

realizó por triplicado en las líneas celulares, y se realizó su análisis de densitometría de 

bandas con el software Image Lab de BioRad. Una vez obtenidos los datos se realizó un 

análisis estadístico de ANOVA y posteriormente se empleó la prueba de Tukey para 

comparar si existe diferencia significativa entre los grupos. 

 

Tratamiento con 5-aza-2´-deoxycytidine/trischostatin-A (DAC/TSA):  

 

Una vez determinada la asociación entre la hipermetilación en el promotor 1A y la 

pérdida de expresión del gen APC, como un mecanismo de silenciamiento epigenético, se 

procedió a realizar la evaluación del control de la transcripción del gen APC, tratando las 

distintas líneas celulares con 5-aza-2’-deoxycytidine o 5-aza-dC (DAC) y Trichostatin-A 

(TSA) que son inhibidores de las ADN metiltransferasas y desacetilasas de histonas, 

respectivamente. Primeramente, nosotros examinamos el posible efecto citotóxico, para 

después, evaluar la factibilidad del tratamiento con DAC 3 μM y TSA 0.5 μM, en las 

distintas muestras de forma similar a lo descrito por Cameron E, Herman J y Baylin S 

(1999) y Issa Jean-Pierre J y colaboradores. (2007). 

 

Estudio citotóxico del tratamiento DAC/TSA por el método de cristal violeta: 

 

Las líneas celulares fueron cultivadas en caja de 98 pozos (6000-8000 células/pozo 

con 100 microlitros de medio de cultivo), posteriormente, a las 24 hrs el medio se 

suplemento con concentraciones de 0.3, 3, 30 μM de DAC, las posteriores 48  y 72 hrs se 

agrega a las distintas concentraciones de DAC una concentración de TSA a 0.5 μM. 
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Durante este periodo, se cambia cada 24 hrs el medio de cultivo y se suplementa con las 

distintas concentraciones de DAC y/o TSA (previamente esterilizadas las diluciones por 

filtración, con filtros de 0.45µm). El control contuvo sólo medio de cultivo durante el 

tratamiento.  

 

Posteriormente, a las 96 hrs se evalúa la viabilidad celular determinando el número de 

células por poso, mediante el método de cristal violeta. En cada poso de la placa se 

eliminó el sobrenadante y se realizó 2 lavados con PBS estéril, se adicionaron 100 μl de 

formol al 10 % y se conservó la placa por 24 horas en refrigeración. Después, se retiró el 

formol y se realizaron 2 lavados en PBS estéril, se agregaron 100 μl de cristal violeta al 

0.01%, se colocó la placa en un agitador orbital por 10 min. A continuación, se realizaron 

2 lavados con PBS estéril y se agregaron 100 μl de ácido acético al 33 %. Finalmente, se 

determinó la densidad óptica a 550 nm de la placa completa, en el lector de placas de 

ELISA (Bio Rad, Ultramark). 

 

La determinación del porcentaje de inhibición del crecimiento celular fue calculado a 

las diferentes concentraciones de DAC (0.3, 3, 30 μM) con TSA a 0.5 μM usando la 

siguiente fórmula (Joubrt, 1980): 

I = 100 (1 – Ne/nc) 

Donde: I = % de inhibición del crecimiento, Ne = densidad celular expuesta, Nc = 

densidad celular del control. 

 

En el ensayo cada concentración de DAC (0.3, 3, 30 μM) con TSA a 0.5 μM se realiza 

por triplicado en las líneas celulares, y se repitió tres veces. Los datos fueron analizados 

mediante la prueba estadística ANOVA y prueba de “t” Student con el paquete 

computacional Prisma v5.0 (Graphpad Inc.). Los resultados del ensayo de citotoxicidad 

fueron analizados para determinar la EC50
  al tratamiento con DAC/TSA en cada línea 

celular.  

 

Tratamiento DAC/TSA en las líneas celulares: 

 

Una vez determinado el posible efecto citotóxico y factibilidad al tratamiento con 

DAC/TSA, se procedió a realizar el siguiente esquema de tratamiento, similar a lo descrito 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

54 
 

por Cameron E, Herman J y Baylin S (1999) y Issa Jean-Pierre J y colaboradores. (2007): 

las células fueron cultivadas (día 0) y el medio de cultivo es suplementado a las cada 24 

hrs con una concentración de DAC 3 μM, las posteriores 48 y 72 hrs con una 

concentración de DAC 3 μM y TSA 0.5 μM. Durante este periodo, se cambió cada 24 hrs 

el medio de cultivo y se agregó ambas concentraciones de DAC/TSA. Por último, a las 96 

hrs se realizó los experimentos correspondientes; RT-PCR, inmunoblot e 

inmunohistoquimica. 

 

RT-PCR (semicuantitativa) con/sin DAC-TSA: 

 

Para examinar los niveles de expresión de transcriptos del gen APC en las 

distintas líneas celulares (HeLa, SiHa, CaSki, C33A y KatoIII) y el cultivo primario de 

fibroblastos, bajo el tratamiento DAC/TSA (inhibidores de ADN metiltransferasas y 

desacetilasas de histonas, respectivamente) y en condiciones normales, nosotros 

realizamos la técnica de RT-PCR (semicuantitativa). A partir del ARN total obtenido y 

convertido a cDNA mediante Trizol y con el Kit RevertAid H. Minuns First Strand cDNA 

Synthesis (Fermentas, Thermo S.), respectivamente, nosotros amplificamos el transcripto 

del gen APC (fragmento ubicado en el exón 15) por PCR, mediante las condiciones 

descritas anteriormente. Además, como control interno, beta-globina fue amplificado 

(técnica de PCR anteriormente descrita; secuencia de primers, componentes y 

condiciones) para evaluar la calidad y cantidad del cDNA en cada RT-PCR.  

 

Para confirmar el tamaño de los distintos productos amplificados, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa y se comparan los fragmentos separados con los del 

marcadores de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen).  La densidad de cada 

banda en la RT-PCR fue determinada por escaneo con densitometría usando Quantity 

One 4.1 (Bio-Rad). 
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5.- TÉCNICAS PARA ESTABLECER LA ASOCIACIÓN 

ENTRE LAS ALTERACIONES DE APC Y LA REGULACIÓN 

DE LA VÍA WNT/β-CATENINA 

 

Western-blot (W.B.): 

 

Para examinar los niveles de expresión de β-catenin en las distintas líneas 

celulares (HeLa, CaSki, C33A y KatoIII) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF), bajo el 

tratamiento DAC/TSA y sin tratamieto, nosotros realizamos la técnica de W.B. 

 

Obtención y cuantificación de proteínas totales: 

Las proteínas totales fueron obtenidas del cultivo primario de fibroblastos y líneas 

celulares, mantenidas en condiciones normales (sin tratamiento) y bajo el tratamiento con 

DAC/TSA (descrito anteriormente), en cajas de cultivo p60 mm (Corning). Previo a la lisis 

celular, las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS 

estéril. La extracción de proteínas se realizó con buffer RIPPA (con mix de inhibidores de 

proteasas --2 mg/ml de leupeptin y aprotinin (Sigma, St Louis, MO, USA), 1 mg/ml 

pepstatin A (Sigma, St Louis, MO, USA), 200 mg/ml de Pefabloc (Roche). Posteriormente, 

la concentración de proteína se determinó, mediante el método de Bradford a 590 nm con 

el Kit BCA protein assay (Pierce) usando el Kit BCA protein assay (Pierce). 

 

Electroforesis y Transferencia:  

Una vez obtenidas y cuantificadas las proteínas totales, 15 μg de proteínas de cada 

muestra fueron separados por electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) al 15%; 

primero a 40 votls durante 15 min., posteriormente a 100-120 volts durante 1 hora. Al 

termino de la electroforesis, se realizó la transferencia a una membrana de nitrocelulosa 

(immobilon) (The panther; semidry electroblotter (Apogent). 

 

Inmunodetección: 

La membrana con las proteínas totales de cada muestra separadas y transferidas, 

fue incubada en una solución 1:2000 con el anticuerpo primario β-catenina (monoclonal; 
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Transduction lab-B.D.Pharmingen #619154). El anticuerpo secundario acoplado a 

peroxidasa fue usado para revelar con el Kit Western Lightning Chemiluminiscence 

Reagent Plus (Perkin Elmer, Life Sciences). Para confirmar que cantidades similares de 

proteína fueron cargadas en cada carril, se determinó los niveles de alfa-actina como un 

control interno con 1:1500 anticuerpo alfa-antina (monoclonal; Santa Cruz #sc8432). La 

densidad de cada banda en el Western-blot fue determinada por escaneo con 

densitometría usando Quantity One 4.1 (Bio-Rad). 

 

Inmunohistoquímica (IHC):  

 

Para detectar la localización de β-catenina en las distintas líneas celulares (HeLa, 

CaSki, C33A y KatoIII) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF), bajo el tratamiento con 

tratamiento DAC/TSA y sin tratamiento, nosotros  realizamos la técnica de IHC.Las líneas 

celulares fueron mantenidas en condiciones normales (sin tratamiento) y bajo el 

tratamiento con DAC/TSA (descrito anteriormente), en “slider” de cuatro pozos (p4).  

Posteriormente, las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas 

con PBS estéril y fijadas con metanol:acetona (1:1), después, se incuban con una 

solución 1:400 de anti-β-catenina monoclonal (monoclonal; Transduction lab-

B.D.Pharmingen #619154).  Finalmente, se utiliza el Kit DAB HistoMouseMax (Zymed) 

para ser examinadas utilizando un microscopio de fluorescencia (nikon, eclipse 400) en 

cajas de cultivo p60 mm (Corning). 

 

RT-PCR (semicuantitativa): 

 

Para examinar los niveles de expresión de transcriptos de los genes VEGF y 

MMP7 (blancos de la vía de señalización Wnt)  en las distintas líneas celulares (HeLa, 

CaSki, C33A y KatoIII) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF), bajo el tratamiento 

DAC/TSA y sin tratamiento, se realizó la técnica de RT-PCR (semicuantitativa). A partir 

del ARN total obtenido de cada muestra mediante Trizol, anteriormente mencionado; 5 μg 

de ARN total fueron utilizados en cada reacción con el Kit RevertAid H. Minuns First 

Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Thermo S.). Posteriormente, 2 μl del mix diluido de 

cDNA se utilizo para la amplificación final por PCR a un volumen de reacción final de 20 
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μl. La amplificación de segmentos de los genes VEGF y MMP7 se realizo con los pares de 

primers mostrados en la Tabla 3.  

 
Tabla 3: Secuencia de primers para RT-PCR. 

Gen Sentido 5'-- 3' Antisentido 5'--- 3' Tamaño; pb 
 

MMP7 
VEGF 

 
TGTTAAACTCCCGCGTCATA 
GAGGGCAGAATCATCACGAA 

 
GCGTTCATCCTCATCGAAGT 
AACGCTCCAGGACTTATACC 

 

 
379 
395 

 

Las condiciones optimas para la amplificación de los fragmentos se ensayaron en 

reacciones de 10 μl con 100ng de ADN genómico, 0.25mcM de cada primer usando Taq 

DNA Polymerase-recombinat (Fermentas, Thermo S.); modificando las concentraciones 

de MgCl2 y la temperatura de hibridación. Una vez establecidas las condiciones optimas 

para cada uno de los fragmentos de los genes VEGF y MMP7, estos fragmentos fueron 

amplificados bajo las siguientes condiciones: 5 min para pre-desnaturalizar a 95°C, 1 min 

a 95°C para desnaturalización, 1 min a 62°C y 58°C (respectivamente para cada gen) 

para alinear, 2 min a 72°C para elongar y 5 min a 72°C para elongación final, en 

reacciones de PCR a un volumen de 25 μl. Como control interno, beta-globina fue 

amplificado (técnica de PCR anteriormente descrita; secuencia de primers, componentes 

y condiciones) para evaluar la calidad y cantidad del cDNA en cada RT-PCR. Para 

confirmar el tamaño de los distintos productos amplificados, se realizó una electroforesis 

en gel de agarosa al 1 % y se comparó los fragmentos separados con los del marcadores 

de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen). 
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1.- Alteraciones en la secuencia de la región de 

mutaciones “cluster” (MCR) del gen APC, en líneas 

celulares de cáncer cérvico uterino. 

  

Amplificación y digestión de la secuencia (ubicada en la región MCR) del gen APC: 

 

Inicialmente, para determinar la factibilidad de utilizar este ADN genómico (Figura 

S1, Suplemento 1; ANEXO II) como molde para amplificar fragmentos específicos por 

PCR, se empleó como control positivo, la amplificación de un fragmento del gen de la β-

globina a partir del ADN de las 5 líneas celulares antes descritas. Como se observa en la 

Figura S2 (Suplemento 2; ANEXO II), todas las muestras fueron positivas para la 

amplificación de un fragmento de 265 pb, peso esperado para el fragmento de la β-

globina. Por todo lo anterior, se puede comentar que la pureza del ADN-genómico de las 

muestras permitirá su uso en subsecuentes aplicaciones; PCR, digestiones enzimáticas y 

secuenciación. 

 

Posteriormente, se establecieron las condiciones de PCR para la amplificación de 

un segmento que representa aproximadamente el 80% de la región MCR del gen APC, a 

partir del ADN genómico de todas las líneas celulares. Las condiciones fueron 

optimizadas empleando el ADN geonómico de la línea celular C33A, en reacciones de 10 

μl. Además, el fragmento de aproximadamente 800 pb del gen APC, se amplificó por 

medio del programa APCGRANW15 (95°C x 1 min, desnaturalización; 56°C a 66°C por 1 

min, alineación; 72°C x 5 min, elongación; por 35 ciclos), el cual se desarrolló con un 

gradiente de temperatura de alineación.  

Como se observa en la Figura 12, la temperatura para la alineación de 63°C, fue la 

que permitió obtener el producto de amplificación de los 809 pb con la menor presencia 

de subproductos a la concetración de 2.5Mm de MgCl2. 
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Figura 12. Amplificación del fragmento localizado en la región MCR del gen APC. Producto 
amplificado de 809 pb por PCR a partir del ADN-genómico de la línea celular de cáncer cérvico 
uterino C33A. Amplificados del lado izquierdo y derecho con distintas concentraciones de Mg+2 

(cofactor, magnesio). Distintas temperaturas de alineación: números 1 (56°C), 2 (58°C), 3 (60°C) y 
4 (63°C). Mpm= marcador de peso molecular. 

 

Posteriormente, de acuerdo a las condiciones anteriores, se amplificó el fragmento 

para las líneas celulares restantes: Caski, Hela, SiHa y SW480. Estas líneas presentaron 

un patrón similar de amplificación para el fragmento de interés del gen APC, al de C33A 

previamente mostrado. Además, los productos amplificados de las distintas líneas fueron 

purificados mediante el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen®). 

 

Finalmente, con el objetivo de validar que la secuencia de nucleótidos amplificada y 

purficada fuese la de interés, se realizó una digestión con las enzimas de restricción: PvuII 

(CAG-CTG; un corte en 565 pb) y PsiI (TTA-TAA; dos cortes 160 y 259 pb). En la Figura 

13, se observa el patrón de digestión para el fragmento de interés del gen APC de la línea 

celular C33A, presentando los fragmentos de acuerdo con lo esperado para cada enzima. 

Se presenta dos fragmentos de menor tamaño por el unico corte de la enzima PVuII 

(Carril 2) comparado con el fragmento completo sin la presencia de la enzima (carril 3), 

mientras, que se observan varios fragmentos de menor tamaño por el doble corte de la 

enzima PsiI (carril 4) comparado a la muetra sin enzima (carril 5). 

 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

61 
 

 

Figura 13. Digestión del amplificado de la región MCR del gen APC. Producto de 809 pb por 
PCR del ADN-genómico de la línea celular de cáncer cervico uterino C33A. Carril 1, marcador de 
peso molecular (Mpm); Carril 2, producto de amplificación con enzima PvuII; Carril 3 producto de 

amplificación sin enzima PvuII; Carril 4, producto de amplificación con enzima PsiI; Carril 5 
producto de amplificación sin enzima PsiI.  

 
 

En base a los resultados anteriores, se procedió a secuenciar el fragmento de todas 

las líneas celulares, por tratarse del segmento de interés; la secuencia correspondiente a 

los nucleótidos 3847-4655 pb y 151762-152570 pb (cDNA/ARN-referencia -- NM-

001127511.2 -- y ADN-genómico --NG-008481--, respectivamente) en la región MCR del 

gen APC.  

 

Secuenciación, análisis y comparación de la secuencia (ubicada en la región MCR) 

del gen APC: 

 

El fragmento amplificado y purificado que corresponde a la región MCR del gen 

APC, obtenido a partir del ADN de cada una de las líneas celulares (Caski, SiHa, HeLa, 

C33A y SW480), fue secuenciado de acuerdo a las condiciones descritas en Material y 

Métodos, empleando el sistema automático Applied BioSystem. Las reacciones de 

secuenciación de cada fragmento se realizaron en dirección sentido y antisentido. Las 

reacciones de secuenciación de cada uno de los fragmentos de la región dividida de las 

distintas muestras se realizaron en dirección tanto sentido como antisentido. Los 

cromatogramas obtenidos de las secuenciaciones, se analizaron y compararon con la 

secuencia obtenida con la base de datos NBCI mediante el programa “BLAST Basic Local 
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Alignment Search Tool”, que permito su alineamiento para determinar posibles 

mutaciones.   

La Figura 14 muestra la alineación de la secuencia del fragmento amplificado, 

purificado y secuenciado de la línea celular de cáncer cérvico uterino C33A con la 

secuencia 001127511.2 (cDNA/ARN-referencia) reportada por la base de datos NCBI, 

correspondiente al gen APC (NG-008481, ADN-genómico) localizado en el cromosoma 5 

(NC-000005.9, ADN-genómico). Cabe comentar, que la secuencia del fragmento de las 

distintas muestras también fue alineada, correspondiendo de la misma manera a la 

secuencia reportada. 

 

Homo sapiens adenomatous polyposis coli (APC), RefSeqGene (LRG_130) on chromosome 5 

Sequence ID: ref|NG_008481.4| Related Information; range 1: 151762 to 152570 (GenBank) 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1495 bits(809) 0.0() 809/809(100%) 0/809(0%) Plus/Plus  
 

Features: 
Query  1       CAGCTCCATCCAAGTTCTGCACAGAGTAGAAGTGGTCAGCCTCAAAAGGCTGCCACTTGC  60 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  151762  CAGCTCCATCCAAGTTCTGCACAGAGTAGAAGTGGTCAGCCTCAAAAGGCTGCCACTTGC  151821 

 

Query  61      AAAGTTTCTTCTATTAACCAAGAAACAATACAGACTTATTGTGTAGAAGATACTCCAATA  120 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  151822  AAAGTTTCTTCTATTAACCAAGAAACAATACAGACTTATTGTGTAGAAGATACTCCAATA  151881 

 

Query  121     TGTTTTTCAAGATGTAGTTCATTATCATCTTTGTCATCAGCTGAAGATGAAATAGGATGT  180 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  151882  TGTTTTTCAAGATGTAGTTCATTATCATCTTTGTCATCAGCTGAAGATGAAATAGGATGT  151941 

 

Query  181     AATCAGACGACACAGGAAGCAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAGAAATAAAAGAA  240 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  151942  AATCAGACGACACAGGAAGCAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAGAAATAAAAGAA  152001 

 

Query  241     AAGATTGGAACTAGGTCAGCTGAAGATCCTGTGAGCGAAGTTCCAGCAGTGTCACAGCAC  300 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152002  AAGATTGGAACTAGGTCAGCTGAAGATCCTGTGAGCGAAGTTCCAGCAGTGTCACAGCAC  152061 

 

Query  301     CCTAGAACCAAATCCAGCAGACTGCAGGGTTCTAGTTTATCTTCAGAATCAGCCAGGCAC  360 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152062  CCTAGAACCAAATCCAGCAGACTGCAGGGTTCTAGTTTATCTTCAGAATCAGCCAGGCAC  152121 

 

Query  361     AAAGCTGTTGAATTTTCTTCAGGAGCGAAATCTCCCTCCAAAAGTGGTGCTCAGACACCC  420 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152122  AAAGCTGTTGAATTTTCTTCAGGAGCGAAATCTCCCTCCAAAAGTGGTGCTCAGACACCC  152181 

 

Query  421     AAAAGTCCACCTGAACACTATGTTCAGGAGACCCCACTCATGTTTAGCAGATGTACTTCT  480 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152182  AAAAGTCCACCTGAACACTATGTTCAGGAGACCCCACTCATGTTTAGCAGATGTACTTCT  152241 

 

Query  481     GTCAGTTCACTTGATAGTTTTGAGAGTCGTTCGATTGCCAGCTCCGTTCAGAGTGAACCA  540 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152242  GTCAGTTCACTTGATAGTTTTGAGAGTCGTTCGATTGCCAGCTCCGTTCAGAGTGAACCA  152301 

 

Query  541     TGCAGTGGAATGGTAAGTGGCATTATAAGCCCCAGTGATCTTCCAGATAGCCCTGGACAA  600 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152302  TGCAGTGGAATGGTAAGTGGCATTATAAGCCCCAGTGATCTTCCAGATAGCCCTGGACAA  152361 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299116992?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FJZ4E7E9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299116992?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FJZ4E7E9014&from=151762&to=152570
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Query  601     ACCATGCCACCAAGCAGAAGTAAAACACCTCCACCACCTCCTCAAACAGCTCAAACCAAG  660 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152362  ACCATGCCACCAAGCAGAAGTAAAACACCTCCACCACCTCCTCAAACAGCTCAAACCAAG  152421 

 

Query  661     CGAGAAGTACCTAAAAATAAAGCACCTACTGCTGAAAAGAGAGAGAGTGGACCTAAGCAA  720 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152422  CGAGAAGTACCTAAAAATAAAGCACCTACTGCTGAAAAGAGAGAGAGTGGACCTAAGCAA  152481 

 

Query  721     GCTGCAGTAAATGCTGCAGTTCAGAGGGTCCAGGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTA  780 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152482  GCTGCAGTAAATGCTGCAGTTCAGAGGGTCCAGGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTA  152541 

 

Query  781     CATTTTGCCACGGAAAGTACTCCAGATGG  809 

               ||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152542  CATTTTGCCACGGAAAGTACTCCAGATGG  152570 

 
Figura 14. Alineación de la secuencia del fragmento amplificado y secuenciado con la 
reportada por la base de datos NCBI. Secuencia analizada de los productos de PCR de 
fragmento de la región MCR del gen APC obtenido a partir del ADN genómico la línea celular de 
cáncer cérvico uterino C33A. Alineación con el programa “BLAST Basic Local Alignment Search 
Tool” para corroborar su localización. 
 
 

Posteriormente, los cromatogramas obtenidos del fragmento secuenciado de las 

líneas celulares de cáncer cérvico uterino (HeLa, SiHa, CaSki y C33A) fueron comparados 

con los obtenidos de la línea celular de cáncer de colon (SW480), que presenta una 

mutación en la MCR del gen APC (como control positivo) y se ha asociado con su 

inactivación, según lo describe Rowan A y colaboradores (2000). Como se observa en la 

Figura 15, la sustitución CAG-TAG (heterocigotica en el codon 1338), observada en la 

línea SW480, no se encuentró en las secuencias del gen APC derivada de las líneas 

celulares Caski, HeLa y C33A. En resumen, estos resultados sigieren que el fragmento 

amplificado, secuenciado y analizado (nucleótidos 3688-4496, que codifican a los 

codones 1230-1449), correspondiente a la región MCR del gen APC, no presentó 

alteraciones en sus secuencias que pudieran asociarse a la inactivación de su función, 

dentro de las líneas celulares Caski, SiHa, HeLa y C33A de cáncer cérvico uterino. Cabe 

comentar que la región evaluada comprendió dos mutaciones consideradas como “hot 

spot” (codones 1309 y 1338), que inactivan la función de APC dentro de la vía de 

señalización Wnt en cáncer de colon (Nakamura Y,  et al., 1992; Miyoshit Y et al, 1992a  y 

1992b; Minde D et al, 2011). 
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Figura 15. Analisis mutacional en la region MCR del gen APC. Secuencia analizada de los 
productos de PCR del segmento MCR en líneas celulares de cáncer de cervix. SW480 contiene 

una mutación en el codón 1338 (CAG/TAG).  

 

2.- Determinación la hipermetilación del ADN en el 

promotor 1A  y evaluar su efecto en la expresión del gen 

APC, en líneas celulares de cáncer cérvico uterino. 

 

Hipermetilación del ADN en el promotor 1A en líneas celulares: 

 

Estudiamos el silenciamiento transcripcional por hipermetilación de CpG´s en el 

promotor 1A del gen APC, mediante análisis MS-PCR en las líneas celulares de cáncer 

cérvico uterino (HeLa, SiHa, CaSki y C33A), cáncer gástrico (KatoIII) y el cultivo primario 

de fibroblastos (HFF). Primero, el ADN-genómico purificado, cuantificado y evaluado de 

las muestras fue sometido a modificación por bisulfito de sodio para convertir las citosinas 

no metiladas en uracilo, mediante el kit EZ DNA methylation (Zymo Research, Orange, 

CA) bajo las condiciones descritas en la Metodología.  

 

Posteriormente, para examinar el estado de metilación en el ADN del promotor 1A 

de las líneas celulares de cáncer cérvico uterino y el resto de las muestras que sirvieron 

como controles (Katolll, promotor metilado y HFF, promotor no metilado), se procedió a 

amplificar con pares de oligosnucleótidos específicos para alelos del promotor del gen 

APC metilados y no-metilados (metilación específica PCR, MS-PCR).  
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Como se observa en la Figura 16, el promotor 1A en la mayoría de las líneas 

celulares de cáncer cervico uterino (3 de 4, igual al 75%) no presenta hipermetilacion que 

pudieran asociarse a un silenciamiento del gen APC, es decir, existe amplificación para 

alelos no metilados dentro de las líneas de cáncer cérvico uterino C33A, SiHa y HeLa. Sin 

embargo, las células de cáncer cervico uterino CaSki (VPH-16) presentan un estado de 

hipermetilación heterocigoto, es decir, muestran amplificación para alelos del promotor 1A 

de APC metilado y no metilado. Por su parte, estos resultados confirman que la línea 

celular de cáncer gástrico (KatoIII; control positivo) presenta hipermetilación de los dos 

alelos, como se ha reportado antes (Tsuchiya, G et al 2000), mientras que el cultivo 

primario de fibroblastos normales (HFF) no presentó metilación en ambos alelos del 

promotor 1A de APC (control negativo). 

 

 

Figura 16. Metilación del promotor 1A del gen APC en líneas de cancer de cérvix. 

ADN tratado con bisulfito de sodio y amplificación por PCR con pares de primers específicos para 
no metilado (U) y metilado (M) de los alelos del promoter de APC. (U=110pb y M=100pb; productos 

amplificados). Control positivo; línea cellular de cancer gástrico KatoIII (con promotor 1A de APC 
metilado). Control negativo; HFF (Linfocitos normales). 

 

 
Por otra parte, la posible asociación entre el estado de metilación en el ADN del 

promotor 1A del gen APC, los niveles de expresión/localización de β-catenin y el tipo de 

infección con VPH, fue evaluado con el mismo análisis a un pequeño grupo de biopsias 

de CaCu. Como se describió en metodología, se analizaron muestras con variaciones en 

la deslocalización/acumulación de β-catenina, así como en los tipos de VPH (VPH 16 o 

18) (Rodríguez-Sastre et al., 2005). Nosotros observamos que la mayoría de biopsias de 

CaCu (6 de 9, aproximadamente igual 66 %) no presenta hipermetilacion que pudieran 

asociarse a un silenciamiento del gen APC, es decir, existe amplificación para alelos no 

metilados. Sin embargo, como se observa en la Figura 17, sólo se amplificaron alelos 
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metilados (homocigotos) y alelos metilados/no metilados (heterocigotos) del promotor 1A 

del gen APC en biopsias con una localización subcelular anormal de β-catenina y estaban 

infectadas por el tipo HPV16. Estos resultados parecen indicar una posible asociación 

entre el estado de metilación del promotor 1A del gen APC, la localización anormal de β-

catenina y la infección por HR HPV16. 

 

 

Figura 17. Metilación del promotor 1A del gen APC en biopsias de cancer de cérvix. 
ADN tratado con bisulfito de sodio y amplificación por PCR con pares de primers específicos para 

no metilado (U) y metilado (M) de los alelos del promoter de APC. (U=110pb y M=100pb; productos 
amplificados). La infección de VPH es descrita por el VPH especifico presente (16/18) o negativo (-

). La acumulación/deslocalización de  β –catenin se describe en normal (-) y alterada (+). 
 

Expresión de APC en líneas celulares: 

 

Dado que hipermetilación del promotor 1A se ha asociado con la pérdida de 

expresión del gen APC, ausencia de los transcriptos del exón 1A, 1B y exones 6-10 en 

cáncer gástrico (Tsuchiya T et al, 2000). Es por eso que, a continuación, evaluamos como 

la hipermetilación del promotor 1A puede afectar la expresión del exón 15 (representa la 

combinación de transcriptos por los promotores 1A y 1B) del gen APC por RT-PCR 

(semicuantitativa), en las líneas celulares de cáncer cérvico uterino (HeLa, SiHa, CaSki y 

C33A), cáncer gástrico (KatoIII) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF).  

 

Posterior a la purificación, cuantificación y evaluación de ARN´s-totales (Figura 

S3, Suplemento 3; ANEXO II), se procedió a realizar la reacción de transcripción reversa 

(RT) y la amplificación de transcriptos del gen APC (fragmento ubicado en el exón 15) a 

partir del cDNA de cada muestra mediante la técnica de PCR, bajo las condiciones 

mencionada en la metodología.  
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Como se muestra en la Figura 18, observamos la expresión de transcriptos de 

APC en el cultivo primario de fibroblastos (HFF), donde el promotor 1A del gen APC no 

presentó hipermetilación en el ADN (control negativo). Por su parte, la línea celular de 

KatoIII que mostró hipermetilación bialelica del promotor 1A, mostró niveles indetectables 

de ARNm, sugiriendo su silenciamiento transcripcional (control positivo). Al evaluar los 

niveles de expresión en las líneas celulares de CaCu no observamos diferencias 

aparentes entre las células C33A, SiHa, y HeLa, las cuales no presentaron 

hipermetilación del promotor 1A (ver Figura 16). Por otro lado, y de manera 

interesantemente, observamos la reducción del nivel de expresión de los transcriptos del 

gen APC en la línea celular CaSki, lo cual coincide con el hecho de haber observado 

hipermetilación en uno de los dos alelos del gen (ver Figura 16). En términos generales, 

esto podría sugerir que se observa un nivel expresión bajo como consecuencia de que 

uno de los alelos se encuentra hipermetilado. 

 

 

 

Figura 18. RT-PCR de transcriptos del gen APC (exón 15). Producto amplificado de 809 pb a 

partir del cDNA de las distintas muestras. Expresión de β-globina es usada como control en todas 
las muestras para evaluar la calidad del cDNA. Mmp= marcador de peso molecular. 

 
 

               Finalmente, para evaluar los direfentes nivel de expresión de los transcriptos del 

gen APC se realizó cada uno de los experimentos antes descritos (figura 18) por 

triplicado, y se aplicó un análisis estadístico con el software GraphPrism 5 para verificar si 

existe diferencia significativa entre los diferentes grupos. El análisis estadístico (Figura 

19) muestra diferencia significativa de los niveles de expresión del gen APC entre las 

líneas celulares C33A, SiHa y HeLa de CaCu (incluido control negativo; HFF) con la línea 

celular CaSki. Además, la direfencia signifivativa en la expresión se observa entre todas 
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las líneas de CaCU (CaSki, C33A, SiHa y HeLa) y el control negativo (HFF) respesto a la 

línea celular KatoIII, control positivo del silenciamiento del gen APC. 

 

Figura 19: Nivel de transcriptos del gen APC (exón 15) en las distinas muestras.  
Análisis estadístico de ANOVA seguido de un análisis de Tukey, en donde *p ≤ 0.05. 

 
 

Expresión de APC en líneas celulares tratadas con inhibidores de DNA 

metiltransfereasas y desacetilasas de histonas: 

 

Estudiamos el papel de la hipermetilación de ADN y la desacetilación de histonas 

dentro del promotor 1A en el control de transcriptos del gen APC, por tratamiento con 

DAC/TSA (inhibidores de ADN metiltransferasas y desacetilasas de histonas, 

respectivamente) en las células de cáncer cérvico uterino (HeLa, SiHa, CaSki y C33A), 

cáncer gástrico (KatoIII) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF) bajo las condiciones 

descritas en la metodología. 

 

Primero, observamos una viabilidad celular optima (mayor al 70% (Figura S3, 

Suplemento 3; ANEXO II)) al tratamiento con DAC (3 μM) / TSA (0.5 μM) similar a lo 

descrito por Cameron E. (1999) y Issa Jean-Pierre J (2007), que permiten evaluar el 

efecto de los inhibidores con los experimentos posteriores: RT-PCR, inmunoblot e 

inmunohistoquimica. 
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Como se muestra en la Figura 20, después del tratamiento con DAC/TSA observamos 

re-expresión de transcriptos del gen APC en las células KatoIII, este resultado es 

asociado con la desmetilación del ADN y con la remodelación de heterocromatina a 

eucromatina por acetilación de histonas, dentro del promotor 1A. Además, un aspecto 

sobresaliente fue observar que la expresión del exón 15 del gen APC de las células CaSki 

se incrementó, hasta aparentemente alcanzar los niveles de expresión observados en las 

otras líneas celulares, como consecuencia del tratamiento. Estos resultados sigieren que 

la expresión del gen APC es regulada por mecanismos epigeneticos dentro del promotor 

1A en las líneas celulares Caski y KatoIII. Por otra parte, como era de esperarse, la 

expresión de APC en las células HeLa, SiHa, C33A y HFF no fue modificada por el 

tratamiento DAC/TSA, dado que la región promotora no presentó niveles detectables de 

hipermetilación; sugiriendo que la expresión del gen APC no está relacionada por 

regulación epigenética en estas células. 

 

 

Figura 20. Análisis de la re-expresión del gen APC por efecto del tratamiento con inhibidores 
del silenciamiento transcripcional. RT-PCR del gen APC en líneas de cáncer de cervix, con y sin 

DAC (0.3 μM) y TSA (0.5 μM). Producto amplificado de 809 pb a partir del cDNA de las distintas 
muestras. Expresión de β-globina es usada como control en todas las muestras para evaluar la 

calidad del cDNA. Pb= marcador de peso molecular. 
 

 

3. Asociación entre la alteración del gen APC y la 

regulación de Wnt/β-catenina en cáncer cérvico uterino  

 

Con el objetivo de fortalecer nuestra propuesta de que las alteraciones epigenéticas 

del promotor del gen APC ocasionan la inactivación de su expresión y, en consecuencia, 
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se favorece la deslocalización de β-catenina y expresión de genes promotores de la 

transformación carcinegenica en pacientes con CaCu, propusimos evaluar el efecto de la 

re-expresion del gen de APC por tratmiento con DAC/TSA sobre la vía de señalización 

Wnt. 

  

Expresión y localización de β-catenina en líneas celulares tratadas con los 

inhibidores DAC y TSA: 

 

Como se observa en la Figura 21, en condiciones normales (sin tratamiento con 

DAC/TSA) encontramos un nivel proteico abundante de β-catenina en células KatoIII y 

CasKi, mientras que en HeLa y fibroblastos (HFF) los niveles de β-catenina fueron 

bastante mas bajos, siendo mucho menores para Hela. Posterior al tratamiento con 

DAC/TSA observamos una marcada disminución en los niveles proteicos de β-catenina 

solo en las células KatoIII y CasKi. Sin embargo, posterior a su tratamiento con DAC/TSA, 

las células Hela y fibroblastos  no mostraron alteración en los niveles aparentes de β-

catenina. Hay que hacer notar que la disminución de los niveles de β-catenina parece ser 

dependiente del tratamiento de desmetilación (DAC/TSA), toda vez que no se observaron 

diferencias aparentes en los niveles de β-actina, que sirvió como control de carga. Por 

otra parte, en el lado derecho de la Figura 21, se muestra los niveles proteicos de β-

catenina en las células C33A y SW480 de manera constitutiva, que fueron incluidos como 

controles negativo y positivo, respectivamen. 

 

 

Figura 21. Niveles proteicos de β-catenina en líneas celulares de cácer de cérvix. 
El análisis por Western permitio determiner los niveles de proteína β-catenina, con y sin DAC (3 
mM) y TSA (0.5 mM). Control de carga anti-beta-actina. 
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Posteriormente, se decidió evaluar sí el tratamiento con DAC/TSA para re-

expresar el gen APC podría alterar la deslocalización citoplásmico/nuclear de β-catenina, 

en las líneas celulares C33A, CasKi (CaCu) y KatoIII (cáncer gástrico) mediante IHC. 

Considerando que Hela mostró niveles basales muy bajos y estos no fueron alterados por 

el tratamiento por desmetilación, se decidió no incluirlos en este análisis. 

 

Como se observa en la Figura 22, en condiciones sin tratamiento con DAC/TSA se  

observó una marcada expresión y localización (heterogenea) de β-catenina en la 

membrana celular, citoplasma y núcleo en la células KatoIII y CasKi, mientras, en las 

células C33A los niveles de β-catenina no fueron detectables. Por su parte, después del 

tratamiento con DAC/TSA se observó, de manera similar a la Figura 22, una marcada 

disminución en los niveles de expresión asociado a la re-relocalización de β-catenina 

(localizada principalemnte en membrana celular) en las células KatoIII y CasKi. Estos 

resultados se correlacionan con la reducción de niveles totales de β-catenina (endógena) 

previamente observados, y esto puede ser asociado con la re-expresión del gen APC por 

el tratamiento de inhibidores DAC y TSA en las células de cáncer cérvico uterino en las 

células CaSki y KatoIII. 

 

Expresión genes blancos del complejo β-catenin/TCF en líneas celulares tratadas 

DAC y TSA: 

 

Los resultados obtenidos mostraron que bajo las mismas condiciones donde se 

observó la re-expresión de transcriptos del gen APC y disminución de niveles/re-

localización de β-catenina, se observó una disminución en la expresión de los genes 

VEGF y MMP-7 después del tratamiento con DAC/TSA, en las células KatoIII y CaSki, 

pero no en las células de cáncer de cevix C33A, HeLa y cultivo primario de fibroblastos 

(HFF) (Figura 23). Nuestros datos sugieren que la re-expresión de APC por el tratamiento 

con DAC/TSA podría activar el complejo regulador de la vía Wnt para inducir la 

degradación de β-catenina y bloquear la expresión de genes blancos, en las células 

CaSki. 

. 
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Figura 22. Localización celular de β-catenina en líneas celulares. Localización determinada por 
inmunohistoquímica. Observadas a X100. 

 

 

Figura 23. Anális de la expression de genes blancos de la vía WNT. 
RT-PCR de VEGF and MMP-7 en líneas celulares, con y sin 5-aaza-dC—DAC-- (0.3 lM) y TSA (1 
lM). Expresión de beta-globina es usada como control en todas las muestras para evaluar la 
calidad del CDNA. 
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 El cáncer cérvico uterino (CaCu) es una de las causas más comunes de muerte 

por tumores malignos en mujeres en México y a nivel mundial. Cabe señalar que se han 

identificado tipos específicos del HPV en prácticamente el 100% de los cánceres de cuello 

uterino, pero se estima que menos del 1% de las mujeres infectadas con VPH desarrollan 

cáncer (Stanley M, 2010). Las onco-proteínas E6 y E7 de los VPH de “alto riesgo” 

inactivan a los supresores de tumor p53 y pRb, respectivamente, permitiendo la alteración 

y/o inactivación de distintos procesos celulares/moleculares que resultan en una 

inestabilidad genómica, alteración de la expresión genética, evasión del sistema inmune y, 

principalmente, una proliferación anormal de las células infectadas (Moody C et al, 2010). 

Esto permite plantear que las infecciones persistentes por los VPH de “alto riesgo” son el 

factor de riesgo más importante para promover la transformación maligna de las células 

del cérvix (Clarke and Chetty, 2001; Bosch et al., 2002; Milde-Langosch et al., 2003; 

Young-Tae and Min-Zhao, 2005; Collins, 2006).  

 

En este sentido, una de las vías de señalización intracelular donde las alteraciones 

genéticas y epigenéticas son más frecuentes en diferentes tipos de cáncer, es la vía de 

señalización Wnt, donde la proteína β-catenina constituye un elemento central. En células 

normales diferenciadas (somáticas), la vía Wnt se encuentra apagada por la ausencia de 

los ligandos Wnt, lo que permite la fosforilación de β-catenina por un complejo 

multiproteico regulador (APC, AXINA, GSK3β, CK1α y PPA2) y, su posterior, degradación 

por la acción del proteasoma (Valenta T y Hausmann G, 2012). Sin embargo, en Polakis y 

col. (2012) se recopilan varios estudios donde se reporta la activación anormal de la vía 

Wnt, que coincide con la acumulación y deslocalización de β-catenina, así como la 

expresión de los genes involucrados en el proceso carcinogénico (Polakis P et al, 2012). 

En el caso particular del cáncer cervico uterino, distintos estudios sugieren una asociación 

entre la activación anormal de la vía de señalización Wnt y la infección persistente de 

VPH´s de “alto riesgo” en el desarrollo y progresión del CaCu. Por ejemplo, queratinocitos 

humanos inmortalizados por la sobre-expresión del oncogén E6 del VPH tipo 16 (HFK-

HPV/E6) fueron transformados mediante la alteración de la vía Wnt en un modelo “in-

vitro”. El ligado wnt1a suplementado en el medio de cultivo de los HFK-HPV/E6 permitió la 

activación anormal (acumulación de citoplasmática/nuclear de β-catenina) de la vía de 

señalización Wnt y, posterior, transformación. Por otro lado, la transfección del oncogén 

smt (antígeno “t” pequeño del SV40; control positivo) o de β-catenina mutada en la región 
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amino terminal (β-catenina-mut-S37A), permitieron el bloqueo de la degradación de β-

catenina y de igual forma la transformación de los HFK-HPV/E6. Sin embargo, hay que 

hacer notar que la activación anormal de la vía Wnt por sí sola no fue capaz de llevar a la 

transformación celular, confirmando que los oncogenes virales de HPV generan la primera 

señal dentro del proceso de carcinogénesis (Uren A et al, 2005). Mas recientemente, el 

mismo grupo de investigación, confirmo sus resultados mediante un estudio “in-vivo”, 

donde el 94% de ratones doble transgénicos (oncogén E7/HPV-16 y β-catenina-mutada, 

ambos con expresión constitutiva) desarrollan cáncer cervico uterino, mientras, solo el 

11%  y 50% de ratones transgénicos con el oncogén E7/HPV-16 y β-catenina-mutada con 

expresión constitutiva, respectivamente (Bulut G et al, 2011). Estas observaciones 

sugieren que la vía de s Wnt juega un papel importante en las etapas de transformación 

de células de cérvix infectadas por HPV. 

 

Por otro lado, la deslocalización (acumulación citoplasmática-nuclear) de β-catenina 

como indicador potencial de la activación anormal de la vía, fue observada en tumores 

cervicales, hecho que ha sido reportado por distintos grupos de investigación. En biopsias 

de lesiones intraepiteliales de bajo riesgo (LSIL o NIC 1) se observó mediante 

inmunohistoquímica, que algunas células presentaban acumulación en citoplasma de β-

catenina, mientras, que en lesiones intraepiteliales de bajo riesgo (HSIL o NIC 2/NIC 3) 

más de la mitad de las células la mostraban. Sin embargo, en las biopsias de tumores de 

cérvix el 85% presentaban acumulación citoplasmática, y aunque más tenue también 

acumulación nuclear. Esto comparado con tejidos normales de cérvix, donde, β-catenina 

solo se observaba en la membrana citoplasmática (Shinohara et al., 2001; Rodríguez-

Sastre et al., 2005). Además, en nuestro grupo de investigación confirmamos que la 

acumulación anormal de β-catenina se relaciona con la actividad transcripcional del 

complejo β-catenina/TCF, la cual fue determinada por el sistema de luciferasa 

pTOP/pFOP, en líneas celulares de cérvix infectadas por VPH´s de alto riesgo. La línea 

celular Caski (VPH 16) mostró la mayor actividad seguida de SiHa (VPH 16) y Hela (VPH 

18), mientras que C33A (sin VPH) no mostró ninguna actividad transcripcional del 

complejo β-catenina/TCF, comparado a lo observado en la línea celular SW480 (Control 

positivo; mutación en el codon 1338 del gen APC, que produce una proteína truncada sin 

la capacidad de controlar los niveles de β-catenina) (Mojica V, 2006; tesis de maestría). 

Interesante, Chung M y colaboradores (2009) presentaron resultados similares a los 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bulut%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22087269
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obtenidos en nuestro laboratorio, esto es mayor acumulación de β-catenina y actividad 

transcripcional de β-catenina/TCF en células CaSki, que en células HeLa (Chung M et al, 

2009). 

 

Por muchos años, un amplio número de estudios se han enfocado en identificar 

alteraciones genéticas presentes en componentes de la vía de señalización Wnt. En 

algunos tipos de cáncer las mutaciones identificadas principalmente se localizan en el gen 

CTNNB (β-catenina) y se asociaron con una ganancia de función (oncogén), mientras que 

en otros, las mutaciones identificadas se asociaron con pérdida de la función, como las 

encontradas en los miembros del complejo degradador de β-catenina (APC, AXINA, 

GSK3β, CK1α y PPA2; algunos identificados como genes supresores de tumores) 

(Polakis P et al, 2007 y 2012). En relación a las alteraciones genéticas del primer caso, la 

activación de la vía Wnt/β-catenina está asociada a mutaciones en el exón 3 de CTNNB1 

(serina/treonina; codones 45, 41, 33 y 37), que tiene como resultado el bloqueo de la 

interacción de β-catenina con su complejo multiproteico regulador, para su fosforilación, 

ubiquitinación y subsiguiente destrucción proteolítica vía proteosoma, por lo cual la 

proteína se estabiliza en citoplasma (Kimelman D et al, 2006; Valenta T et al, 2012). Entre 

ellos podemos mencionar los carcinomas: colorectal (Akisik E el al 2011); hepatocelular 

(Cieply B et al, 2009); gástrico (Jang W and Kim W, 2011); páncreas (Gerder B et al, 

1999) y otros, aunque menos frecuentes. Sin embargo, en diversos estudios no 

observaron mutaciones en la secuencia del gen CTNNB1 en biopsias de tumores de 

cérvix (Ariyoshi Shinohara et al, 2001; Pereira-Suarez et al, 2001). Esto permite plantear 

que la anormal activación de la vía Wnt/β-catenina podría ser consecuencia de una 

alteración genética en algún componente del complejo regulador intracelular de la vía 

Wnt, asociada a su pérdida de función. 

 

El gen supresor de tumor APC, un componente fundamental del complejo que 

regula la vida media de la β-catenina, presenta el 80-90% de todas sus mutaciones en el 

segmento denominado MCR (“mutation cluster region”; codones 1286-1513) del exón 15, 

que dan lugar a una proteína truncada sin los aminoácidos indispensables para unión a β-

catenina, que son regmentos repetitivos (7rep/20aa) (Roberts D et al, 2011). Las 

alteraciones genéticas del gen APC se encuentran en los carcinomas de colon 

hereditarios (germinales, familial adenomatous polyposis; FAP) y espontáneos 
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(somáticas), ambas se encuentran en más del 85% de todos los casos (Nakamura Y,  et 

al. 1992). Además, están presente en adenomas gástricos (Horii A et al, 1992), cáncer de 

mama (Furuuchi K et al, 2000), cáncer hepático (Oda H et al, 1996), cáncer de ovario (Wu 

R et al, 1996), cáncer de páncreas (Horii A et al, 1992) y cáncer  de tiroides (Zeki K et al, 

1994).  

 

Uno de los objetvos del presente estudio fue identificar alteraciones en la secuencia 

de la región de mutaciones “cluster” (MCR: codones 1286-1513) del gen APC, como un 

mecanismo potencialmente responsable de la activación anormal de la vía de 

señalización Wnt/β-catenina en CaCu. La secuencia analizada (nucleótidos 3688-4496, 

que codifican a los codones 1230-1449) que representa aproximadamente el 80% de la 

región de mutaciones “cluster” del gen APC, no presentó alteraciones en sus secuencias 

que pudieran asociarse a la inactivación de su función, dentro de las líneas celulares 

Caski, SiHa, HeLa y C33A de cáncer cérvico uterino. Cabe comentar que la región 

evaluada comprendió dos mutaciones consideradas como “hot spot” (codones 1309 y 

1338), que inactivan la función de APC dentro de la vía de señalización Wnt en cáncer de 

colon  (Nakamura Y,  et al., 1992; Miyoshit Y et al, 1992a  y 1992b; Minde D et al, 2011). 

Además, resultados obtenidos en un estudio previo de nuestro grupo de investigación, 

mostraron que la secuencia restante (20%) tampoco presenta mutaciones, incluyendo las 

también consideradas como “hot spot” (codones 1061 y 1450) dentro del gen APC, con 

resultando y asociación a cáncer de colon, como se menciono anteriormente. En sentido 

diferente a la propuesta inicialmente planteada, por los resultados del análisis mutacional 

en el presente y previo estudio, parecería que en cáncer cérvico uterino la anormal 

activación de la vía Wnt no está asociada a alteraciones genéticas en la región MCR del 

gen APC. Es decir, nosotros sugerimos que la anormal acumulación de β-catenina y la 

actividad transcripcional de β-catenina/TCF presente en las células CaSki y HeLa 

(Pereira-Suárez,  et al., 2001; Moli-Huangy et al, 2006; Chung M et al, 2009), no son 

resultado de la perdida de la función por cambios en su secuencia MCR del supresor de 

tumor APC; componente fundamental del complejo que regula la vida media de la β-

catenina.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horii%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Furuuchi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oda%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horii%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeki%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Por otro lado, el silenciamiento epigenético y por tanto, la represión de la 

expresión, es un mecanismo alternativo que permite la inactivación de genes 

supresores de tumor en distintos tipos de cáncer (Rodriguez-Paredes y Esteller 

2011). En el caso de alteraciones epigenéticas presentes en componentes de la 

vía de señalización Wnt, la hipermetilación del ADN en la región promotora del gen 

APC es una de las más examinadas en diversos estudios (Agular O, Estelle M et 

al, 2007). Esteller M y colaboradores fueron los primeros en demostrar la mono o 

bialelica (heterocigota u homocigota) hipermetilación anormal en el promotor 1A 

del gen APC presente en distintos tipos de cáncer gastrointestinal, incuido 

colorectal, gástrico, pancreático, esofágico y hepático (Esteller M, et al., 2000). 

Estudios posteriores, identifican un similar estado de hipermetilación del promotor 

1A de APC en distintos tipos de cáncer, aunque cáncer gástrico muestra mayor 

frecuencia;  con más del 50% de las muestras (Tsuchiya T et al, 2000; Bai A et al, 

2004; Kosuke Hosoya et al, 2009). Fu X. y colaboradores (Fu X. et al, 2009) 

suguieren que la hipermetilación del promotor 1A en el gen APC permite una 

activación moderada de la via de señalización Wnt en cáncer colorectal, más que 

por mutaciones que incativan los genes APC y β-catenina. En el caso particular de 

carcinomas de cervix, existen diferencias muy marcadas entre los estados de 

metilación en el promotor 1A del gen APC reportados por varios autores (Kang S. 

et al, 2006; Yang N. et al, 2010), aunque ninguno evaluó la asociación entre la 

metilación del promotor 1A, la expresión del gen APC y la activación aberrante de 

la vía de señalización Wnt. 

 

 En relación a lo comentado anteriormente, para evaluar el efecto de la 

anormal inactivación epigenética como mecanismo alterno a la mutación, nosotros 

examinamos la frecuencia de hipermetilación en el promotor 1A, dentro de las 

líneas celulares y biopsias de cáncer cérvico uterino. Estas muestras presentan 

diferentes niveles de acumulación/deslocalización de β-catenin y tipo de infección 

por HPV 16 o18. Nuestros resultados muestran que la freceuncia de 

hipermetilación esta en el rango de ¼ (25%) y 3/9 (aproximadamente 33%) en 
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líneas y biopsias, respectivamente. Este resultado es contrario a un estudio previo, 

que muestran una frecuencia de hipermetilación del promotor 1A en el 90% de las 

biopsias de cáncer cervico uterino (Zambrano et al, 2005). Sin embargo, nuestros 

resultados son similares a otros estudios, los cuales postulan que la 

hipermietilación del promotor 1A del gena APC, determinada mediante la técnica 

de metilación específica PCR (MS-PCR) o la técnica de MS-PCR cuantitativa 

(qMS-PCR), es poco común en células de cáncer cervico uterino; una frecuncia 

entre el 12% y 35% ((Dong et al, 2001;  Wisman et al, 2006 and van der Meide WF 

el at, 2011).  Interesante, los resultados del presente estudio indican una posible 

coreelacion entre el estado de metlación del promotor 1A del gen APC y la 

acumulación/deslocalización de β-catenin observada en biopsias que presentan 

infección por HPV tipo 16. Además, alelos del promotor 1A completamente no 

metilados (homcigotos) se observan en las líneas celulares C33A (sin HPV) y 

HeLa (HPV 18) de cáncer de cérvix. El mecanismo que permite la activación de la 

via Wnt por la infección de HPV 16 requiere futuras investigación. Sin embargo, 

silenciamiento de E6/E7 del HPV 16 por RNAinterfecencia reduce la activación de 

la vía Wnt en células CasKi, mientras la sobreexpresión de E6/E7 del HPV 16 

incrementan la activación de la via Wnt en células C33A (Ma C et al, 2015).  

 

Para confirmar el papel de la hipermetilación del promotor 1A en la regulación 

transcripcional del gen APC, la expresión del gen APC fue analizada en las líneas 

celulares de cáncer cervico uterino. Nuestros resultados no muestran direfencias 

significativas en los niveles de transcriptos de APC en las líneas celulares de cáncer 

cérvico uterino (HeLa, CaSki y C33A), cáncer gástrico (KatoIII) en comparación con el 

cultivo primario de fibroblastos (HFF), que presentan promotor 1A del gen APC no 

metilado. Ademas, nosotros confirmamos la ausencia de ARNm de APC en la línea 

celular de KatoIII, que presenta hipermetilación bialelica (homocigota) de alelos del 

promotor 1A., mientras que identificamos en células CaSki una marcada reducción del 

nivel de ARNm, las cuales mostraban un patrón de metilación heterocigota en el promotor 

1A  del gen APC. La técnica de RT-PCR y metilación específica por PCR (MSP) muestran 

una correlación entre los niveles de expresión de ARNm y la hipermilación del promotor 
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1A del gen APC en nuestras muestra. Resultados similares son mostrados en 

distintos estudios, donde  la anormal hipermetilación del promotor 1A de APC es 

asociada claramente con el silenciamiento de su transcripto (inactivación 

epigenética), principalmente en cáncer gástrico (Tsuchiya T et al, 2000; G.H. Kang 

et al, 2003).  

 

Adicionalmente, varios estudios demuestran que la expresión anormal 

(ausencia total y/o parcial de ARNm) de genes supresores de tumor es revertida 

por el tratamiento con inhibidores del sileciamiento epigenetico (inhibidores de 

ADN metiltransferasas y de desacetilasas de histonas; DNMT y HDAC) en células 

de cáncer (Cameron E et al, 1999; Yang X et al, 2001; Meng C et al, 2008). Por lo 

tanto, nosotros empleamos esta estrategia para evaluar el efecto de los 

inhibidores de ADN metiltransferasas y de desacetilasas de histonas, DAC/TSA, 

sobre el control de la expresión de transcriptos del gen APC, en las líneas 

celulares de cáncer cérvico uterino. En nuestros resultados, observamos un 

marcado incremento de transcriptos después del tratamiento con DAC/TSA en las 

células CaSki, mientras, no observamos diferencia significativa en los niveles de 

transcriptos del gen APC comparados a las células C33A, SiHa y HeLa de cáncer 

cervico uterino. Resultados similares presentaron líneas celulares de cáncer 

gástrico y melanoma con hipermetilación monoalelica (heterocigota) y/o 

hipermetilación completa en los alelos (homicigota) del promotor 1A, en ambos 

casos la ausencia total y/o bajos niveles de transcriptos del gen APC fue revertida 

después del tratamiento con DAC/TSA (Worm J et al, 2004; Kosuke Hosoya et al, 

2009).Estos resultados sugieren que la hipermetilación del promotor 1A permite el 

silecnciamiento transcripcional del gen APC, contribuyendo a la inactivación del 

supresor tumoral APC en células CaSki de cáncer cervico uterino. 

 

Por todo lo anterior, nosotros finalizamos el presente trabajo realizando la 

evaluación del efecto de la alteración epigenética del gen APC dentro de la vía 

Wnt, de forma particular en las células de cáncer cérvico uterino CaSki, con un 
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estado de hipermetilación monoalelica (heterocigota) y disminución de los niveles 

de transcriptos del gen APC, que fue revertida después del tratamiento con 

DAC/TSA. En primer lugar, determinamos los niveles de β-catenina y encontramos 

abundante concentración proteica en las células KatoIII y CasKi, significativamente 

opuesto a lo observado en nuestros controles, el cultivo primario de fibroblastos y 

las células C33A. Resultados similares, fuero observados por Pereira-Suárez y 

Col. Donde moderados nivel de expresión de β-catenina presentaron las líneas 

celulares CaSki (VPH 16) y Calo (VPH 18), mientras que fue fue bajo en HeLa 

(VPH 18) y SiHa (VPH 16), nulo en C33A (sin VPH´s) (Pereira-Suárez  et al., 

2001).Cabe destacar que después del tratamiento DAC/TSA, nosotros 

observamos una disminución en los niveles proteicos de β-catenina solo en las 

células KatoIII y CasKi, donde anteriormente se mostro la re-activación y el 

incremento de la expresión de transcriptos del gen APC. Resultados similares 

fueron observados en células de carcinoma primario de tiroides (PC1), donde la 

acumulación de β-catenina asociada a la alteración epigenética del gen APC 

disminuyo con el tratamiento de DAC, inhibidores de ADN metiltransferasas 

(Svedlund J et al, 2010) Posteriormente, determinamos que la localización de β-

catenina se pueden correlacionar con los niveles proteicos, y observamos una 

marcada expresión y deslocalización en la membrana celular, citoplasma y núcleo 

de β-catenina, en las células KatoIII y CasKi, mientras en las células C33A los 

niveles de β-catenina fueron indetectables. Sin embargo después del tratamiento 

con DAC/TSA, observamos una disminución en los niveles de expresión de β-

catenina localizada en citoplasma y núcleo, en ambas células, KatoIII y CasKi.  

 

Finalmente, la anormal activación de la vía Wnt, caracterizada por una 

acumulación y deslocalización de β-catenina, se correlaciona con la expresión de 

los genes blancos de complejo transcripcional β-catenina/TCF involucrados en la 

transformación maligna; entre los que regulan el ciclo celular, se encuentran: 

ciclina D1, c-myc, fra-1, c-jun, gastrin, WISP-1, ITF-2; los que regulan la 

sobrevivencia celular: Id2, MDR1, COX2; y aquellos implicados en la invasión o 
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diseminación del tumor: MMP-7, matrilysin, laminin y VEGF. (Polakis P et al, 2007 

y 2012). En el caso particular de células de cáncer de cérvix, Huang y col. (2006) 

emplearon un iRNA de β-catenina (un ARN de interferencia especifico para el ARN 

mensajero de β-catenina) en líneas celulares de cáncer de cérvix que presentan 

activación anormal de la vía Wnt. Sus resultados mostraron que la represión de la 

expresión de β-catenina, fue suficiente para observar disminución de los niveles 

de expresión de los genes blancos VEGF y MMP7. Por lo tanto, nosotros 

evaluamos la expresión de los genes blancos de la vía Wnt, VEGF y MMP-7, para 

correlacionar la alteración epigenética del gen APC con una vía Wnt activa, capaz 

de dar como resultado la expresión de genes involucrados en la transformación 

maligna. En las células de cáncer cérvico uterino CaSki, los resultados obtenidos 

mostraron que después del tratamiento DAC/TSA, bajo las mismas condiciones 

donde se observó la re-expresión de transcriptos del gen APC y disminución de 

niveles/re-localización de β-catenina, se observó una significante disminución en la 

expresión de los genes VEGF y MMP-7. Cabe señalar que bajo una estrategia 

opuesta, Stefania Segditsas y col. (2008) mostraron que el bloqueo/silenciamiento 

por iRNA del gen APC (un ARN de interferencia específico para el ARN mensajero 

de APC) permite el incremento en la expresión de los genes blancos de la vía Wnt 

MMP-7, C-myc, entre otros, en líneas celulares de cáncer de colon.  

 

De manera general (Figura 23), nuestros resultados muestran que el 

silenciamiento del gen APC por hipermetilación del promotor 1A es un mecanismo 

que contribuye a la activación de la via de señalización Wnt en células de cáncer 

cervico uterino infectadas con VPH 16. La reducción en los niveles de expresión 

de APC por hipermetilación del promotor 1A del gen APC, más que una mutación, 

conduce a la acumulación/deslocalización de β-catenina, que a su vez aumenta la 

actividad transcripcional de la via Wnt. Este mecanismo permite el incremento de 

la transcripción de genes involucrados en el proceso carcinogénico. 
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         Figura 23. Modelo propuesto de resultados obtenidos en el presente estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

84 
 

E
st

u
d

io
 

d
e 

la
s 

a
lt

er
a

c
io

n
es

 
d

e 
A

d
en

o
m

a
to

u
s 

P
o

ly
p
o

si
s 

C
o

li
; 

(c
o

m
p

o
n

en
te

 d
e 

la
 v

ía
 d

e 
se

ñ
a

li
za

ci
ó

n
 W

n
t)

 e
n

 c
á

n
ce

r 
ce

rv
ic

o
 u

te
ri

n
o

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

VIII 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
  

FACULTAD DE FARMACIA 
 

85 
 

CONCLUSIÓN GENERAL 

 

El silenciamiento epigenetico dependiente de la metilación del promotor 1A del gen 

APC, más que una mutación en la secuencia, parece ser un mecanismo que contribuye 

en la inhibición de la expresión del gen de APC, la disminución de 

acumulación/deslocalización de b-catenina y la expresión de genes blanco (activación de 

la via Wnt) en líneas celulares de cáncer cervico uterino infectadas con VPH. 

 

 

Conclusiones particulares: 

 

1) El análisis en la secuencia MCR (Mutation cluster region) del gen APC no presentó 

cambios que pudieran asociarse a la inactivación de su función como gen supresor 

de tumores en líneas celulares de cáncer cervico uterino. 

2) La hipermetilación monoalelica (heterocigota) del promotor 1A del gen APC en las 

células CasKi coincidió con una disminución de la expresión de los transcriptos del 

gen APC. Asimismo, su tratamiento con DAC/TSA indujo un incremento en los 

niveles de expresión de APC sugiriendo que la reducción de transcriptos de APC 

es resultado de una inactivación epigenetica. 

3) El estado de metilación del promotor 1A (hipermetilación bi y/o moalelica) del gen 

APC se asocia con localización anormal de β-catenina en líneas celulares y 

biopsias de carcinoma cervical infectadas por HR HPV16.  

4) La reactivación del gen de APC, posterior al tratamiento con DAC/TSA, coincidió 

con la la disminución de acumulación/deslocalización de b-catenina y disminución 

de la expresión de genes blanco (VEGF y MMP-7) en la línea celular de cáncer 

cervico uterino CaSki infectadas con VPH-16. 
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Estudiar la activación de la vía de señalización Wnt por el silenciamiento 

epigenético del gen APC, en líneas celulares y biopsias cáncer cervico uterino 

infactadas por HPV-16. 

 

Primera parte 

Determinar el perfil de CpG´s metiladas e histonas modificadas (acetilación y metilación) 

en el promotor 1A del gen APC, en líneas celulares y tumores de cáncer cervico uterino. 

1. Analizar el perfil de metilación en el promotor 1A del gen APC por 

pyrosecuenciación en líneas celulares y tumores de cáncer cervico uterino. 

2. Analizar el perfil de acetilación (Ac-H3 y Ac-H4) y metilación (trimethyl-H3K4; 

methyl-H3K9; trimethyl-H3K27) de histonas en el promotor 1A del gen APC por 

inmuno-precipitación de la cromática (ChIP), en líneas celulares y tumores de 

cáncer cervico uterino. 

 

Segunda parte 

Estudiar la sobre-regulación (activación) de la vía Wnt por el silenciamiento del gen APC, 

en líneas celulares de cáncer cervico uterino y queratinocitos inmortalizados por HPV-16. 

1. Analizar los niveles de expresión de genes blanco de la vía Wnt (c-myc, Cox2, 

matriz metaloproteinasa-7, VEGF) con/sin tranfección de RNAi-APC y/o β-

catenina-mutada en líneas celulares de cáncer cervico uterino por RT-PCR. 

2. Estudiar el efecto en el crecimiento y la apoptosis al transfectar RNAi-APC por 

análisis de formación de colonias (MMT) y citometría de flujo (FACS), 

respectivamente. 
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SUPLEMENTOS (Figuras) 

 

Para corroborar la pureza y determinar la factibilidad de ser utilizado para la 

amplificación por PCR, el ADN-genómico fue separado por electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8% (Figura S1) y sirvió como molde para amplificar correctamente un 

fragmento del gen de la β-globina (control positivo de amplificación: Figura S2), en base a 

las condiciones descritas en la Metodología. Por todo lo anterior, se puede comentar que 

la pureza del ADN-genómico de las muestras permitirá su uso en subsecuentes 

aplicaciones; modificación con bisulfito y MS-PCR. 

 

 
 

Figura S1. Electroforesis del ADN obtenido de las distintas muestras. Líneas celulares de 
cáncer cervico uterino (Caski, HeLa, SiHa y C33A), cáncer de colon (SW480) y cáncer gástrico 
(KatoIII), cultivo primario de fibroblastos (HFF). Se cargo 1 μg para cada muestra. El gel de 
agarosa fue al 0.8%. 
 
 

 
Figura S2. Electroforesis del gen β-globina amplificado por PCR. Producto amplificado de 265 
pb; a partir del ADN-genómico de las líneas celulares de cáncer cervico uterino (Caski, SiHa, HeLa 

y C33A), cáncer de colon (SW480) y cáncer gástrico (KatoIII), cultivo primario de fibroblastos 
(HFF).  

Mmp= marcador de peso molecular. 
 
 

De igual manera, para corroborar la pureza determinada por la cuantificación en 

base la relación 260/280 nm, el ARNm fue separado por electroforesis en gel de agarosa 
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al 0.8%. Como se puede observar en la Figura S3 el ARN obtenido de las diferentes 

líneas celulares no muestra problemas de fragmentación. Estos resultados nos permiten 

confirmar que las condiciones de extracción/purificación fueron adecuadas. 

 

 
 

Figura S3. Electroforesis de RNA´s totales de las distintas muestras. Líneas celulares de 
cáncer cervico uterino (Caski, HeLa y C33A), cáncer de colon (SW480) y cáncer gástrico (KatoIII), 
cultivo primario de fibroblastos (FB) y linfocitos purificados (LF) normales. Se cargo 1 μL para cada 

muestra. El gel de agarosa fue al 0.8%. 

 

Como se observa en la Tabla S1 (Suplemeto 1),  la EC50 al tratamiento con 

DAC/TSA es más alta en la línea celular de cáncer cérvico uterino CaSki, mientras que es 

más baja en la línea celular de cáncer cérvico uterino HeLa, es decir, un tratamiento con 

DAC (137.02 μM) / TSA (0.5 μM) y DAC (73.52 μM) / TSA (0.5 μM) afectaría la viabilidad 

del 50% de las células CaSki y HeLa, respectivamente. 

 

Línea Celular  CI50 de DAC + 0.5 μM TSA 

CasKi 137.02 μM 

73.52 μM 

88.45 μM 

82.2 μM 

113.13 μM 

HeLa 

C33 

Fibroblastos 

KatoIII 

Tabla 1S. CI50 obtenidas al evaluar el tratamiento con DAC7TSA en las distintas 

muestras. 
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