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1 RESUMEN

El canceres una ehferrhedad considerada la tercera causa de muerte a nivel mundial.

El cdncer es una enfermedad mulufactona] Dentro de los factores que desencadenan el

comienzo y la promoc1on deu cancer se encuentran factores epigenéticos y genéticos. En

mencionar factores ambientales como lo es la radiacion

los factores eplgcnetlcos pueden

néticos entra la transformacién de una célula ya sea por una

ullravnolem En los factores

mula’cié' e ue \;;;ielve a tal proto-oncogen un oncogen, o bien por la
“ié‘:ppresor de tumor. Se han detectado mds de 100
”ué/t‘ienen una contraparte celular resaltan los genes
ffdmiiia de GTPasas Ras. Las GTPasas Ras son

gulacién del crecimiento, morfogénesis,

vcon‘tr‘olv del triafico protéico a través del

lO

actividad de It lulas; epiteliales de cervix, informacién que a futuro se

podria utilizar para controlar un carcinoma de cervix.



2 INTRODUCCION,

2.1 Ciaincer

El cdncer es una enfermedad que actualmente se desarrolla en. cerca de 8 mlllones de

personas en el planeta [Peto, 2001].-El. cancer es und enfermadad mulufactorlal qu

tu,nen la facnhdad de migrar: relatlvamentc‘ eJos del smo ‘al cual se;encontraban’adheridas.en

un principio.-Durante el proceso carcinogénico persnsteq cambio

forma:que’las’ -

2

bdsicamente se caracterlza porque: hay ‘una prohferac'éh mcomrolada_de células,;‘que;a su vez L




2.1 1 Cclula norma €es: ~y cc.lulas mallgnas

" Generalmente las elulas tienen un periodo de v1da que ‘estd’ determmado por el

ndmero de1dxv1510nes celulares'y: que varxa conla funcxonalldnd y, espectf‘cndad celular. Lo

anterlor se-conoce como’ senescencia rephcatlva. Enel periodo’de senescencia rephcauva las

celulns ‘culminantsuperiodo.de: repllcacxon y las células son‘incapaces de responder a

mxlogenos De’esta ' manera no se.permite: que-una célulasobreviva,mds:tiempo del’ necesuno L

c«.lular llgva S un.1 mmmm za

: mdc.pundencm

1996]




Aunado a’las:tres principales ca; " que diferencian a una célula normal de. . -

una cancerosa; hay una’serie d uliaridades que estin estrechamente asociadas al fenotipo

“transformado dé las ¢élu élulas cancerosas hay un’" ™




2.1.2 ink:tofe§ det'erminantes del ciancer

Exxste diversos factores que se han asocmdo cone ongen ty,desarrollo del‘cdncer. .

Demro de- los factores’ que modulan la presencm 6 desarrollo de:u cancer, se.encuentran’

’s icos y bxologlcos. En los:factores:quimicos, se incluyen una gran- gama

factores quimicos,

u"ubujo es deci

fdcloxes .ucmogemcos ‘Adcmas ‘c.l hecho:de:sobrelleviiriciertos:hibitos:como el mbaqunsmo :

y I alcohollsmo convxellen al mdmduo un’serio’ candidato al.\jdt.salroll.lr dlglln upo'dc

cincer [P«.to. ?.OO] Pollel. 1997 \Vlllc.ll, 2001 3

(V]



2.2 Cdncer cervico uterino

Dentro de todos los tipos de cdncer, el céncér cervico uterino ocupa el tercer lugar en

el grado de incidencia en la mujer y el sepumo lugar al compararse con el total de los tipos

de cancer en lodo el mundo [Parl\m, 1998 Se. ca]culn que a nivel mundial, se presentan

alrededor de 1 mxllon de nuevos casos de’ cdncer cervico uterino en mujeres anualmente, y

que cerca de:500 000 ‘mujeres’mueren durante’el__m;smo periodo de tiempo [Valadez, et al.,

ontabxlx;a(on 4348 decesqs. Por lo tanto



2.3 Oncogenes

En el genoma celular seéhéuénti'an u'n'zi gran diversidad y nimero de genes

implicados en una vasta canudad de funcxones para la célula misma. Hay un cierto tipo de .

genes que si llegan presentar alguna: modnﬁcacnon (mutacién), favorecen la transformacxon

celulay y,conello el desarrollo de ’un‘cincer Pamendo de la premisa anterior, hay tres clases
uegan un papel esencial-en:el-proceso de transformacién celular: ellos son los

genes stpresores detumor.y.los proto-oncogenes. Los oncogenes que




A manem de smtesns, es lmportante recalcar que el desarrollo de un cancer se puede

promover c "”Ia ndquxsxc:én de algun oncogen ¢] por la perdlda de func:onahdad de algun

gen supresor. de tumor [Alberts, et al,, 1996].

2.3.1 De proto-oncogen a oncogen

Cémo ya se menciond anteriormente, aunque no hcce'safiamente‘ los oncogenes,

poseen una contraparte celular, algunos oncogenes si tlenen un‘gen:celular-como’ predecesor.ﬁ

El mecamsmo de conversién de un proto oncogen a‘un:oncogen:puede:suceder. de: vanas

forma parte dé los vre"trowrus_ [A»lbcxts,:_e'l alyv]







prot‘efnbz'l‘s‘ sé:hz‘{pvéh’mntradg‘)} enc ca del 30 O%'v’dé" los’tumores:humanos [Adjei, 2001;

ta -Las'GTPasas Ras participan en

proteinas’se, unen’ 6

correspondea:la zona:efector

constitutiv roteinas’'adquieran‘propiedades oncogénicas

y con ello se promueva la transformacidn celular [Vojtek, et al

10



2.5 R-Ras

11




-2 [Ferndndez-Sarabia, et al., 1993] y el control




2.6 Adhesion celular

Las interacciones celulares son esenciales en diversos procesos fisiolégicos y son

particularmente cruciales durante el desarrollo embrionario de los organismos pluricelulares

[De Arcangelis, et al., _OOO] Desde los primeros estadios del desarrollo embrionario, se

establecen los mecanlsmos que: forman parte del proceso de adhesién celular. Se lleva acabo

) por un lado lahdhesnon de’la celula"y: las moléculas de matriz extracelular (MEC) y por otro




2.6.1 lAntegrihrast“

no covalente: Lasintegrinas: pe

una regién citopldsmica corta’(mu

a;muy. corta de aproximadamente: 50,aminodcido

minal. En el dominio extracelular'd

poseen‘en la cadena o, una’

a’entre el (ltimo sitio de;ul

antiene:

14



2.6.1.1 Unién a Iigand6~

2.6.2 Moléculas de adhesién de la superfamilia de las inmunoglobulinas
Hay un diverso niimero de miembros de receptores pertenecientes a la superfamilia

de las inmunoglobulinas. Los rcccptores de la supcx famllu de I.xs mmunoglobulmas. no

dependen de Ca™ pam mn.dmr l.x adhesm » cclula cclula. Basxcamente se mcluym a las

nm ogl bulma (Ig) Por lo. :

15



2.7 Extensién y migracién celular: procesos posteriores a la adhesidn.

Los receptores celulares juegan un papel trascendental en procesos celulares como la
adhesién, extensién y migracién celular. El hecho de conocer el papel de los receptores de
adhesién (principalmente las integrinas) en el proceso de adhesién, es un punto significativo
para comprender como las células cancerosas regulan su mecanismo de adhesién a moléculas

~de MEC. Una vez que las celulas se adhieren a un sustrato, las mismas células pueden

.- modula proceso de extensnon celular. Esto permite a la célula colocarse en la antesala del

-%:proceso migratorio. Proceso crucial para que la célula cancerosa lleve a cabo su diseminacién

7 &’ metdstasis.

2.7.1 Extensién
La extensidon celular o elongacién es el Ppaso subsecuente al proceso de adhesién
celular. Después de la adhesxon. el proceso de extensnon celular es necesario para que se mxcne

la migracién celular. En el ploccso de' xtension celular. se da. la extensién ¢ proyeccton de .

prolongaciones membranalesien:la célulaiiPor:lo que se puede decxr que una celula que

“’y actdan’las fuerzas de extension 1o que hace que tales proyecciones membranales se

-conviertan en’sitios'de empuje celular, permitiendo con ello el desplazamiento de la célula

16



embranales convergen' una diversa

lo:ise an:receptores de adhesién

oy un “variado grupo

ponentes del citoesqueleto.

Esto conlleva: d-quese facilite la' formacion de sitios de.udhesidn*focal. Por lo que las

‘proyeccio mbranales pieden ser consideradas 'como - puntos calientes durante todo el

B ,prd(ée’so"zi hesién extensién-migracién [Lauffenburguer, et al., 1996].

A DE ORIGEN

.
.

PROCESO DE ADHESION Y
EXTENSION CELULAR

TESIS CON

FAIT

| ADHESION CELULAR | | EXTENSION CELULAR |

> Proyecciéon
de adhesion celular a de

Unién de los receptores

extensiones

proteinas de matriz
membranales

extracelular (MEC).
Polarizacion de la
célula.

Figura |. Proceso de extension celular que tiene lugar una vez que la célula se une a

las moléculas de la matriz extracelular,
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2.7.2 Migracién

metdstasis de las ¢

“ del proceso’migratorio de un

18



MIGRACION CELULAR

a) Adhesion

-

AASNKN

SOOI SRS

NN

Unioén de los receptores
de adhesién a moléculas
de matriz extracelular

¢) Retraccién del margen
posterior

yestuse

>

O

i

b) Extensién

(-

N

Accioén de las fuerzas de
avance celular, y proyeccion
de extensiones membranales

d) Extensién de prolonga-

ciones celulares

—.’

Establecimicento de nuevos
sitios de unidn al sustrato
en el margen de avance y
retraccion del margen
posterior

ANNNNNNNONGOONONRONNOONANRNTROONNRNNNN

Nuevos sitios de unién:
sustrato-receptores de
adhesién y proyeccién de
nuevas prolongaciones
celulares.

Figura 2. Pasos generales del proceso migratorio de una célula.



2.7.3 Fosfatidilinositol 3- Cmasa (PI 3:K

-Cinasas (PI» -K), forman parte de

Las proteinas conocidas como fosfatldllmosntol
una familia de proteinas de naturaleza enzimdtica que: fosforllan al: grupo hldroxﬂo localizado

en la posicién 3 del .mll]o de mosntol de’las estructuras mosxtolvfosfohpldos (PtdIns) Por

'medlo de esto se’ orlgman arios:productos fosfoinositidos; dentro’de oszcualesesmn: PtdIns




s prollnas o] por rotemas que son fosfonladas en tlrosmas P' lo que respecta a la subclnse Ib
. solo_\se le, conoc nAlntegrante, el cual es pllOY pllOY partlmpa en I transduccmn de

senales intracelulares cuyo origen. tiene lugar en:ciertos receptores ncoplados a protemas G




} que expresan formas activas de Ras’ y/o R-Ras, cuando se abate la actividad de PI 3-K, la

te, asn como el grado de extensién que alcanza la

éélulﬁ”[B‘é}r‘igr.‘eAt‘.xli, ..OOO ;Rmcon-Arano,ﬁet al., 2003].

N
(8]



3 HIPOTESIS
R-Ras en su forma activa en células epiteliales de cervix, es capaz de activar integrinzis :

y por tanto provocar un aumento en la adhesién, extensién y migracidn celular.

4 OBJETIVO GENERAL
En el presente estudio se pretendié conocer algunas propiedades que cafacterizan a’
los procesos de adhesion, extensién y migracidn llevados a cabo en células de epitelio cervico

uterino.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para cvaluar el efecto de la expresion de R-Ras en células C3‘3.’ "ysufpupcl en
procesos celulares como la adhesién y migracidn, se plunt_éarbirlos snguiénles objetxvos :
e  Mantener en cultivo célulus de epiletlkio, d_e ccrv’i# (é33) zisfcuablé se lransféé.iz;llsli de

forma estable; con una forma activa'de R:Ras(R=Ras 87L): u

negativa de R-Ras (R=Ras 43N)'§ con &l pldsmido




5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Células

La linea celular de cdncer cervico uterino C33A fue mantenlda‘en cultlvo. en medlo

n O% de suero

CO 'Debyldo a que las

ilizarlas en los diversos




de 6 pozos un dia antes de la

e agregd en un tubo

de’ello:seiincubaron con médib DMEM + 0% de glicerol

rior:a esto, las células se lavaron por tres




5.6 Ensayo de adhesion

Placas de 96 pozos se recubrieron con proteinas de matriz extracelular (coldgena I 6
fibronectina) a concentraciones de 0, 5, 10, 15 ‘ 20 30 y 50 pug/cm’® y se incubaron toda la
noche a 4 °C. Posteriormente se removno el exceso de proteina y se cubrié cada pozo con 300

ul de albumma bovma (BSA) 3% en PBS cubandose por 2 horas a temperatura ambiente.

& 70.5.% cristal violeta’
- e 20 % de metanol

* Se disuclve:-en PBS pH =74



Placa de 96 pozos
recubierta con varias
concentraciones de
fibronectina o
coliagena 1.

Figura 3. Placas estériles de 96 pozos fueron utilizadas para realizar los

ensayos de adhesion. Los pozos fueron recubiertos previamente con varias

concentraciones de fibronectina o coldgena L.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




5.7 Ensayo de extensiéon celular

Placas de 12 pozos se recubrieron con 350 ul de ﬁbronectma 0 colagena Iauna

concentracion de 15 ug/ml. Después 1a placn se- mcub urante.toda la noche a4°Cen

agitacién rotatoria. Al dia siguiente, se extraj d el exceso de protema y se

adicioné en el centro de cada pozo, 100 uld elular (2x 10’celulas /ml) en

‘ o ‘._.5 % fon alrdc’lu’czld‘gj‘:

. v:'5 % glutamldehldo

* Sc dlsuelve en"PBS pH . 3




EVALUACION DE LA
EXTENSION CELULAR

Observacion de un campo
bajo el microscopio

Células
extendidas

Células no
extendidas

O

Poro 8
pm de
diametro

Figura 4. Esquema que representa la forma en que fue evaluada la extensién celular. Las

células extendidas mostraban proyecciones membranales evidentes, por lo que

“eran diferenciadas claramente de las células no extendidas.




5.8 Ensayo de migracion celular

Se preparé una suspensién celular (2.5x10°células/ml) en medio DMEM y se
adiciond 100 ul de esta suspensién sobre la parte superior de la membrana del (Costar, 6.5
mm de diimetro y poro de 8 um). Previamente fueron adicionados 600 ul de medio con
ala 'péljték»inferior"de cada'k‘ftranswell". Las células se incubaron por 24

DMEM 10 % SFB
“°C:Pasado ese. empo c-removié el medio de la parte superior del “transwell”. Las

‘horas .37

navaja y ‘se ‘montaron sobre un portaobjetos, fijando los lados del cubreobjetos con barniz de

“uiius. Se realizaron los conteos bajo un microscopio éptico (Nikon Eclipse 600) a un objetivo

de 20X y con un ocular CFI 10 x 22.

Espacio
Con 600 ul de
DMEM 10%

25000 células
adicionadas.
Cada
“transwell”
fue recubierto
con 20 ug de
Fibronectina

Figura 5. Los ensayos de migracidn se realizaron en “transwells” de 6.5 mm de didmetro y
con poros de 8 um. Cada “transwell” fue recubierto con una disolucién de

fibronectina 6 coldgena I a una concentracién de 20 ug/ml.
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5.9 Anilisis estadistico - i
Los resultados de los exprérim,e,hrbsl de adhes:on, éxtensio’n y migracién celular,

fueron analizados estadfsticéfhéht” mediante el l;sgb‘r;iéiilr)rrbgrama Microsoft Excel versién

2001 para Macintosh y ¢Q‘r1;§:lfiprograma es_télafstlcq GraphPad Isntat 3.0 para Windows de

Instant Biostatistics. Las diferencias's ideran estadisticamente significativas a valores

31



6 RESULTADOS
6.1 Efecto de R-Ras en la adhesion de células epiteliales de cervix a fibronectina y
coligena I
Se ha reportado que al transfectar fibroblastos y células epiteliales de ovario de himster

con mutantes positivas de R-Ras, se promueve la activacién de integrinas en éstas células

[Zhang, et al., 19961 Para determmar si:R-Ras tema un efecto sobre la adhesién celular

mc.dmda por mtegnnas se realizaron ensayos de adhesxon.
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—a— R-Ras 87L
—a— R-Ras 43N
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1 ,

Y

Adhésylo‘n' (éybs’d[blén‘cia a 590 nm)

, 0 5 10 15 20 i
! Fibronectina (ug/cm2) !

Figura 6.- Adhesion de células C33 de cervix a fibronectina. Las células C33 transfectadas con el
vector vacio (Vector), é con la mutante oncogénica de R-Ras (R-Ras 87L), 6 la dominante negativa de R-
Ras (R-Ras 43N), se colocaron sobre pozos de placas de 96 pozos recubiertos con fibronectinu y se
incubaron | hora a 37 "C. Las células adheridas se tifien con cristal violeta y se lee la absorbancia del
cotorante 4 590 nm. Se muestra el promedio * error estdndar de cuatro experimentos realizados por
caudruplicado.

A pesar de que no vimos diferencias de adhesidn a fibronectina, era probable que R-
Ras tuviera efecto sobre otras integrinas, como lo son las que unen a coldgena 1. Para esto se

. realizaron ensayos:de ¢lulas.C33 4 coldgena I.
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T : —o— Vector ‘
£ 1T —=—R-Ras 87L |
< 1 : —a—R-Ras 43N |
S 0.9 4 |
© 0;8.-

S 0.7 -
=
g 0.6 :
§ 0.5 - :
S 0.4 4
5 0.3 - :
& 0.2 - :
LS 0.1 - !
C <y é

0] 5 10 15 20 ;
Colagena | (ug/cm2)

Figura 7.- Adhesién de células C33 de cervix a coligena L. Las células C33 transfectadas con el
vector vacio (Vector), 6 con la mutante oncogénica de R-Ras (R-Ras 87L), 6 la dominante negativa de R-
Ras (R-Ras 43N), se colocaron sobre pozos de placas de 96 pozos recubiertos con coldgena 1 y'se mcubdron
1 hor.n a 37 "C Las u.lulas adheridas se tifien con c.mml vnoleta yla .lbsorb.xncm del t.olorantc se’ :

portan’el -vector, se -
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| —®— Veactor
| —_ —&— R-Ras 87L
! g 1.5 4 R-R :
: o 1.4 4 —a— R-Ras 43N
; xR 1.3 4
: 1.2 4
! @ 907 ] !
! .9 1
5 8]
,‘ € 0.7
: 2 0.6 -
| < 82—

5 9.3 1
t o -
‘ 2 0.13

< O T ¥ T T L] L) L]

(o] 5 10 186 20 30 5850

Fibronectina (ug/cm2) |

Figura 8. Adhesién de células C33 a ﬁbronectina." 'Ensayo de adhesion efectuado por dos horas de
~ incubucidn a 37 C. Se sigui6 el mismo procedimiento que el llevado acabo en los ensayos de adhesién a
_“una hora de incubacién (Figs. 6y 7). Se muestra el promedm + error estdndar de cuatro experimentos

) I‘C.llldeOb por caudruphcudo

10,15, 20,30’y
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1.1 4 —o—-—Vector
1 —a— R-Ras 87L

0.9 4 —a— R-Ras 43N

0.8 -
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Adhesidn (absorbancia a 590 nm)

: ) 5 10 15 20 30 50
: Colagena | (ug/cmz2)

Figura 9. Adhesidn de células C33 a coldgena 1. El ensayo de adhesién se realizo a dos horas de
incubacidn a 37 “C. Se muestra el promedio * error estindar de cuatro experimentos realizados por

caudruplicado.
Sx compammos l.x Jdllesnon de los tres tipos celulares a una hora y dos horas de
mcubacnon en Fbronectma y col.xgena L podemos notar que. R Ras 87L aumenta la ddhesmn

T'dv., IdS cclulds €332 dos. horas de’ mcubacxon' obre ﬁbronectma p<0 001) (Fig." 8):

celular. una. vez quk se mcrementa el tlempo de incubacién de 1 a 2 horas.
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6.2 R-Ras promueve la extension de células epiteliales de cervix sobre fibronectina y

coligena I.

Con Ia finalidad de ver la participacién de R-Ras en procesos posteriores a la

adhesidn, se realizaron ensayos de extensién celular. Las células fueron incubadas en placas

de 12 pozos. Los pozos fueron recubiertos con fibronectina 6 coldgena I e incubados por dos

horas‘a 37 “C. Unt vez transcurrido el tiempo de ncubacion, las células fueron fijadas y

levan el vector (p<0.001) (Fig.

,ycoil’ugcna' I'que as ééluvlu'si que pc,)_ftafh’elkve"cftd (p<0:0(~)‘1>) (Fig. 10).
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~ Figura 10.- Extension de células C33 sobre fibronectina y colidgena I. Las células con el vector
(Vector) y con R-Ras activa (R-Ras 87L) fueron incubadas en Fibronectina y Colidgena I por dos horas a 37
vC. El porcentaje de extensién celular fue determinado contando bajo el microscopio las células que
mostraban proyecciones citopldsmicas evidentes y cuya morfologiu no era circular, Los datos son
porcentijes y se muestra un experimento representativo de dos.

Al compamr la extensnon dc ambos tipos celul.xres sobn. ﬁbrom.ctm.x y colagena I se'

observ.l que Ias celulas’que por tan.el vector. (Vcctox) se u(ucndm en mayor proporcnon ’

- vector (Vector)
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6.3 R-Ras incrementa la migracién de células de cervix através

colagena I

Habiamos observado por un lado que R-Ras favorecia la adhesién de células C33 a
fibronectina y pOdla mantener la adhesnon a colngena I. Por otro lado, habiamos notado que
R- Ras podm promover la extensnon de celulas C33" sobre fibronectina y sobre coligena I. Por

lo que ahora resultaba interesante saber’s R-Ras tenia partncxpacnon en la migracién de células

i C33iatraves/de as'mismas;:proteinas:de.matriz xtracelular.nLos ensayos de migracion fueron

sig’niﬁéaliVa$‘_éh ] xgracnon (p>0 05)

39




OVector

100 -
mR-Ras 87L

TESIS CON

=
o
-3
=3
g 70
[&]
& 60
[~ %
g 50
% 40
» 30
=]
e 20
£ 10
3
= 0
Colagena | Fibronectina
Sustrato

Figura 11.- Migracién de células C33 sobre fibronectina y coligena I. Las células C33
transfectadas con el vector vacio (Vector), ¢ con la mutante activa de R-Ras (R-Ras 87L), 6 la dominante
negativa de R-Ras (R-Ras 43N), se colocaron sobre las membranas de los “transwells” recubiertos con
fibronectina y coligena I y se incubaron 24 horas a 37 “C. Las células se fijan con metanol, se tifien con
cristal violeta y se enjuagan con agua destilada. Las células que no migran son removidas al frotar un hisopo
himedo y finalmente las membranas son desprendidas de su base y montadas, contando varios campos en el
microscopio de forma aleatoria. Se muestra el promedio  error estindar de cinco campos observados
aleatoriamente de cuatro experimentos realizados.

Lo anterior nos sugiere por un’ lado que las celulas C33 no dependen de fibronectina

para su mlgmcmn y que las celulds C33 mlgran mejor sobre coldgena L. Por otro lado, nos

sugiere que R Ras si: medm la mlgmmon de estas celulas sobre coldgena I.
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6.3.1 La migracién de células de cervix sobre coligena I es modulada por la

participacién de integrinas de la familia $1.

Como el principal receptor celular a coligena I es la integrina o281, miembro de la
familia B1 [De Arcangelis, et al., 2000] se pretendié uveriguar si la migracién observada

através de colagena I era dependlente de mtegrmas de esta famllm. Para evaluar la

pnmcxpacxon ‘de’las ntegrinds Bl enla mlgmcnon celular las celulas fueron ‘incubadas con el
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“ Figura 12.- Migracién de células C33 através de coldgena L. Las células transfectadas con el vector
(Vector), al igual que las células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transfectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por cinco minutos a 37°C con el anticuerpo
TS2/16 a 30 pg/ml, previamente al periodo de incubacién de 24 horas. Se muestra el promedio * error
estindar de cinco campos observados aleatoriamente de cuatro experimentos realizados.

Si'sc cdmparun lasldos condiciones observadas en la figura 12, se aprecia que hay un
aumc,nlo en Ia mlgmcxon de los tres tlpos celulares después de que las células son incubadas
con (.l antlcuelpo TS"/lG Asxmlsmo. e precm que el hecho de que la migracidn se

JmCIemunle despues que Ias ‘células-son mcubudas con el anticuerpo TS2/16, no modifica el

“cualquier. anticuerpo:lo presentaria, 6 bien se debfa a un efecto activador del anticuerpo




TS2/16, sobre las integrinas B1

neuroblastoma’
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Figura 13.- Migracidn de células C33 através de coldgena 1. Las células transfectadas con el vector
(Vector), al igual que las células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transtectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por cinco minutos con el anticuerpo W6/32 a una
concentracién de 30 pg/ml, previo al periodo de incubacidn de 24 horas. Se muestra el promedio * error - .
cawnd.\r de cinco campos observados aleatoriamente de tres experimentos realizados. ; IR

Posterior mente se mcubdron Ios tres llpOS de cululas con el anucuerpo IB4’~' Como ya

se m<.nc10no. el anllcuurpo IB4 reconocc‘a mlcgrnms de la famllm B”

descntos (p<0 002) (Fig.-14)

44



OVector
o BR-Ras 87L
@ 100 1 MmR-Ras 43N
4 90 1
o .80 4
=3
E 70 -
(=]
sg- 60 A
. 50 4
[3+1
= 40 4
T
P 30 A
o . 20 -
2 .10 A
=]
= 0
DIMIEM 1B4
Condicién

.  Figura 14.- Migracion de células C33 através de coldgena I. Las células transfectadas con el vector
(Vcctor), al igual que las células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transfectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por cinco minutos con el anticuerpo 1B4 u la
misma concentracién de 30 pg/ml, previo al periodo de incubacién de 24 horas. Se muestra el promedio +

“error est;ind;lr de cinco campos observados aleatoriamente de tres experimentos realizados.

Con la ﬁnalldad de compar.lr la mlgracwn celular baJo todas las condiciones

antcnorcs, se re' Ilzo un u(pcrlmento mcluyendo las celulas que no se incubaron con

S unllcuerpo “(consme dos conuoles), kcelulas mcubadas con el anticuerpo TS2/16 y células

"111c;ub4 as con ; uerpo B4 (Flg 15).¢
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Figural5.- Migracion de células C33 através de coldgena 1. Las células transfectadas con el vector
(Vector), al igual que las células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transfectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por cinco minutos con el anticuerpo IB4, 6 con
el anticuerpo TS2/16 6 en medio DMEM a una concentracién de 30ug/ml, previo al periodo de incubacion
‘. de 24 horas, Los datos son promedios % error estindar de cinco campos observados aleatoriamente de tres

" experimentos realizados,

Los rc_sulmdos mostrados en las figuras 13, 14 y 15 nos sefialan que el incremento en

Cla mlgramon de: los tres tlpos celulares no .se debe; a un efecto mespecnﬁco del dntlcuerpo

ran:que al” mmdlr el;antlcuerpo TS'7/16 a las celulas cpnelmles de

' ':ATS"/IG Ademids’muest

“protocolo ya-establecido para evaluar.la migracion celula
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’ La migracién de los tres tipos celulares consideradas control se mantiene sin cambios
. (p>0.05). Sin embargo, la migracidn de las tres variantes celulares al ser incubadas con el
anticuerpo AIIB2 es nula (p<0.0002) (Fig. 15). Lo que prueba que el anticuerpo TS2/16
activa integrinas en los tres tipos de células y que ademds promueve una mayor migracién de

las células que expresan R-Ras 87L (ver figuras 12 y 15).
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5 60 4 la migracién.
n 50 4
K
=3
2 40 A
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Figura 16.- Migracidn de células C33 através de coligena L. Las células transfectadas con el vector
(Vector), al igual que las células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transfectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por cinco minutos con el anticuerpo AIIB2
previamente al periodo de incubacién de 24 horas. Los datos son promedios + error estindar de cinco campos
observados aleatoriamente de tres experimentos realizados.
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6.3.2 Posterior a los procesos de adhesion y extension, las células de cervix que expresan

R-Ras activa, migran mas, después de activar una mayor fraccién de integrinas de

la familia B1.

Con la finalidad de apreciar el efecto del anticuerpo TS2/16 sobre las integrinas 81,

una vez de que las células C33 se han adherido y comenzado el proceso de extensién celular,

* se efectuaron ensayos‘de’m “dondeprimero: se:dejaron-migrar las células: durante

"C.:Posteriormente a las ¢élulas se les agregé el ‘anticuerpo TS2/16 a una -

completar su'migraciéi

por un lapso de tiempo decuatro horas:
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Figura 17.- Migracion de células C33 através de coldgena I. Las células transfectadas con el vector
(Vecetor), al igual que las células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transfectadas con
la' forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por cuatro horas sin ningtin anticuerpo. Posterior
a este periodo, fue adicionado a las células el anticuerpo TS2/16 a una concentracidn de 30 pg/ml y
tinalmente las células C33 fueron incubadas por 20 horas a 37 “C. Los datos son promedios * error estindar
de cinco campos observados aleatoriamente de dos experimentos realizados.

Tomando en Cu,ehn_x los resultados anteriores, en los cuales no se observé un efecto

‘migracién de las células C33, una vez que estas han

, y f“l»nalme'l:ltéf‘

Con esto'se pretendia evaluar el efecto del anticuerpo -

iempo de dos horas, se observa que se

¢f,éxpr>esan R-Ras 87L y R-Ras 43N (p<0.01).
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Por otro Iado. el antlcuerpo TS’7/16 no nene un, efecto sngmf'canvo sobre la mlgracxon

de las celulas que portan el vector vacno (p>0 05) (Flg 18)
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Figura 18.- Migracion de células C33 através de coligena 1. Las células transtectadas con el vector
(Vector), al igual que las células transtectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transtectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por dos horas sin ningin anticuerpo. Posterior a

este periodo, fue adicionado a células el anticuerpo TS2/16 a una concentracidn de 30 pg/ml y finalmente .
las células fueron incubadas 22 horas a 37 “C. Los datos son promedios = error estindar dc cmco c.xmpos

observados aleatoriamente de dos experimentos realizados.

Los resultados de las figuras 18 sugieren quc. una.vez quc las cclulas C33 lmn

concluido su proceso de extension, pucdcn lCC|llldl ‘nuevas ntegrmds en’ LStﬂdO ctivo.y




6.3.3 R-Ras regula la migracién de las células de cervix mediante la participacién de Ia
enzima PI 3-Cinasa.
Como estd determinado que ciertas mutantes activas de R-Ras activan a la enzima PI 3-
K en algunos tipos celulares [Berrier, et al., 2000; Rincén-Arano, et al., 2003], nos interesaba
saber si el proceso de mlgracnon medlado por R Ras enlas células C33, era dependiente de la

enzima PI 3- K Para ello se reﬂllzaron ensayos de mlgracxon donde se incubaron las tres

-Ras‘43N;"no presentan:variacion‘en’su:patrénide

O Vector
m R-Ras 87L
R-Ras 43N

Numero de células por camyp‘o,,'(':",‘ e.s)

LY 294002

Condicioén

Figura 19.- Migracion de células C33 através de coldgena 1. Las células transtectadas con el vector
(Vector), al igual que tas células transfectadas con R-Ras activa (R-Ras 87L) y las células transfectadas con
la forma negativa de R-Ras (R-Ras 43N) fueron incubadas por 30 minutos con el inhibidor de la enzima PI
3-Cinasa LY294002 a una concentracién de 50 uM. Posteriormente las células fueron incubadas por un
periodo de tiempo de 24 horas. Los datos son promedios * error estindar de cinco campos observados
aleatoriamente de tres experimentos realizados.
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~En;base alos resultados anteriores, pensamos que muy posiblemente, la enzima PI 3-

K estd siendo




7 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los procesos celulares como la adhesién, la extensién. y la migracién, son procesos
mutuamente excluyentes e interdependientes. Es decir, son procesos claramenté diferentes

entre si, pero a su vez mantienen una interre]acién muy estreéha.‘ Pili'a que’se efectie la

extensién celular es: necesarlo que se. lleve a cabo el proceso de ndhesmn si_lﬁiSmo, para que




celulares en coldgena'I'y.en fibronect

. puede significar,que-R-Ras’no tiene un efecto sobre:las. integrinas’ que reconocen a tales

bronectina y a

ignificativo'en‘la‘adhesion a”

reésan la forma activa de R-Ras: &

1precian dos casos: en el




Principvalmeihte‘en aquellas integrinas’que se unen a fibronectina (a5B1), como ya fue

obrevivencia’que ayudan a‘conservar o incrementar la adhesién -

3:iSchwarzbauer.:1997]: Quizds o anterior sirva éoiﬁb.ekplit;ncién del

" células-extendidas con'el vector vacio o.con R-Ras 43N, solo llega a 30%. Esto es tanto en
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.2

de thesnon y extensnon on nterdependlentes estos son’xegulados por




migracidén’enlos tres tipos de células. Es®

rado que "los dos  tipos ‘celulares’
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»_’dét'el"minudo de:integrinas;’con

‘integrinas;que’
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activa'y otra via se origina al estimular con el anticuerpo.TS2/16.  Se debe: tomar en cuenta el

'ya_que aunque se ha

migracid

integrina Bl

na: formaractiva. de R-Ras en

La expresién :de lu‘foﬁnla‘,‘ activa'de *R-Ras permite ver el papel

que juega R-Ras’en los procesos de adhesidn, extensién y migracién de las células epiteliales

de cervix. 7
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~A’manera de’conclusién;ise puede decir que R-Ras en las células de cervix: aumenta

“'presentan;modi ones sustanciales en un cdncer. Esta informacién podrd a futuro ayudar

“~a’controlar:la:acti as‘l';evirt'arfv una patologia como lo es el carcinoma de cervix.

¢ Padecimiento’que; puede ser originado” o coadyuvado 'al presentarse una mutacién en una

GTPasa_pomoR-Rus;
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