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RESUMEN

El receptor HERz/neu esta altan =nte relacionado con el grado de malignidad
en el cancer de mama, pero también na sido encontrado en carcinoma de ovario,
matriz, estomago e intestino entre otros, por lo que el presente trabajo se realizd
con la finalidad de analizar si la sobre-expresion de HER2 en células de carcinoma
cervical esté involucrada en el desarrollo de la enfermedad.

Partiendo del hecho de que es una proteina con actividad intrinseca de
tirosina cinasa de la familia del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR),
consideramos que seria posible evitar o disminuir la autofosforilacion del receptor
usando farmacos inhibidores de la actividad de tirosina cinasa (tirffostinas) y asi
evaluar qué efecto tendria esto sobre la proliferacion celular descontrolada
caracteristica de las células cancerosas.

Se realizaron ensayos para evaluar la proliferacion celular de las lineas
celulares de carcinoma cervicouterino CALO, Hela e INBL, las cuales
sobreexpresan el receptor HER2, cultivadas en presencia de las siguientes
tifostinas: 25, B42, B44, B46, B48, B50 y B56. La tirfostina B42 resuité ser un
inhibidor muy efectivo de la proliferacién celular a una concentracion de 0.048uM.

Con la finalidad de determinar qué efecto tiene la tirfostina B42 sobre la
fosforilacion intrinseca de HER2, se cultivaron las células en presencia de la
concentracion que indujo mayor inhibicion de la proliferacion. Se inmunoprecipité la
proteina, se separé mediante electroforesis SDS-PAGE, y se determin¢ el efecto
sobre la fosforilacion mediante inmunoblot. Los resultados muestran que la
tifostina B42 inhibe la fosforilacion del receptor. Estos resultados indican que la
tirfostina B42 podria ser un posible candidato para desarrollar un tratamiento
efectivo contra el céncer cervicouterino.



INTRODUCCION

El cancer de mama y el cervicouterino son dos de las principales causas de
muerte en la mujer mexicana por lo que se han realizado infinidad de estudios
sobre éstas neoplasias.

En las células de carcinoma mamario se ha detectado |la sobre-expresion de
un receptor de membrana llamado HER2, el cual es parte de una familia de
receptores analogos al receptor del factor de crecimiento epidérmico, que estan
involucrados en la trasmision de sefales que controlan el crecimiento y
diferenciacion de las células normales. La sobre-expresion del receptor esta
asociada a la amplificacion, del gen neu.

Aproximadamente entre el 20%-30% de los carcinomas de mama sobre-
expresan el receptor HER2, y estos se asocian a un pronostico desalentador en las
pacientes ya que se encuentra ligado a un crecimiento tumoral mas agresivo y alta
actividad metastasica.

HER2 es un factor de crecimiento epidérmico que es activado mediante una
cascada de reacciones llevadas a cabo por diferentes moléculas que forman parte
de circuitos transductores de sefales existentes en el citoplasma. Cuando se
presenta una sobre expresion de factor de crecimiento como HER2 se induce un
aumento en la tasa de crecimiento interrumpiendo el control de la proliferacion,
induciendo un proceso de transformacién maligna.

El cancer cervicouterino se encuentra asociado a la presencia del virus del
papiloma humano (VPH) sobre todo a los tipos 16 y 18 y se ha observado que las
células que proliferan en cultivos disminuyen su crecimiento en presencia de
inhibidores de tirosina cinasa.

Debido a que la familia de receptores HER o ErbB2 son proteinas con
actividad de tirosina cinasa se cree que algunos carcinomas cervicales sobre-
expresan el receptor HER2 en alguna proporcidn.

Con el fin de demostrar éstas aseveraciones se utilizaron lineas celulares de
cancer cervical HeLa, CALO e INBL para aislar el receptor y determinarlo usando la
técnica de Western Blot.



MARCO TEORICO

Generalidades de cancer.

El cancer representa un grupo de enfermedades caracterizadas por la
multiplicacién incontrolada y andrquica de ciertas células en el organismo. Estas
células malignas son a menudo diferentes de las células normales. Presentan
anomalias de estructura y de comportamiento segun el tipo de células afectadas,
se identifican porque estan marcadas por la aparicion en su superficie de ciertas
sustancias particulares, llamadas “antigenos tumorales” que no existen en las
células normales,

Una caracteristica fundamental de casi todos los canceres es que se originan
a partir de una célula unica debido a alteraciones en el DNA gue provocan una
proliferaciéon celular desenfrenada. La mayoria de estas alteraciones implican
cambios en la secuencia real del DNA. Estos pueden originarse como
consecuencias de errores aleatorios de repeticion, exposicién a carcinégenos o
defectos en los procesos de reparacion del DNA).

Los canceres son el producto de mutaciones que liberan a las células de los
controles habituales de proliferacion y de supervivencia. Una célula del organismo
muta por una serie de accidentes al azar y adquiere la capacidad de proliferar sin
los impedimentos normales. Su progenie hereda las mutaciones y da lugar a la
formacion de un tumor que puede crecer ilimitadamente.

Las mutaciones que dan lugar a células cancerosas afectan a dos amplias
categorias de genes; los genes de proliferacion; los cuales codifican proteinas que
normalmente ayudan a estimular la divisién celular y los genes de antiproliferacion;
los cuales codifican proteinas que ayudan a aplicar los frenos que detienen el ciclo
celular en los puntos de control),

Una mutacion en un gen de proliferacion hace que se sobre-exprese la
proteina producida por el gen o aumente su actividad, dando como resultado una
multiplicacion celular excesiva. Entonces, el gen mutante se denomina oncogén
mientras que el gen normal se conoce como protooncogen. Por el contrario, una
mutacién que inactiva un gen de antiproliferacion puede liberar a la célula de los
controles normales de la multiplicacién celular, por lo que el resultado también es
una proliferacion celular excesiva. Por ello, con frecuencia, a los genes de
antiproliferacion presentes en las células normales se les denomina genes
supresores de tumores.

En una célula diploide normal hay dos copias de cada gen supresor de
tumores; generalmente, para que la célula pierda el control de la proliferacion hace
falta que se pierdan o se inactiven ambas copias del gen, de manera que
generalmente una sola copia es suficiente para regular normalmente el ciclo
celular, por el contrario, para causar un efecto similar, es suficiente que una sola
copia de un protooncogen mute a oncogen.
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Las anormalidades en la expresion, estructura o actividad de los productos del
protooncogen contribuyen al desarrollo y mantenimiento del fenotipo malignog),

Los genes mutados, pueden facilitar la produccion de cancer al estimular a
las células a proliferar incluso en ausencia de las sefales extracelulares
apropiadas.

Es poco probable que la pérdida de un alelo pueda desarrollar una mutacién
ya que el alelo normal restante suele ser suficiente para mantener la funcion
normal. Por lo tanto, la mayoria de las células de un individuo con una pérdida
heredada de la funcién de un alelo supresor tumoral son funcionalmente normales,
unicamente la célula que pierda o desarrolle una mutacién en la copia restante
tendra un crecimiento incontrolado.

La tercera categoria de genes que contribuyen a la malignidad esté formada
por los genes de reparacion del DNA. Cada division celular supone la copia de
6000 millones de pares de bases de DNA. La polimerasa de DNA tiene una tasa
definida de errores y muchas influencias ambientales pueden dafiar el DNA; como
consecuencia, los sistemas de reparacion son esenciales para proteger la
integridad del genoma. Cuando los propios sistemas de reparaciéon son afectados
como resultado de una mutacion heredada o adquirida, la tasa de acumulacién de
mutaciones a lo largo del genoma se eleva a medida que se producen divisiones
celulares. Segun el grado en que estas mutaciones afecten a oncogenes y genes
supresores de tumores, aumentara la probabilidad de padecer neoplasias
malignas).

Las células normales se ftransforman en cancerosas porque sufren
alteraciones en el genoma que se transmiten a las sucesivas generaciones
celulares y que se expresan mediante un conjunto de alteraciones secundarias
tanto estructurales como funcionales. Para que aparezca el cancer deben
producirse mutaciones que afecten a diversas vias. Con frecuencia se encuentra
afectado el punto de control G4 del ciclo celular y la expresion de telomerasa una
caracteristica frecuente de los canceres. A menudo se detecta sobre-expresion de
factores de crecimiento y sus receptores. Es frecuente la activacion del
protooncogen ras u otras alteraciones que conducen a una cascada de cinasas
MAP, los cambios en el citoesqueleto y la ausencia de inhibicién del crecimiento
por contactou ).

La concentracién de un antigeno normal aumenta en los tumores, a estos
antigenos se les denomina “antigenos asociados al tumor “(AAT). La alteracion
antigénica es a veces mas drastica porque ocurre un cambio cualitativo que se
manifiesta por la aparicion de un nuevo antigeno extrafo al huesped, a estos
neoantigenos se les denomina “antigenos especificos de tumor® (AET) y en
algunas ocasiones se encuentran en estructuras intracelulares, como el citoplasma
o el ndcleo y otras en estructuras de la nueva superficie celular),

Cancer de mama
El cancer de mama representa una proliferacion maligna de las células
epiteliales que revisten los conductos o lobulillos mamarios. Es una enfermedad
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clonal, ello quiere decir que una sola célula transformada es el resultado final de
una serie de mutaciones somaticas (adquiridas) o de la linea germinal (heredadas)
capaz de expresar todo el potencial maligno en una serie de sucesos que se
producen de forma secuencial y aleatoria, por lo tanto, puede existir por un largo
periodo como enfermedad no invasora o como enfermedad invasora pero no
metastasicags).

Es probable que solo aproximadamente el 10 % de los canceres de mama
humanos esten relacionados de forma directa con mutaciones de la linea germinal.
Esta area ha experimentado una notable evoluciéon con la identificacion de varios
genes responsables de los casos familiares. La primera mutacion identificada fue la
mutacion de la linea germinal del gen supresor de tumores p533).

Aproximadamente el 40 % de los canceres de mama humanos presentan una
mutacion adquirida del gen p53,.

En el trastomo provocado por estas mutaciones, denominado sindrome de
Li-Fraumeni, las mutaciones heredadas del gen p53 aumentan la incidencia de
cancer de mama, osteosarcomas y otros tumores malignosa).

Otro probable gen supresor de tumor es el BRCA-1 que se ha identificado en
el locus cromosdmico 17921, este gen codifica una proteina con dominio de dedos
de zinc y su producto puede, por lo tanto, funcionar como factor de transcripcion.
Las mujeres que heredan un alelo mutado de este gen de cualquiera de sus
progenitores tienen un riesgo aproximado del 85 al 90 % de padecer cancer de
mama a lo largo de su vida ).

Un tercer gen, denominado BRCA-2, que se ha localizado en el cromosoma
11, se asocia con un aumento de la incidencia de cancer de mamas).

Por otro lado, en casos esporadicos de cancer de mama parecen haberse
perdido otros genes de actividad supresora de tumores, como se pone de
manifiesto por la perdida de heterocigosidad. Finalmente, el oncogén dominante
llamado c-erb-b2 (también llamado HER2-neu o gen neu) esta implicado en la
cuarta parte de los casos de cancer de mama humano. El producto de este gen, un
miembro de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico
denominado erbB2(HER2-neu), se expresa de forma excesiva en muchos casos de
cancer de mama debido a una amplificacion del gen neu y esta sobre-expresién
puede transformar el epitelio mamario humano, dando lugar al proceso malignos).
La proteina HER2 es un miembro de la familia del receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico de tipo | y, al igual que éste posee actividad intrinseca de
tirosina cinasa, aunque su posible ligando no ha sido identificadoe). La
amplificacién del oncogene neu o la sobre-expresion de la proteina HER2 se ha
encontrado en el 20-30 % de los tumores(;, se ha mostrando incremento en el
numero de copias del gen de 2 a mas de 100 veces del nimero normal), aunque la
sobre-expresion no siempre es resultado de la amplificacion, en algunos casos se
debe a irregularidades transcripcionales o postranscripcionalesg),



Céncer de cérvix

El cancer cervicouterino es la primera causa de muerte en mujeres
mexicanas. La etiologia de esta neoplasia no esta bien definida, pero se han
reconocido ciertos factores de riesgo, es mucho mas frecuente entre las mujeres
que estan en edad reproductiva que en las posmenopdusicas y se presume que la
actividad sexual incrementa la frecuencia del padecimiento en forma importante,
sobre todo entre las mujeres que inician su vida sexual antes de los 16 afios de
Bdad(s)

En América latina se ha registrado una mayor incidencia de cancer
cervicouterino entre los 35 y los 65 afos y se ha encontrado mayor riesgo si el
primer parto ocurre antes de los 20 arios de edad y aumenta en las mujeres que
han tenido mas de tres parejas sexualesg),

Las neoplasias preinvasoras se clasifican en tres grupos principales:
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) grado | (displasia leve), Neoplasia
Intraepitelial grado Il (displasia moderada) y neoplasia intraepitelial grado |l
(displasia grave y/o carcinoma in situ)o).

Por otro lado se ha establecido que el virus de papiloma humano (VPH) tiene
un papel etiolégico importante en el surgimiento del cancer cervicouterino. El DNA
del virus del papiloma humano se encuentra en practicamente todos los cénceres
cervicales y lesiones precursoras. Estudios epidemioldgicos indican que la
infeccion con éste virus es el factor de mayor riesgo en las lesiones intraepiteliales
escamosas y los canceres invasivos. De los 70 tipos de VPH, solo 23 han sido
asociados a la infeccidn cervical, los tipos de alto riesgo son los 16, 18, 31, y 35¢1).

Las infecciones por VPH son mas frecuentes en los carcinomas cervicales que
en las displasias, lo mismo que la expresion de oncoproteinas, aungue no existe
una relacion directa entre éstos dos hechosyiz),

Las oncoproteinas virales E6 y E7 las cuales son codificadas por los virus
16/18 pueden inmortalizar a las células epiteliales del exocervix. La proteina E7 se
enlaza a la proteina supresora de tumor Rb liberando el factor de transcripcion
E2F, el cual transactiva algunos genes aumentando la proliferacion celular y el
progreso anormal del ciclo celular, ademas la proteina E6 forma un complejo con la
proteina supresora de tumor p53 y la proteina asociada E6 E6AP, dando como
resultado la degradacién de p53 por la via proteolitica ubiquitina. La inactivacién de
p53 interrumpe muchos procesos celulares, incluyendo la detencién del ciclo
celular en la fase G1, el proceso de reparacién del DNA y la activacién de la
apoptosis, dando como resultado la transformacién al fenotipo malignoss),

El oncogene E5 del VPH 16 es incapaz de transformar los queratinocitos
por si solo, pero incrementa la eficiencia de la inmortalizacidn celular por E6/E7. La
proteina E5 inhibe la regulacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) en presencia del ligando. Las células transformadas sobre-expresan el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y como consecuencia el
receptor se autofosforila debido a la constante estimulacion autécrinaga)



Estos eventos moleculares desestabilizan el genoma celular y eventualmente
permiten la transformacion celular y por ende el desarrollo de cancer cervical(4),

La sobre-expresion de las tirosina cinasas ya sea debido a una mutacion o
amplificacién génica produce la formacién de un tumor. La sobre actividad de éstas
proteinas causan un crecimiento anormal y transformacion celular. Sin embargo,
los inhibidores selectivos especificos de tirosina cinasa pueden actuar como
agentes anticancerosos muy efectivosss),

La actividad incrementada del EGFR nos sugiere que los inhibidores de la
actividad de cinasa del EGFR pueden ser usados como bloqueadores de su
crecimiento. Tales inhibidores, si tienen éxito, pueden prevenir la transformacion
maligna de las células epiteliales infectadas con el VPH-16. Bassal y colaboradores
han demostrado previamente que los inhibidores de la actividad de cinasa del
receptor para el factor de crecimiento epidérmico son efectivos en el bloqueo del
crecimiento de queratinocitos psoriaticos donde el crecimiento incrementado es
también predominantemente manejado por sistemas EGFR. Ellos también han
mostrado recientemente que las tirfostinas AG494 y AG555, las cuales bloquean la
actividad Cdk2, disminuyen el crecimiento de las células inmortalizadas, sobre todo
en células que sobre-expresan el EGFR. El blogqueador de cinasa del EGFR
AG1478 y el inhibidor de la actividad Cdk2 llamado AGS555, inhiben la proliferacion
de los queratinocitos humanos inmortalizados por el VPH-16, e inducen en ellos el
proceso de la apoptosisig).

Estos hallazgos son significativos porque sugieren que las tirfostinas pueden
suprimir el crecimiento de las células inmoralizadas por el VPH-16 y de células
cancerosas por tres mecanismos: Inhibicion del progreso del ciclo celular,
induccién de diferenciacion e induccion de apoptosisie).

Factores de crecimiento y sus receptores

Se han descrito mas de 40 factores de crecimiento. Muchos factores de
crecimiento no hematopoyéticos median sus efectos por medio de receptores que
contienen una proteina intrinseca tirosina cinasa ).

Los receptores del factor de crecimiento epidérmico humano clase |
llamados (HER/erbB) por sus siglas en inglés constituyen una familia de cuatro
receptores de superficie celular involucrados en la transmision de sefiales que -
controlan el crecimiento celular normal y su diferenciacion;7).

Todos los miembros de esta familia HER1 (EGFR), HER2(neu), HER3 y
HER4 son proteinas de membrana de una sola cadena que tienen una secuencia
homéloga entre si. La caracteristica estructural de éste grupo de proteinas incluye:
un dominio extracelular al cual se enlaza el ligando que contiene regiones ricas en
cisteina y posibles sitios de glicosilacion, una region transmembranal anfipatica y
una region corta intracelular yuxtamembranal, un dominio tirosina cinasa y un
extremo carboxilo el cual contiene los sitios de fosforilacion 7.

HER1, HER2 y HER4 tienen un alto grado de homologia (aproximadamente
el 80%) en el dominio tirosina cinasa en comparacién con HER3, que tiene
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sustituciones en cuatro residuos aminoacidos importantes lo cual sugiere que éste
ultimo tiene poca o nula actividad enzimatica(;7.

Algunos otros dominios estructurales ademas de la region tirosina cinasa
juegan un papel importante en la transduccion de sefales de HER2. Las porciones
ricas en cisteina de la region extracelular probablemente forman enlaces disulfuro,
dando como resultado una estructura secundaria y terciaria caracteristica, lo cual
permite interacciones con los ligandos u ofros receptores. La region
yuxtamembranal contiene un sitio en el cual se lleva a cabo la fosforilacion de la
proteina cinasa C (PKC), lo que promueve la actividad tirosina cinasa. Las regiones
carboxilo terminal de los receptores de tirosina cinasa muestran poco grado de
homologia en la secuencia, quizas permitiendo cierto grado de especificidad en la
sefalizacioniz,

El sello caracteristico para la activacion de éste grupo de receptores es la
fosforilacion en residuos de tirosina especificos, partiendo del extremo carboxilo
terminal de la moléculaz.

Los receptores se encuentran localizados en la membrana celular. Interactian
con diversos ligandos, todos con una secuencia comun de 50-55 aminoacidos con
el EGF, incluyendo seis residuos de cisteinass),

Se conocen varios ligandos especificos para HER1, HER3 y HER4, pero aun
no se conoce alguno especifico para HER2, sin embargo, el enlace al ligando de
cualquiera de los tres primeros induce rapida dimerizacién ya sea homo- ©
heterodimerizacion, pero mostrando cierta preferencia por unirse al receptor
HER2(g)

La formacion de dimeros esta mediada por la alta estabilidad del complejo
formado entre un ligando y dos receptores comparado con el receptor monomérico,
ademas, la dimerizacion activa los dominios cataliticos y permite que uno de los
receptores fosforile los residuos de tirosina del otro receptor. La fosforilacion crea
sitios de enlace especificos para Src o dominios de enlace de fosfotirosina que
contiene proteinas. El reclutamiento de éstas proteinas activa algunas vias de
transduccion de sefiales que producen la respuesta de la célula hacia el ligandog),
y la activacion de los receptores HER por medio de su actividad tirosina cinasa da
como resultado, la transduccion de sefiales al ndcleo lo que provoca una activacion
génica y division celularz).

El receptor HER1 es activado por 6 ligandos: factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento transformado o« (TGFa), ampiregulina, factor de
crecimiento parecido al EGF enlazante de heparina, betacelulina y epiregulina.
HER3 y HER4 se unen a neuregulinas (NGFs), una familia de diversos péptidos
estructurales.

HER2 es un co-receptor para muchos ligandos diferentes y es
frecuentemente transactivado por los ligandos parecidos al FCE, dando como
resultado la formacién de heterodimeros HER1-HER2. Las neuregulinas, pueden
inducir la formacion de heterodimeros HER2-HER3 y HER2-HER4, pero no se
conoce un ligando que promueva la formacién de homodimeros HER2, lo que
sugiere que no existe un ligando que se una directamente a HER23).

Existe una jerarquia que prefiere a HER2 como compariero de interacciéon. Un
examen de la estructura de los ligandos ayuda a explicar esta preferencia.
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Los ligandos de los receptores HER tienen un sitio de alta afinidad localizado
en el extremo N-terminal del ligando, el cual se enlaza con una gran afinidad a el
primer receptor facilitando a su vez el enlace a un segundo receptor en el extremo
C-terminal de baja afinidad del ligando con una alta especificidadz).

La bivalencia del ligando permite la diversidad de sefales a través del
reclutamiento selectivo de homo- y heterodimeros de los receptores HER vy la
preferencia por HER2 como compariero, lo que ayuda a explicar la oncogenicidad
de HERZ(Q;;)_

La neuregulina-1 (NDF) parece ser una molécula bivalente con dos sitios de
enlace para los receptores HER: un sitio de alta afinidad y escasa especificidad
(N-terminal) y un sitio de baja afinidad con extensa especificidad (C-terminal) z).

El sitio de alta afinidad enlaza primero su sitio especifico (HER3 o HER4), al
mismo tiempo, el sitio de baja afinidad es “inmovilizado” en la membrana
plasmatica, la afinidad operacional del dimero se incrementa y el receptor que se
enlaza al brazo inmovilizado de baja afinidad del ligando es HER2

High affinity/ Low affinity/
narrow specifity broad specifity

NDF-B.erbB-4>erbB-3 erbB-2>erbB-4=erbB-3>erbB-1
TGF-a: erbB-1 erbB-2>erbB-1>erbB-4>erbB-3

Figura i). Dimerizacion de dos receptores HER.

Como resultado de ésta heterodimerizacion, el receptor HER2 es capaz de
participar en la transduccién de sefiales en ausencia de un ligando especifico. Esta
posibilidad de enlazarse con HER2 se incrementa por la sobre-expresion de HER2
en células humanas cancerosasg).

Los heterodimeros generan sefiales mas potentes que los homodimeros y si
estos contienen a HER2 tienen una alta potencia para enlazar al ligando asi como
para enviar sefiales, debido a dos razones: los heterodimeros se caracterizan por
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una velocidad de disociacion del ligando relativamente lenta a diferencia de HER1
cuya velocidad de endocitosis inducida por un ligando es alta).

Por esta razoén, las sefales enviadas por combinaciones de receptores que
contienen a HER2 son relativamente prolongadas y dan como resultado un
aumento de la activacion de sefiales, como la ruta MAPK. El heterodimero mas
potente es HER2-HER3, ésta combinaciéon es la mas mitogénica y HER3 es el
comparfero predominante de HER2 en las células cancerosas,.

El receptor HERS3 tiene solamente un dominio cinasa débilmente activo por lo
que los homodimeros HER3 son completamente inactivosgs).

Estructura proteica de HER2

El receptor HER2 codificado por el gen neu, un protooncogene
localizado en el brazo largo del cromosoma 17,3 es una glicoproteina
transmembranal de 1255 aminoéacidos con un peso molecular de 185 kDa también
llamado p185 "ER,

La estructura proteica completa de HER2 es. muy similar al receptor del
factor de crecimiento epidérmicozs).

racellular
oImain
igandbinding site

S—— ey
ransimembi ane domain

{22 aminoacids)
Plasma -

membiane { Y

racellular domain
w1 osine kinase actiity

Cytoplasm

Figura ii). Estructura de la proteina HER2 y su topologia transmembranal.

La secuencia del DNAc, de HER2 comprende 640 aminoacidos en el dominio
extracelular incluyendo una alta proporcién de residuos de cisteina agrupados en
dos regiones hidrofilicas, facilitando una conformacion especifica necesaria para la
transduccién de sefales a través de enlaces intra o interdisulfuro. La homologia del
43% con el dominio extracelular del EGFR define la especificidad del enlace del
ligando. El EGF y TGFa sélo podrian enlazarse al EGFR pero no a HER2. El dominio
extracelular se ancla a la membrana plasmatica por una region transmembranal de
23 residuos de aminoécidos hidrofébicos. La regién membranal contiene el sitio de la
mutacién puntual (Val 664—Glu) que activa a HER2 dando como resultado una

10



‘ransformacicn celular, De cuz er forma, ninguna mutacion - milar ha sido
~bserveda reaularmente en larec: ' transmembranal de HERZ y el = 5FR. La region
rransmembrzial es seguida por na secuencia en su may.” pe - de residuos
basicos. una caracteristica comun en muchas proteinas membranale<. El residuo de
treonina 691 en esta region yuxtamembral es equivalente a una treonina 654
encontrada en el EGFR que es el sitio de fosforilacion para la proteina cinasa C
(PKC). En el dominio citoplasmico hay una extension de 250 aminodcidos que es
homéloga al dominio catalitico de la proteina tirosina cinasa codificada por la familia
del gen src. Esta regién contiene un residuo lisina 757 junto con 15 residuos de una
secuencia que funciona como parte del sitio de unién de ATP el cual es esencial
para la actividad de cinasa, la lisina 757 de HER2 parece equivalente al sitio de
unioén del ATP, la lisina 721 en el EGFR. El dominio tirosina cinasa de HER2 es
idéntico en un 82% al EGFR. Una region de 60 aminoacidos debajo del dominio
cinasa de HER2 comparte 55% de su identidad con EGFR. Se ha demostrado que
ésta region del EGFR esta involucrada en la internalizacién del receptor. El extremo
carboxilo terminal de HER2 tiene 198 aminoacidos, incluyendo algunos sitios de
autofosforilacion de tirosina que sirven como un sitio de anclaje para los substratos
celulares. Esta regién es la menos homdloga entre HER2 y el resto de los miembros
de la familia HER. Es posible que el carboxilo terminal de las proteinas HER adopte
una estructura importante para la especificidad de la transduccion de sefales
mediadas por receptores con actividad de cinasag),

Expresion de HER2 en tejidos normales.

El entendimiento de las funciones bioldgicas de HER2 se basa en las
observaciones de células transformadas aunque poco se sabe acerca del rol en la
regulacion del crecimiento celular normal y el desarrollo del tejido. En estudios
realizados en tejido humano se ha encontrado que HER2 se expresa en epitelio
secretor como el de glandulas mamarias, glandulas salivales, pancreas, intestino,
tracto gastrointestinal, ovarios, tiroides y en la piel. La expresion inicial de HER2 en
mamiferos sugiere un papel biolégico que involucra el crecimiento del tejido y
desarrollo en mamiferos(ig),. Todas las células normales contienen dos copias del
gen neu y producen niveles bajos de HER2xs lo cual contribuye al crecimiento
celular normal, y lo que provoca anormalidades es la amplificacion del gen; ésta
amplificacion se ha detectado entre el 10 al 34% de los carcinomas de mama
iNvasivoszg)

HER2 es un receptor de membrana con actividad de tirosina cinasa y juega
un papel crucial en la transformacién oncogénica y la tumorigénesis por su
interacciéon con otros miembros de la familia HER para permitir las senales
intracelulares.

Se ha identificado la sobre-expresion del receptor HER2 en varios de tipos de
cancer, incluyendo carcinoma de mama, vejiga, pancreas, pulmdn, ovario,
endometrio, colon, rifidn, cabeza y cuello, estomago y prostatazy),
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La amplificaciéon del gen neu es el mecanismo mas comun gu- causa sobre-
expresion de la proteina HER2 y parece ser un evento temprano en el desarrollo de
cancer. En el cancer de mama, ovario y gastrico, la incidencia de la amplificacion
de dicho gen se relaciona con la sobre-expresion de la proteina HER2 y su RNAm.
Por ejemplo, mas del 90 % de los carcinomas mamarios HER2 positivos muestran
una amplificacion del gen neu, mientras que solo un pequeno porcentaje muestran
sobre-expresion pero no amplificacion s,

Se ha propuesto que en algunos casos la sobre-expresion de la proteina
HER2 sea el resultado de una irregularidad transcripcional o postranscripcional. En
canceres que no sean de mama, ovario o estomago, el nivel de la amplificacion del
gen neu es usualmente mucho menor que la sobre-expresion de HER2 g),

Se ha demostrado que un estado HER2 positivo, el cual es detectado en .el
20-30% de las pacientes con carcinoma mamario, predice una supervivencia
reducidag),

Todas las células normales y la mayor parte de las células de carcinoma
mamario tienen dos copias del gen neu y producen niveles bajos de su proteina
correspondiente HER2. Los mecanismos de |la amplificacién del gen neu, la sobre-
expresion de la proteina HER2 y la activacion del receptor son procesos complejos,
pero dan como resultado la fosforilacion del receptor, internalizacion y activacion de
una compleja cascada de sefiales. La activacion de HER2 frecuentemente
involucra la formacién de heterodimeros con los otros receptores HER (HERT1,
HER3 o HER4) que son enlazados a sus ligandos especificos. El mecanismo
primario para la alteracion de HER2 en cancer de mama es un incremento en el
numero de copias génicas (amplificacion) ).

Sobre-expresion de los receptores HER.

La sobre-expresion del receptor HER2 ha sido observada en una gran
variedad de tumores, no solo de mama, sino también de uretra, pancreas, pulmon,
ovario, endometrio, colon, rifidn, cabeza y cuello, estomago, esdfago y prostata g,

La estructura de la proteina HER2 cuando se encuentra sobre-expresada
parece ser la misma que en células normales ya que no se han identificado
cambios mutacionales en el producto del gen neu en carcinomas humanos, sin
embargo, cuando éste gen esta amplificado, los niveles de la proteina aumentan
hasta cien vecesqo).

La secuencia de la transformacion oncogénica parece ser el resultado de una
amplificacién inicial del gen neu, el cual genera mas de dos copias génicas
normales en la célula epitelial; usualmente, en el estado amplificado se observan
mas de diez copias génicas. Los factores especificos que inducen la amplificacion
del gen no han sido aclarados completamente)

La amplificacion del gen conduce al incremento de la transcnpcmn de este, los
niveles del RNAm y el consecuente incremento de la sintesis de la proteina HER2,
por consecuencia la proteina HER2 se sobre-expresa en la superficie celular. Los
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niveles de HER2 se encuentran de 10 a 100 veces mas en la superficie de las
células de carcinoma mamario HER2 positivo, comparada con células epiteliales
mamarias en estado normalay).

La sobre-expresion de la proteina en la superficie celular probablemente
conduce a un aumento en la formacion de dimeros. Esto da como resultado un
crecimiento celular irregular y transformacion oncogénica que en algunos casos
desencadena en cancer viableg).

El hallazgo de que HERS tiene niveles elevados de fosfotirosina, implica que
en tumores HER2 positivos, éste contribuye al crecimiento maligno al reclutar otros
receptores HER particularmente HER3zs).

La amplificacion y sobre-expresion de HER2 se puede explicar por el equilibrio
molecular que cambia de mondémero a dimero a medida que aumenta la cantidad
de proteina HER2. Esto da como resultado un incremento de la actividad tirosina
cinasa y una sefal celular inapropiada que conduce a la transformacién(g).
Ademas, la sobre-expresion de la forma protooncogenica de HER2 puede ser
activada por una truncacion aminoterminal y la sobre-expresion de HER2 afecta
tanto su propia regulacion como la del EGFR, por lo que su expresidn también
aumentasz).

Por otra parte, como ya se ha sefalado anteriormente, la sobre-expresion y
activacion del protooncogen HER2/neu juega un papel muy importante en la
formacion de un cancer, pero ademas una disminucion de la expresion de un
inhibidor de cinasa dependiente de ciclina (cdk) llamado p27 se relaciona con éste
hecho, dado que es un gen supresor de tumor(yg), y se ha encontrado que en la
mayoria de los casos una sobre-expresion del gen neu va acompanada de una
disminucion del gen p27.

La disminucién de p27 es causada por un aumento en la degradacién
mediada por ubiquitina y la via HER2/MAPK esta involucrada en el descenso de la
estabilidad de p27 )

Fosforilacion en tirosina

La activacion de los receptores del factor de crecimiento epidérmico permite la
fosforilacion y la activacion de mdltiples mensajes secundarios en las células
normales. El descontrol de estas redes intracelulares es un hecho comun en
muchos procesos malignos.

La substitucion de un solo aminoacido en la region transmembranal de la
molécula, permite la dimerizacién del receptor e incrementa su fosforilacion basal
en tirosina. Esto coincide con el incremento de la actividad enzimatica de cinasa y
la fosforilacion de algunos blancos intracelularess) ..

En ceélulas cancerosas humanas, que sobre-expresan el receptor HER2, éste
dimeriza espontaneamente debido al gran nimero de moléculas presentes y
debido a esto, las células cancerosas tienen altos niveles de fosforilaciongg)..

La activacién de los receptores de tirosina cinasa es la fosforilacion en sitios
tirosina del extremo carboxilo terminal del receptor. De hecho, la transduccion de
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sefales por éstos receptores requiere de actividad tirosina cinasa vy
autofosforilacion en tirosina. En células cancerosas, una sobre-expresion de HER2
incrementa la fosforilacion en tirosina a niveles mas altos que cualquier otro
sustrato celular y el grado de fosforilacion de HER2 generalmente conlleva efectos
de transformacion celulargs).

Los sitios especificos de tirosina en el extremo carboxilo terminal de HER2
han sido identificados y éstos pueden ser importantes para la transduccion de
sefalesa,.

Receptores de citocinas y transduccién de sefiales.

La proteina con actividad de tirosina cinasa (PTK por sus siglas en inglés) es

una proteina con la capacidad de catalizar la fosforilacion de los residuos de
tirosina en otras proteinas; la fosforilacién, ya sea en tirosina o en la serina y
treonina es un mecanismo comun de regulacion de la funcién proteica. Muchas de
las PTK deben fosforilarse ellas mismas antes de volverse activas. Cuando una
citocina se enlaza, las subunidades componentes de su receptor se aproximan
fisicamente entre si, junto con su PTK vinculada en el citoplasma. Las
agrupaciones de PTK permiten que estas enzimas se fosforilen y se activen entre
si, asi como otras proteinas en el citoplasmay.
Los eventos que se producen después de la activacion de la PTK conducen a
respuestas celulares especificas que varian entre distintas citocinas, receptores y
tipos de células. Las vias de sefalamiento modulan la transcripcién de genes
particulares después de la activacion de PTK, éste sefialamiento se realiza en el
nucleo por dos vias: ras y Jak/Stats,

Via de sefialamiento dependiente de ras

HER2 es un receptor de membrana que al ser activado conduce a una
cascada de fosforilacion de cinasas citoplasmicas (incluyendo ras y raf) lo que
incrementa la transcripcion proteica y el crecimiento celulars) y es una de las vias
bien caracterizadas de las proteinas tirosina cinasass),

La via dependiente de ras puede desencadenarse por diversos receptores
de citocinas, asi como por ciertas moléculas de adhesion y por ofros receptores de
superficie cuando entran en contacto con los ligandos apropiados. El sefialamiento
en estas vias se puede iniciar por proteinas citosodlicas llamadas cinasas de la
familia src, cuyo nombre se debe a que estas tienen regiones de homologia con la
oncoprotreina src. Estas cinasas contienen dominios de proteinas especializados
llamados dominios SH2, los cuales les permiten interactuar con otras proteinas que
contiene residuos fosforilados de tirosina. Cuando un receptor de citocina enlaza al
ligando, las subunidades del receptor se fosforilan y pueden enlazarse de
inmediato con una cinasa de la familia src. Esta interaccion conduce al enlace de
otras proteinas en el interior de la membrana celular y se forma un complejo de
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sefialamiento de componentes multiples. Este complejo activa a proteinas de la
familia ras. La hidrélisis de GTP a GDP induce un cambio estructural que de algin
modo desencadena la activacién de la cinasa raf, esto a su vez, activa a las
proteina cinasas llamadas Mek y a la proteina cinasa relacionada con mitosis, las
cuales se fosforilan y activan entre si. Una vez activa la MAPK, migra al interior del
ntcleo donde fosforila a las proteinas reguladoras de la transcripcion que controlan
genes especificos. Entre los efectos de la activacion de MAPK se encuentra el
aumento de la proliferacion celular, activacion de genes y cambios en la
organizacion (4.

Via de serfialamiento Jak/Stat.

La familia de las cinasas Janus consta de cuatro enzimas conocidas como
Jak1,Jak2,Jak3 y Tyk2. El enlace de la citosina aproxima a las subunidades del
receptor y permite que las proteinas Jak se fosforilen y activen entre si. Los
sustratos primarios de las Jak activadas son una familia de factores de trascripcién
llamados proteinas Stat. Estas contienen dominios SH2 y por lo tanto se unen a un
receptor activado cuando sus cinasas se vuelven activas. Como consecuencia los
factores Stat se fosforilan y esto hace que se dimericen y en seguida se trasladen
al interior del nucieo donde actlan para promover directamente la expresion de
genes especificos. Hay cuando menos seis proteinas Stat conocidas, cada una de
las cuales actta sobre genes distintosa).

También puede producirse comunicacion cruzada entre la via dependiente
de ras lo que sugiere que las Stat también pueden ser fosforiladas por las proteinas
MAPK. Distintas citocinas se fijan a receptores de estructuras similares los cuales
activan a los mismos tipos de moléculas de sefialamiento. En contraste, como
muchas citocinas sefialan a través de subunidades receptoras y vias de
sefalamiento comunes, puede predecirse que la pérdida de una subunidad
particular o cinasa de sefialamiento tendra un efecto mucho mas profundoss

Bloqueadores tirosina-cinasa y desfosforilacién de la tirosina.

Los inhibidores que bloguean la actividad tirosina cinasa y los caminos de
sefialamiento que activan pueden marcar la pauta para el desarrollo de farmacos.

Algunos inhibidores sintéticos como las tirfostinas, compuestos andlogos a la
tirosina, son inhibidores selectivos de tirosina cinasa.

Las tirfostinas también sinergizan con anticuerpos contra el EGFR o HER2
para bloguear el crecimiento de células humanas que sobre expresan HER2 y/o
EGFR.

La actividad del receptor tirosina cinasa da como resultado altos niveles de
autofosforilacién y fosforilacion del sustrato.
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La fosforilacion en tirosina en las células es un proceso dinamico reversible.
Las proteinas tirosinfosfatasas (PTP5) son responsables de remover los fosfatos
de los residuos de tirosina (desfosforilacion)se).

Las tirfostinas pueden suprimir el crecimiento de las células inmortalizadas y
células cancerosas por tres mecanismos: inhibicion del progreso del ciclo celular,
induccion de diferenciacion, e induccién de apoptosisgs).

La fosforilacién en tirosina es importante en muchos sistemas de transduccion
de sefiales de membrana. Las tirfostinas son una serie de compuestos orgénicos
simples que han demostrado inhibir la actividad de las proteinas tirosina cinasas.
Estas moléculas son derivados de un nicleo benziledenemalononitrilo, se
asemejan a la molécula de tirosina y tienen escasas propiedades hidrofébicas las
cuales les permiten atravesar la membrana celularg).

Mas de 110 tirfostinas han sido sintetizadas a la fecha y se ha probado su
actividad inhibidora en varios sistemas tirosina cinasa. Algunas propiedades fisicas
de varias tirfostinas se muestran en la siguiente tabla.

Tirfostina Formula Peso Punto Rotacién
Empirica molecular de fusion optica
en MeOH

Tirfostina 1 C11HsN20O 184.2 117

Tirfostina 25 C1oHsN203 202.2 245

Tirfostina B42 | Ci7H14N203 294.3 215

Tirfostina C1aH16N203 308.3 135 -90.5°
B44(-)

Tirfostina B46 | CigH1aN203 322.4 165

Tirfostina B48 | CigH12N203 280.3 258

Tirfostina C1gH1eN203 308.3 135 +90.5°
B50(+)

Tirfostina B56 | CaoH2oN203 336.4 180

Tabla 1. Propiedades fisicas de las tirfostinas.
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Muchas tirfostinas tienen caracteristicas inhibidoras selectivas y distintas,
haciendo de estos compuestos una herramienta dtil para la investigacion de la
actividad tirosina cinasa y proliferacion celularps. En la figura 3 se presenta la
estructura quimica de algunas de ellas.

Tyr B42 TyT B3

Ty BA%

Tyr 25

Tyr BA4

Figura iii). Estructura quimica de la tirosina y de las tirffostinas 25, B42, B44, B46,
B48 y BS6
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El céancer de cérvix es una de las enfermedades mas comunes en México,
por tal motivo es importante la investigacion basica para buscar una posible
erradicacion de la enfermedad.

Las lineas celulares de cancer cervical HelLa, CALO e INBL presentan en su
membrana celular receptores con actividad tirosina cinasa como el receptor
HER2/neu por lo tanto, el bloqueo de éstos receptores por medio de la utilizacion
de inhibidores de tirosina cinasa llamados tirfostinas, puede llevar a la disminucién
del crecimiento in vitro de estas lineas celulares.

Para ello, se utilizan ensayos de proliferacion celular que permitan
seleccionar la tirfostina que tenga mayor actividad inhibidora, para evaluar
posteriormente el estado de fosforilacion del receptor HER2 antes y después de la
exposicion a los inhibidores, utilizando las técnicas de Western Blot e
Inmunofluorescencia.
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OBJETIVOS

*  Determinar la presencia y estado de fosforilacion del receptor HER2 en las
lineas celulares de céncer cervical HeLa, CALO e INBL por medio de las técnicas
de Western Blot e inmunofluorescencia.

*  Inhibir la fosforilacion de HER2 por medio de inhibidores de tirosina-cinasa
(Tirfostinas)

*  Determinar la inhibicion de la proliferacion celular en células de carcinoma
cervical posterior al bloqueo de la actividad tirosina-cinasa de HER2 por medio de
inhibidores (Tirfostinas) en cultivos in vitro.

HIPOTESIS

Al exponer células de cancer cervicouterino cultivadas in vitro a inhibidores de la
actividad tirosina cinasa (tirfostinas), disminuye su crecimiento debido al bloqueo
de moléculas activadas por fosforilacion en tirosina, como el receptor HER2.
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POBLACION

Se utilizaron células de tejido epitelial cervical cultivadas in vitro, de las lineas
CALO, INBL y HelLa.
La linea celular HelLa deriva de un tumor cervical del afio 1952, HelLa son las
siglas de Helen Lane, mujer de cuyo epitelio se obtuvieron las células cervicales.
Las lineas celulares CALO (estadio clinico lll B) e INBL (estadio clinico IV B)
fueron establecidas en el Laboratorio de Diferenciacién Celular y Cancer de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. Son células infectadas con el virus de
papiloma humano tipo 16yg).

VARIABLES INDEPEDIENTES

Concentracion celular

Temperatura de cultivo
Concentracién de CO;

Humedad Yy tipo de medio de cultivo
Concentracion de tirfostinas

VARIABLES DEPEDIENTES

Proliferacion celular
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MATERIAL
Material biolégico

Linea célular CALO

Linea celular INBL

Linea celular HelLa

Linea celular MCF-7

Linea celular U937

Linfocitos humanos de sangre periférica
Medio de cultivo RPMI

Suero fetal de Bovino SFB (GIBCO)

* & & & 9 & & @

Soluciones

Solucion PBS IX*
Verseno*

Buffer de corrida I*

Buffer de transferencia II*
Buffer gel concentrador*
Buffer gel separador®
TBS*

TBS Tween*

Solucion reveladora®
Solucion fijadora*
Dimetilsulfoxido*

Cristal violeta 0.1 %*
Glutaraldehido 1%*
Acido acético 10%"*
Buffer de elusién*

Buffer de Laemmli 5X*
Tirfostinas (Calbiochem)
*NOTA: El proceso de preparacion esté descrito en el ANEXO 1

® & & & 9 & & & 8 0 o 5 9 " 8@

Equipo

» Placa de electrotransferencia (Pharmacia Biotech Sweden)
« Camara de electroforesis (Atto)
e Incubadora (Forma Scientific ,USA)
e Campana de flujo laminar (VECCHI Ingenieros S.A, México)
e Purificador MilliQ (Millipak)
¢ Lector de placas (Bio-tek intruments ,INC)
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Microscopio Zeiss (Industi = Cort Zeiss, México)

América Optical (corporation, USA) LEICA DMIL

Autoclave (PAESA mod 3000, México)

Potencidmetro (CORNING pH meter 440)

Ultracongelador REVCO Scientific INC ULT 2186-5-AT4, USA)

Material de cultivo

Frascos de cultivo estériles (Nalge Nunc)
Tubos de plastico estériles (Nalge Nunc)
Pipetas de vidrio estériles (pyrex)

Placas de 24 pozos (Nalge Nunc)
Matraces erlenmeyer de 125 ml (pyrex)
Matraces erlenmeyer de 250 ml (pyrex)
Probetas de 100 ml (pyrex)
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CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusién

Para las células utilizadas
e Estar libre de contaminantes microbiolégicos (bacterias, hongos, etc) que
interfieran con las determinaciones.
Células viables.
Células que crezcan in vitro.

Criterios de exclusion

e Células contaminadas con bacterias u hongos.
e Células no viables.
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METODOS

Cultivo celular

Las lineas celulares CALO, INBL, HeLa, y MCF-7 se cultivaron en medio RPMI
suplementado con suero fetal de bovino (SFB) (GIBCO BRL, USA) a una
concentracion final del 10%. Los cultivos se mantuvieron en la incubadora (Forma
Scientific, USA) a 37 °C, 5% de CO.y humedad a saturacion.

Resiembra

Se retird el medio de cultivo, se agregaron 4 ml de verseno (Anexo 1) y se
incubd por 5 minutos. Se desprendieron las células y el contenido del frasco se
transfirid a un tubo con 1 ml de medio RPMI-SFB 10%. Se centrifugd por 5 minutos
y se lavé 2 veces con el mismo medio bajo las mismas condiciones. El botdon
celular se resuspendid en medio de cultivo y se colocaron 0.5 ml de esta
suspension a cada frasco que se resembrd junto con 20 ml de medio RPMI-
FBS10%.

Contec celular

Las ceélulas se desprendieron y lavaron como se senalé arriba y se
resuspendieron en una cantidad conocida de medio de cultivo, posteriormente se
homogeneizaron perfectamente y se tomaron 20ul los cuales se colocaron en un
tubo eppendorff con 180 pl de medio. De este tubo se tomaron 20ul y se colocaron
en otro tubo con 20pl de azul tripano, se mezcld bien y se colocaron 20l en el
hemacitémetro para realizar el conteo celular en el microscopio dptico.

Congelacién de células

Las células se desprendieron y lavaron como se describidé anteriormente. El
botdn celular se resuspendid en medio de congelacién (Anexo1) y se alicuotd en
viales de congelaciéon (1ml por cada vial), se colocaron los viales dentro del
ultracongelador (REVCOQ) a —=70°C y posteriormente se almacenaron en Nitrégeno
liquido.
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Cescongel-  6n

Se colocaron los viales en bafic  aria hasta que se descongelaron. Una vez
transcurrido el tiempo se transfirid el contenido de los viales en un frasco con
medio de cultivo a 37 °C y se coloco en la incubadora.

Inhibicién de la proliferacién

Se realizd un conteo celular y preparé una suspensiéon de 10,000 células/mi.
En una placa de 96 pozos se colocaron alicuotas de 100ul por pozo y se incubaron
por 24 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se retiré el medio de cultivo, se hizo
una dilucion seriada de las Tirfostinas (Anexo 2) y se colocaron 100ul/pozo de cada
dilucién en 3 pozos distintos para cada una. Se incub6 por 120 horas. Después de
este tiempo se midid la inhibicién de la proliferacion por la técnica de cristal violeta.

Técnica de Cristal Violeta

Se retird el medio de los pozos y se fijaron las células con 70ul de
glutaraldehido al 1% (Anexo 1) por 20 minutos, se lavé 3 veces con agua destilada
y se dejo secar, posteriormente se agregaron 100ul de cristal violeta al 0.1%
(Anexo1) y se incubd por 10 minutos en agitacién tras lo cual se lavé 6 veces con
agua destilada y nuevamente se dejo secar. Una vez seca, se agregaron 150ul de
acido acético al 10% (Anexo1) y se agitdé por 20 minutos. Transcurrido ese tiempo
se leyd a 570 nm en el lector de placas (Bio-Tek instrument, INC, USA).

Inmunoprecipitacion

Se sembraron 2 X10° células por cada frasco de cultivo de CALO, INBL, MCF-
7 y mientras que para la linea celular HelLa se sembraron 4 X 10° células por cada
frasco de cultivo. Se incubaron por 24 horas y una vez transcurrido ese tiempo se
colocaron en 1 ml de buffer de lisis dentro de un tubo Eppendorf y se incubaron por
15 minutos en hielo; posteriormente las células se centrifugaron a 4°C por 15
minutos. Finalmente se cuantificd la cantidad de proteinas presentes en cada linea
celular por el método de Lowry para inmunoprecipitar la misma cantidad de cada
una de ellas.

Por otra parte, se colocaron 15 pl de proteina A agarosa y 15pl de proteina G
agarosa en un tubo Eppendorf por cada linea celular, se lavaron 2 veces con 500yl
de buffer de lisis (Anexo1), se agregaron 1.5yl de Ab anti-neu (Santa Cruz
Biotechology, USA) con 40l de buffer de lisis y se incubaron 1 hora a 4°C con
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agitacion. Una vez transcurrido ese tiempo se lavaron las esferas dos veces con
buffer de lisis y se agregd el lisado celular obtenido anteriormente, los tubos se
incubaron por 16 horas a 4°C con agitacion. Finalmente se lavaron las esferas 3
veces con buffer de lisis y se agregaron 20 pl de buffer de Laemmli reductor
(Anexo1) por cada tubo, se colocaron en agua hirviendo por 5 minutos y se
guardaron a —20°C. 3

Electroforesis

Es un método que permite la separacion de proteinas mediante cargas
eléctricas en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio. Se usa un gel
separador al 10 % (Anexo1) con acrilamida-bisacrilamida (Anexo1) y un gel
concentrador 4% (Anexo1). Las muestras que se inmunoprecipitaron fueron
colocadas en la placa de gel dentro de la camara de electroforesis, ademas se
colocd un marcador de pesos moleculares pretefiidos (Gibco, USA) con un rango
de 16 a 200 kDa. La camara se llené con buffer de corrida (Anexo 1) y se aplicd un
voltaje de 85V.

Western Blot

Se colocd el gel de poliacrilamida sobre una membrana de nitrocelulosa
previamente humedecida con buffer de transferencia pH 8.3 (Anexo1) en la placa
de electrotransferencia, se aplicé una corriente de 125-150 mA durante 2 horas.
Transcurrido ese tiempo se retird el gel, se cortd la orilla de la membrana para
separar los pesos moleculares y se bloqued con albumina bovina (Sigma, USA) al
1% en buffer TBS (Anexo 1) por 1 hora a temperatura ambiente.

Inmunoblot

Se incubd la membrana con el Ab anti-neu (Santa Cruz Biotecnology, USA)
(1:500) durante 1.5 horas, se lavé 2 veces por 5 minutos con TBS-Tween (Anexo1)
y 2 veces con TBS de la misma manera, posteriormente se incubé 1 hora con el Ab
secundario (cabra anti-ratén conjugado con peroxidasa) (1:1000) y se lavé la como
se sefald arriba; se agregd el sustrato de quimioluminiscencia (Pierce,USA) y se
coloco sobre una pelicula (Biomax,Kodak ,USA) por el tiempo requerido. Se retird
la membrana y la pelicula se sumergié en la solucion reveladora (revelador KodaK
GBX CE) (Anexo 1), se enjuagd y se sumergié inmediatamente en la solucién
fijadora (Eastman Kodak) (Anexo1) por unos segundos, se dej6 secar y se observo
el resultado.
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Inhibicién de la fosforilacién

Se cultivaron las células en igualdad de condiciones que las descritas
anteriormente, posteriormente se adicionaron las cantidades de tirfostina
requeridas (ECsp), se incubaron durante 24 horas y se lisaron e inmunoprecipitaron
de la forma descrita anteriormente. Para realizar el Inmunoblot se utilizaron los
anticuerpos PY20 + PY99 (Santa Cruz Biotechnology California) a una dilucién
1:1000 y el mismo anticuerpo secundario (conejo anti ratdén) a una dilucién 1:2000.
Después del revelado con quimioluminiscencia (Inmunoblot), se eluyeron los
anticuerpos con el buffer de elucién (Anexo1), se lavaron las membranas con TBS,
se bloquean con TBS-BSA(1%) y se incubaron con anticuerpo anti-neu.

Inmunofluorescencia

Se colocaron 100 000 células por pozo en una placa de 24 pozos, se
incubaron por 24 hrs, se lavaron 2 veces con 1 ml de BSA-1% a 4°C, se
adicionaron 100 pl de Ab antineu (1:100) en PBS-BSA1 % y se incubaron a 4°C por
45 minutos en oscuridad; se lavoé 2 veces con 1 ml de PBS-BSA1 % a 4°C. Se
agregaron 100pl del Ab oveja anti-ratdn biotinilado (1:100) en BSA-1% y se incubd
por 45 minutos a 4°C en oscuridad, posteriormente se lavé 2 veces de la misma
manera, se agregaron 100ul de estreptavidina (1:100) en PBS-BSA1% y se incubd
por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Pasado ese tiempo, se colocaron 200ul por
pozo de solucion PBS-Glicerol 9:1 y se observd al microscopio de fluorescencia
con luz ultravioleta (Leica).
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RESULTADOS

HER2 es un factor de crecimiento epidérmico. Esta proteina es activada
mediante una cascada de reacciones llevadas a cabo por diferentes moléculas que
forman parte de circuitos transductores de sefial existentes en el citoplasma. Los
segundos mensajeros transmiten la sefial y finalmente ésta informacion se envia al
nucleo, donde se ejecuta la orden de diferenciacién y division celular. Cuando se
presenta una sobre-expresion del factor de crecimiento como HER2 en la células
se produce un aumento en la tasa de crecimiento interrumpiendo el control de la
proliferacién de las células e induciendo un proceso de transformacion maligna.

En diversos estudios se ha observado la sobre-expresion de HER2 en cancer
de mama, lo cual se encuentra relacionado con el grado de malignidad celular.
Cuando se bloguea la accion de HER2 se diminuye la tasa de crecimiento
permitiendo entonces el control de la proliferacion celular.

En nuestro laboratorio, se determino que HER2 se encuentra expresada hasta
50 veces mas que en las células procedentes de carcinoma de cérvix, CALO, INBL
asi como en la linea HelLaug). El primer objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia de la proteina HER2 en lisados de las células CALO, INBL y Hela
posteriormente seleccionar el inhibidor adecuado y para ello se hicieron ensayos
de inhibicién de la proliferacién celular con la técnica de cristal violeta utilizando las
tiffostinas 25, B42, B44, B46, B48, B50 y B56. Se utilizaron estas tirfostinas ya que
han mostrado una importante inhibicién con el factor de crecimiento . epidérmico
(EGF), bloqueando la actividad tirosina-cinasa en particular la Tirfostina B42.

Para analizar el efecto de las tirfostinas scbre la proliferacion celular, se
incubaron cultivos de las lineas celulares CALO, INBL y HelLa en presencia de
éstos inhibidores. Como se observa en las figuras (1-7) no todas las tirfostinas
tienen el mismo poder inhibidor sobre las células tumorales cultivadas in vitro bajo
las mismas condiciones.

Observamos un comportamiento similar que muestra que existe inhibicion a
determinadas concentraciones y dicha inhibicién disminuye de manera proporcional
a la concentracion. Tales concentraciones llamadas ECso (la menor concentracion
posible a la cual disminuya visiblemente |a proliferacion celular)ss se muestran en
la tabla 1.

En la figura 1 se observa el efecto de la tirffostina 25. Existe inhibicion de la
proliferaciéon a una concentracion de 12.5uM para la linea CALO (A) para HelLa (B)
25uM; y para INBL(C) 6.25uM. Se puede observar que para las tres lineas
celulares se requieren diferentes concentraciones, de esta tirfostina para inhibir la
proliferacion celular.

Las tirfostinas son derivados de un nucleo benziledenemalononitrilo que tienen
ciertas propiedades hidrofébicas que les permiten atravesar la membrana celular
pero que a su vez presentan diferencias importantes en su estructura quimica que
explican el distinto comportamiento experimental como se describe posteriormente.
La tirfostina 25 ademas de tener el nicleo benziledenemalononitrilo, en las
posiciones 3 y 4 presenta radicales hidroxilo, los cuales brindan una mayor
polaridad y permiten la formacion de puentes de hidrégeno.
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La tirffostina B42 en cambio, muestra un comportamiento diferente como se puede

observar en la figura 2. En las lineas celulares CALO, HelLa e INBL se requieren
altas concentraciones (50uM) para la inhibicién de la proliferacién. A medida que
ésta disminuye su actividad inhibidora disminuye, pero si la concentracién
disminuye aun mas (0.048uM) su actividad inhibidora aumenta. Para la tirfostina
B42 obtuvimos una ECs mas pequerfia en comparacion con las demas tirfostinas.
La estructura de la tirfostina B42 contiene una cadena de hidrocarburos mas corta
enlazada al grupo amida. Si la comparamos con la tirfostina B56, la tirfostina B42
posee un anillo de benceno mas cercano al grupo amida pero no igual que la B48,
ésto permite que la tirfostina sea estable pero lo suficientemente reactiva para
unirse a los receptores de tirosina en mayor proporcion que las demas
disminuyendo la unién de la tirosina a su receptor y consecuentemente también la
fosforilacion del receptor y la proliferacion celular desenfrenada.
En la figura 3 se observa el efecto inhibidor de la tirfostina B44 sobre la
proliferacién. En la linea CALO (A), se obtuvo una ECsy concentracion inhibidora
de 12.5uM; para Hela (B) 25 uM; y para INBL (C) 12.5uM. Podemos observar
que la ECsp de CALO e INBL son iguales mientras que la de HelLa es mayor. La
estructura de la tirfostina B44 es muy semejante a la tirfostina B50 con excepcién
del grupo metilo que se encuentra en el carbono quiral. Esto permite que la
molécula pueda formar enantiémeros, siendo que sus propiedades fisicas son
idénticas con excepcion a la direccion en la que se hace girar el plano de la luz
polarizada; la tirfostina B44 lo hace hacia la izquierda (-) mientras que la tirfostina
B50 gira a la derecha (+). El sistema de enzimas de las células es capaz de
distinguir entre la estructura enantiémerica, por lo que solo una de las tirfostinas
puede enlazarse comrectamente en el sitio activo quiral de una enzima y por tanto
solo una de las tirfostinas tiene efecto bioldgico en las células cervicales. La
diferencia estructural entre las tirfostinas B44 y BS0 con las demas tirfostinas es la
sustitucion de grupo nitrilo por el grupo amida, el cual tiene como radical un
hidrocarburo donde se encuentra el carbon quiral ramificado por un metilo y por el
anillo de benceno lo que en teoria les resta reactividad con respecto a la tirfostina
B42, y que experimentalmente fue incapaz de inhibir la fosforilacién del receptor
HER2.

En el caso de la tirffostina B46 (figura 4) observamos que la concentracién a
la cual disminuye la proliferacién celular en CALO (A) es 3.12uM; en HelLa (B) es
6.25uM; y en INBL (C) 3.12uM. Nuevamente observamos que la ECs es igual en
CALO e INBL, mientras que en HelLa es 2 veces mayor.

La estructura de la tirfostina B46 difiere de las demas tirfostinas por la
sustitucion del grupo nitrilo por el grupo amida, donde el radical de hidrocarburos
se encuentra conformado por el propano y en la posicién 3 se encuentra un anillo
de benceno, esto permite que la molécula sea mas reactiva que otras como la
tirfostina 25. Sin embargo, a pesar de que observamos que inhibe la proliferacion
celular a las concentraciones antes mencionadas, en ensayos de inmunoblot HER2
ya no se detecta en células cultivadas en presencia de éstas tirfostinas, con
excepcion de la B42.(datos no mostrados)
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Con la tirffostina B48 (figura 5) se determiné para CALO (A) una ECs de
12.5uM; para Hela (B), 50uM; y para INBL 12.5uM. En CALO e INBL se requiere
la misma concentracién mientras que para Hela se requiere una concentracién 4
veces mayor. La estructura de la tirffostina B48 difiere de las demas tirfostinas en el
radical de hidrocarburo (anillo de benceno) enlazado directamente con la amida;
esto permite que la molécula tienda a ser un poco menos reactiva que la tirfostina
B42.

Usando la tirfostina B50 (Figura 6) obtuvimos una ECsp en CALO (A) de
3.12uM; en Hela (B) 12.5uM y en INBL (C) 12.5uM. Podemos observar que Hela
e INBL inhiben a la misma concentracion (12.5uM) mientras que CALO requiere
una concentracion tres veces menor. La estructura de la tirffostina BS0 esta descrita
Junto con la tirfostina B44.

La tirfostina B56 (Figura7) inhibe la proliferacion de CALO (A) a una ECs de
1.56uM; en Hela (B) a 3.12uM y en INBL (C) a 1.56uM. Para CALO e INBL se
necesita la misma concentracion (1.56uM) mientras que Hela requiere una
concentracion 2 veces mayor (3.12uM) para inhibir la proliferacién celular. Estas
diferencias son posiblemente debidas a la variabilidad propia de cada linea celular.
La tirffostina BS6 tiene una cadena mas larga de hidrocarburos enlazada al grupo
amida y en la posicion 4 tiene un anillo benceno lo que le permite tener una cadena
saturada inerte pero estable.

Haciendo una comparacion de la estructura quimica de las tirfostinas podemos
entender porqué las curvas de inhibicién de la proliferacion realizadas utilizando la
tifostina B42 presentan un comportamiento diferente con respecto a la demas
tirfostinas y porqué justamente ésta tirfostina es la Unica que inhibe aunque sea de
manera parcial la fosforilacion del receptor HER2 de acuerdo a nuestros resultados
descritos posteriormente.

En la tabla 1 se muestra el ECg para cada tirfostina, ésta es la concentracién
minima necesaria a la cual se inhibe la proliferacion celular de manera visible en
las gréaficas con respecto al punto de inicio.

Debido a que las tirfostinas estan disueltas en dimetilsulfoxido (DMSQ) se
realizaron controles con el disolvente a las concentraciones ECsy de cada una de
las tirfostinas con el fin de determinar si los comportamientos se veian afectados
por el DMSO y como se aprecia en las figuras1-7 observamos comportamientos
distintos a los descritos por las tirfostinas o sea que el disolvente no afecto los
ensayos.

Después de determinar el efecto inhibidor de las diferentes tirfostinas sobre la
proliferacion celular, determinamos la presencia de la proteina HER2 en las lineas
celulares de cancer cervical Hela, CALO e INBL. Se utiliz6 como control positivo
la linea celular de cancer de mama MCF-7 en la cual se sabe que ésta proteina se
encuentra sobre-expresada, como control negativo utilizamos la linea celular U937
y linfocitos normales de sangre periférica que no expresan HER2 ya que son
células de origen hematopoyético.

De cultivos celulares de las lineas CALO, INBL y HelLa se obtuvieron lisados
celulares y se inmunoprecipité la proteina HER2 utilizande un anticuerpo
especifico. Se utilizd el mismo numero de células con la finalidad de comparar la
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cantidad de proteina presente en cada linea celular. A partir de los
inmunoprecipitados se separd la proteina mediante electroforésis y se identifico por
inmunoblot.

En las figuras 8 y 9 (B) podemos observar la presencia de una proteina de
aproximadamente 185 kDa la cual corresponde a la proteina HER2 de acuerdo al
peso molecular reportado para la proteina y por la especificidad del anticuerpo anti-
neu utilizado. Cada carril corresponde a las lineas celulares MCF-7, HelLa, INBL,
CALO y C-33 respectivamente. En la figura 9 en (B) se observa que la proteina
HER2 no esta presente ni en la linea U937 ni en linfocitos.

Sabiendo que el cancer cervical, a diferencia del cancer de mama, esta
relacionado con la presencia del virus de papiloma humano (VPH) y que las lineas
celulares CALO, INBL y Hela estan infectadas con VPH 16, utilizamos la linea
celular C-33 que esta libre de infeccidon por VPH, para analizar si la presencia del
virus VPH de alguna manera esta relacionada con la sobre-expresién de HER2.
Los resultados muestran que HER2 se expresa, aunque en una proporcion
cualitativamente menor a la encontrada en las otras lineas celulares.

Con la finalidad de determinar si la disminucién de la proliferacion celular
estaba relacionada con una disminucién de la fosforilacion de HER2 se analiz6 el
estado de fosforilacién del receptor antes y después de la exposicion a las
tirfostinas.

Para determinar el estado de fosforilacién de la proteina HER2 se obtuvieron
lisados celulares y a partir de ellos se inmunoprecipitd la proteina HER2. Los
inmunoprecipitados fueron separados mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidos a membrana de nitrocelulosa y analizados por inmunoblot utilizando
anticuerpos anti-fosfotirosina.

Las figuras 8A y 9A muestran que el receptor se encuentra fosforilado en
tirosina, lo que parece indicar que sin un estimulo aparente de factor de
crecimiento, el receptor se autofosforila. Asi como en la figura 9 se observa que en
los carriles de las lineas celulares U937 y en los linfocitos no se encuentra presente
HER2 ya que no se observan las bandas correspondientes a ésta proteina.

Para corroborar que la proteina fosforilada era HER2 la membrana fue
incubada en medio &cido para eluir el anticuerpo antifosfotirosina y se incubd
nuevamente con un anticuerpo anti-neu, el resultado se observa en las figura 8B y
10B

Para determinar el efecto inhibidor de las tirfostinas sobre la fosforilacion en
tirosina del receptor HER2, se incubaron las células en presencia de la tirfostina
que mostré mayor efecto inhibitorio sobre la proliferacién, en éste caso B42. Las
células se incubaron durante 16 horas en presencia del farmaco, posteriormente se
lisaron y se inmunoprecipitd la proteina HER2.

Los inmunoprecipitados fueron separados por electroforesis SDS-PAGE,
transferidos a membranas de nitrocelulosa y analizados por inmunoblot con
anticuerpo antifosfotirosina. En la Figura 10A se muestra el blot antifosfosfotirosina
en el cual se observa que al haber estado las células en contacto con la tirfostina
B42 se impidid al menos de manera parcial la fosforilacion de HER2. Se observa
que la proteina HER2 esta presente en todas las lineas celulares. Se utilizé como
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control un cultivo de la linea celular INBL que no fue sometido al tratamiento con
tirfostina. En la figura 10 se puede observar la presencia de la proteina fosforilada.

Para confirmar la identidad y presencia de la proteina se incubd la
membrana en medio acido para eluir el anticuerpo antifosfotirosina y se volvio a
incubar con el anticuerpo especifico anti-neu (figuraq10B).

Otro de los objetivos del proyecto era determinar la presencia de la proteina
por medio de la técnica de inmunofluorencia, sin embargo, tras haber realizado
algunos ensayos haciendo varias modificaciones a la técnica los resultados no
fueron satisfactorios, lo Gnico que pudimos observar por inmunoflurescencia fueron
imagenes como la que presentamos en la figura 11. En A se observa un grupo de
células Hela fijadas con glutaraldehido y observadas con luz visible a una
resolucién 40x, en B se observan las mismas células después del tratamiento para
inmunofluorescencia con luz ultravioleta en el microscopio LEICA a una resolucion
40x. No apreciamos la presencia de HER2 ya que solo se observa una region
tefida de color verde mientras que las células se encuentran distribuidas en todo el
campo. Probablemente el anticuerpo que utilizamos para detectar la proteina
mediante Western Blot no sea Util para la técnica de inmunofluorescencia. Seria
necesario realizar ésta técnica con otro anticuerpo.
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RESULTADOS

Inhibicién de la proliferacién celular inducida por la tirfostina 25
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Figura 1. Inhibicion de la proliferacion celular inducjda por la tirfostina 25 en
las lineas celulares CALO(A), HeLa(B), INBL{C) y un control de DMSO (D). Se
realizo una dilucion seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de celulas. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en ymo/L en una escala 0 a 100uM. Los
cuitivos celulares se incubaron en presencia de la tirfostina 25 durante 120 horas. Se
realizo un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea celular.
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Figura 2. Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B42 en
las lineas celulares CALO(A), HeLa(B), INBL(C) y un control de DMSO (D). Se
realizd una dilucidn seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de células. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en umo/L en una escala 0 a 100uM. Los
cultivos celulares se incubaron en presencia de |a tirfostina B42 durante 120 horas.
Se realizo un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea celular.
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Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B44
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Figura 3. Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B44 en
las lineas celulares CALO(A), HeLa(B), INBL(C) y un control de DMSO (D). Se
realizo una dilucién seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de células. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en umo/L en una escala 0 a 100uM. Los
cultivos celulares se incubaron en presencia de la tirfostina B44 durante 120 horas.
Se realizo un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea ceiular.
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Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B46
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Figura 4. Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B46 en
las lineas celulares CALO(A), HeLa(B), INBL(C) y un control de DMSO (D). Se
realizd una dilucion seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de células. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en pmo/L en una escala 0 a 100uM. Los
cultivos celulares se incubaron en presencia de la tirfostina B46 durante 120 horas.
Se realizo un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea celular.
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Figura 5. Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B48 en
las lineas celulares CALO(A), HeLa(B), INBL(C) y un control de DMSO (D). Se
realizd una dilucion seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de células. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en umol/L en una escala 0 a 100uM. Los
cultivos celulares se incubaron en presencia de la tirfostina B48 durante 120 horas.
Se realizo un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea celular.
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Figura 6. Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B50 en
las lineas celulares CALO(A), HelLa(B), INBL(C) y un'control de DMSO (D). Se
realizé una dilucion seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de células. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en umo/L en una escala 0 a 100uM. Los
cultivos celulares se incubaron en presencia de la tirfostina B50 durante 120 horas.
Se realizd un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea celular.

44



Absorbancia

Absorbancia

Inhibicién de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B56

CALO B 66

o
@

o
o

T

0 0048 0087 0195 03¢ 0.78 156 312 625 125 23 50 100
Concentracion uM

Hela B 56

09
o8
07
06
0Ss
0.4
03
02
01 ¢

' i

= — ISt}

o] 0048 0087 0185 038 078 156 212 625 125 2 50 100
Concentracion J"M

45



INBL B 56
12
1
- 0B
[*}
5
2 06
o
“w
E-1
< 04 |
02
= -o- a
0 . . . . . Man==s VA . oo o, PN !
] 0048 0097 0195 039 0.78 156 312 625 125 25 50
Concentracion pM
D:
DMSO "Try B 56"
R DMSO B 56
3 & Hela DMBO BS6
[ e CAL O DMSD B 56
25 | ¥ = 2 - = ™
1 - . T an - =
"l T —— -
20—, I "=4—~—P/!‘ . 2
E |
248 |
g 1+——M
|

05 |
|
ol s x . . N " " " " z " .
o] 0048 0097 0185 039 0781 1562 3125 625 125 25 50 100
Concemtadén}lll

Figura 7. Inhibicion de la proliferacion celular inducida por la tirfostina B56 en
las lineas celulares CALO(A), HelLa(B), INBL(C) y un control de DMSO (D). Se
realizo una dilucion seriada bajo las mismas condiciones usando la misma cantidad
de células. Se graficaron los diversos valores de absorbancia para cada una de las
concentraciones celulares expresadas en umo/L en una escala 0 a 100uM. Los
cultivos celulares se incubaron en presencia de la tirfostina B56 durante 120 horas.
Se realizd un ensayo con DMSO para cada una de las lineas celulares como control
para evaluar su efecto. Los resultados corresponden al promedio de 3 ensayos para
cada linea celular.
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Concentracién (ECs,uM) necesaria para inhibir la proliferacion celular

Tirfostina CALO (uM) HeLa (uM) INBL (M)
25 125 25 6.25
B42 0.048 0.048 0.048
Bd4 12,5 25 12,5
B46 3.12 6.25 3.12
B48 125 50 12,5
B50 3.12 12,5 12.5
B56 1.56 3.12 1.56

Tabla 1. Concentracion (ECsouM) necesaria para inhibir la proliferacion con las
diferentes tirfostinas. Se realizaron ensayos de inhibicion probando diferentes
concentraciones de las tirfostinas. En ésta tabla se muestra la concentracién 6ptima
para inducir la mayor inhibicién de la proliferacion (ECsouM).
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Presencia y fosforilacion de HER2

(A) BLOT ANTI-PY

Ipp: HER2

Blot:

MCF-7 HelLa INBL CALO C-33

(B) BLOT HER2

Ipp: HER2

Blot: HER2

MCF-7 Hela INBL CALO C-33

Figura 8. Presencia y estado de fosforilacion de la proteina HER2 en las lineas
celulares MCF-7, HelLa, INBL, CALO y C-33. Se inmunoprecipité la proteina a partir
de lisados celulares, el inmunoprecipitado fue separado mediante elctroforesis (SDS-
PAGE 10%) y las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa. (A) La
membrana fue incubada con anticuerpos antifosfotirosina para determinar el estado
de fosforilacion de la proteina HER2. La proteina se encuentra fosforilada si el
estimulo con factores externos como el EGF que se sabe induce fosforilacion. (B) La
membrana fue incubada en 0.1M de glicina, 5% SDS pH 2.5 durante 60 minutos a
70°C, lavada y blogueada con BSA. Posteriormente se incubd en presencia de
anticuerpo anti-HERZ para demostrar que la proteina fosforilada es en realidad
HER2.
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(A) BLOT ANTI-PY

Ipp: HER2
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(B) BLOT ANTI- HER2

Ipp: HER2 ’ ; ca
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Figura 9. Presencia de la proteina HER2 en las lineas celulares Hela, CALO,
INBL, U937 y Linfocitos. Se inmunoprecipité la proteina a partir de lisados celulares
y posteriormente fue separada por electroforesis (SDS-PAGE 10%) y transferida a
membrana de nitrocelulosa. Los dos Udltimos carriles de éste inmunoblot
corresponden a dos controles negativos donde no esta presente HER2; El primer
carril corresponde a células Hela tratadas unicamente con DMSO como control
negativo. (A) Inmunoblot con anticuerpos antifosfotirosina (PY20 y PY99) donde se
observa que la proteina HER2 esta fosforilada en tirosina (B) La membrana fue
incubada en medio &cido, bloqueada con BSA y probada nuevamente con
anticuerpos anti HER2 para demostrar la presencia de ésta proteina. La proteina
HER2 rio esta presente en las células U937 ni en linfocitos de sangre periférica de
donadores normales.
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Inhibicién de la fosforilacién en tirosina de la proteina HER2 por la
tirfostina B42.

(A) BLOT ANTI-PY
Ipp: HER2/Tyr B42

Blot: a PY

Control MCF-7 HelLa INBL CALO C-33

(B) BLOT ANTI-HER2

Ipp: HER2/Tyr B42

Blot: HER2

BERTAR i P il o e T TR e

Control MCF-7 Hela INBL CALO C-33

Figura 10. Inhibicion de la fosforilacion de la proteina HER2 por la tirfostina
B42. Las lineas celulares MCF-7, HelLa, INBL, CALO y C-33 fueron expuestas a la
tiffostina B42 por un periodo de 16 horas a una concentracion 0.048.M. Las células
se lisaron y se inmunoprecipitd la proteina HER2. Las proteinas inmunoprecipitadas
se separaron mediante electroforesis (SDS-PAGE 10%) y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. El primer carril corresponde al control de las células
INBL que no se expusieron a la tirfostina y se trato de la misma forma que el resto.
(A) La membrana de nitrocelulosa se incubd con los anticuerpos antifosfotirosina
(PY20 y PY99) en las lineas Hela, INBL, CALO y C-33 no se observo la proteina
fosforilada. (B) Se observé presencia de la proteina HER2 después de incubar la
membrana en medio acido para eliminar el anticuerpo antifosfotirosina y de
incubarla nuevamente con el anticuerpo anti-neu.
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Inmunoflurescencia

(A) (B)

Figura 11. Determinacién de la presencia de HER2 en células HeLa mediante
la técnica de inmunofluorescencia. Imagen de células Hela tratadas con la
técnica de inmunofluorecencia. (A)Células INBL observadas con luz visible en el
microscopio Leica a una resolucion 40x. (B) Las mismas células después del
tratamiento con el anticuerpo antifluoresceina observadas con luz ultravioleta en el
microscopio Leica a una resolucion 40x.

51



DISCUSION

El protooncogen neu codifica para una proteina transmembranal de 185KDa
con actividad intrinseca de tirosina cinasa llamada HER2. Este receptor es semejante
al receptor del factor de crecimiento epidérmico. Se ha reportado que existe sobre-
expresion de la proteina HER2 en algunos tipos de tumores humanos como
adenocarcinomas ginecoldgicos que incluyen los de ovario, endometrio, trompa de
Falopio y cérvix, dicha sobre-expresion se debe a la amplificacion del gen.

Se han realizado diversos estudios acerca de la sobre-expresion de la proteina
pero no se ha estudiado mucho acerca de la actividad de tirosina cinasa del receptor y
la posibilidad de utilizar inhibidores para interferir con su actividad.

En el presente estudio determinamos la presencia de HER2 asi como su estado
de fosforilacion y evaluamos el efecto de diferentes tirfostinas sobre la fosforilacion del
mismo

Debido a que HER2 es un receptor de membrana cuya actividad conduce a una
cascada de fosforilacion en cinasas citoplasmaticas (incluyendo ras y raf)as lo que
incrementa la transcripcion proteica y el crecimiento celular, no resulta extrafo que las
células cancerosas crezcan de manera incontrolada, por lo que en éste caso
procedimos a determinar la presencia y sobre-expresion del receptor en las lineas
celulares seleccionadas, determinar su estado de fosforilacién y sobre todo determinar
si el crecimiento acelerado de las células tenia una relacion directa con la sobre-
expresion del receptor y su fosforilacién, Esto lo logramos utilizando las tirfostinas,
que al bloquear la actividad tirosina cinasa y al mismo tiempo disminuir la proliferacion
celular, puso de manifiesto el papel de HER2 en el crecimiento celular desenfrenado
caracteristico de las células cancerosas en las lineas celulares que trabajamos, ya
que al utilizar un inhibidor disminuia el crecimiento celular y a su vez observamos que
HER2 no estaba fosforilado, lo que nos indica que este hecho era el que habia
detenido el crecimiento celular, cuando menos de manera parcial.

A pesar de que sabemos que el VPH juega un papel decisivo en el cancer
cervicouterino, ya que inactiva a las proteinas supresoras de tumor Rb y p53 como se
menciond anteriormente, creemos que éste hecho solo permite que HER2 actie de
manera andrquica al carecer de los medios de control propios de las células normales
y esto lo confirma el hecho de que HER2 esté sobre-expresado en la linea celular C-
33 la cual esta libre de infeccidn por VPH(13).

Por lo tanto, en base a nuestros resultados sabemos que al igual que en el
cancer de mama, uno de los puntos clave para el desarrollo de tratamientos contra el
cancer cervicouterino radica en el bloqueo de la red de sefiales bioguimicas que
desencadena HER2 tras la autofosforilacion que deriva de |la sobre-expresion de éste
receptor.

De manera general en nuestros resultados, observamos que para la linea celular
Hela se requiere una mayor concentracién de tirfostina para inhibir la proliferacion
celular en una proporcién de dos a cuatro veces mas que en CALO e INBL, esto es
debido a que ésta linea celular posiblemente expresa algunos genes los cuales no
expresan ni CALO ni INBL, lo cual forma parte de la variabilidad de cada linea celular
ya que Hela es una linea celular obtenida de una paciente de un tumor cervical del
afo de 1952 y las lineas celulares CALO e INBL fueron obtenidas a partir de biopsias
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de carcinoma cervicoutrerino de pacientes mexicanas en diferentes estadios de la
enfermedad.

Tomando en cuenta esto, realizamos ensayos con inhibidores de tirosina cinasa
analogos a la tirosina llamados tirfostinas.

Estos inhibidores fueron sintetizados recientemente y no se conocen sus efectos
toéxicos ni sus mecanismos de accién sobre el receptor y las células, aunque
experimentalmente observamos que a concentraciones altas provoca muerte celular.

La tirfostina B42 inhibe la fosforilacion del receptor HER2 a concentraciones
pequenas, lo que posiblemente se debe a su estructura quimica ya que es la mas
parecida a la tirosina y a su vez tiene menor impedimento estérico, esto permite que
sea reconocida por el receptor y se una a él. Analizando su estructura quimica
llegamos a suponer que el nitrégeno del grupo amida tiene mas posibilidad de
enlazarse al grupo carboxilo del receptor ya que tiene un par de electrones libres que
le dan una carga negativa capaz de atacar al carbono del grupo carboxilo del receptor,
el cual posee una carga parcial positiva, éste hecho nos ayudaria a explicar el porqué
solo la tirfostina B42 inhibe la fosforilacion.

A diferencia de la B42, la tirfostina 25 carece del grupo amida, la B48 tiene un
anillo de benceno unido al nitrégeno de la amida por lo que los electrones estan en
resonancia y la hacen poco reactiva, mientras que los enantiomeros B44 y B50 tienen
un grupo metilo en el carbono adyacente al nitrégeno de la amida lo que provoca
impedimento estérico para que se una al receptor e impida la fosforilacién.

En la tirffostina B46 existen tres carbonos més entre el nitrégeno y el anillo
bencénico y en la tirfostina B56 existen cuatro lo que aumenta las diferencias
estructurales con respecto a la tirosina, ademas de aumentar el impedimento estérico,
por lo que creemos que no se puede unir al receptor.

Mientras que la tirfostina B42 inhibe Ia proliferacién celular a concentraciones
bajas y altas, en el primer caso debido a inhibicidén de la fosforilacion en el segundo
caso posiblemente a la toxicidad de la tirfostina; sin embargo, esto no pasa a
concentraciones medias.

Cuando se analizé el efecto de las tirfostinas sobre la fosforilacion de HER2
encontramos que la tirfostina B42 inhibe de manera competitiva a la enzima que
fosforila al receptor, esto se debe a que la estructura de la tirfostina es la mas
parecida al sustrato y tiene menor impedimento estérico.

Ademas de inhibir a HER2 existen reportes que mencionan que B42 es un
inhibidor de la fosforilacion de Jak 3 en CALO e INBL las cuales expresan las tres
subunidades del receptor IL-2 (a, B y y) las cuales son activas y una de las principales
vias que desencadenan la unién del ligando a éste receptor es la via Jak/Statg).
Trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion han demostrado la presencia y
activacion de Jak 3 en las lineas CALO e INBL. La activacién de Jak 3 tiene como
consecuencia la fosforilacion de Stat 3 y Stat 5 entre ofras, estas moléculas son
factores de transcripcion las cuales son capaces de activar genes antiapoptéticos.
Recientemente se ha demostrado que la tirfostina B42 inhibe a la Jak 3 presente en
las células CALO e INBL. (Comunicacién personal Arturo Valle Mendiola)

Este hecho podria explicar el motivo por el cual a concentraciones medias
(10pM) las células mueren, ya que ademas de la posible toxicidad del farmaco
estarian inhibiendo la expresién de proteinas antiapoptdticas (bcl-2, bel-xL) a3

. 53



Con el fin de determinar si los comportamientos cbservados se deben al efecto
de la tirfostina y no al disolvente (DMSO) se realizé un ensayo usando unicamente
DMSO en lugar de tirfostinas. Observamos un comportamiento normal distinto a
nuestros ensayos de inhibicion en presencia de tirfostinas, con lo cual confirmamos
que la inhibicion de la proliferacion se debid realmente a la presencia de la tirfostina.

Con el método de imnunofluorescencia no obtuvimos resultados satisfactorios
debido a que el anticuerpo que utilizamos esta disefiado para inmunoblots y no para
ésta técnica, lo cual al parecer causé que éste no se uniera de manera efectiva a la
proteina y no se pudiera ver la sefial de inmunofluorescencia. Para realizar ésta
técnica necesitariamos un anticuerpo especial para inmunofluorescencia pero hasta
ahora no existe alguno en el mercado.
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APORTACIONES DEL TRABAJO

La proteina HER2 se encuentra sobreexpresada en las lineas celulares CALO,
Hela, INBL y C-33. ‘

La presencia del VPH no es determinante para la sobreexpresion de HER2.

Se determind que la tirfostina B42 es un inhibidor de la fosforilacion de HER2 con
una ECsp de 0.048uM.

Cuando se bloquea la accién de HER2 se diminuye la tasa de crecimiento
permitiendo entonces el control de la proliferacion celular.

Las tirfostinas 25, B42, B44; B46, B48, B50 y B56 inhiben la proliferacion de las
lineas celulares CALO, INBL y Hel A a diferentes concentraciones.

Las tirfostinas 25, B44; B46, B48, B50 y B56 no inhiben la fosforilacion de HER2
pero si inhiben la proliferacion celular debido a la toxicidad del farmaco.

Se encontré el ECsp para cada una de las tirfostinas utilizadas.

La ECs de la B42 es la mas baja, por lo tanto la méas eficaz y la unica que a
concentraciones pequefias inhibe la fosforilacién en lo residuos de tirosina del
receptor HER2 por lo tanto disminuye la proliferacion celular, y a medida que la
concentracién aumenta se incrementa la toxicidad del farmaco, por lo que también
aumenta la muerte celular.

La tirfostina B42 es posiblemente un candidato en el tratamiento contra el cancer
cervicouterino ya que su accién radica en el bloqueo de la red de sefales
bioquimicas que desencadena HER2 tras la autofosforilacién que deriva de la
sobreexpresion de éste receptor y de ésta manera reduce la tasa de crecimiento
de las células transformadas.
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ANEXO 1

Preparacién de Reactivos

Verseno

Para preparar 1 L se necesita:
Tris base 3.04g
NaCl 8.00g
KCI 049
EDTA 02g

Se disuelve en agua Milli Q
Se ajustapH 7.7
Se esteriliza en autoclave

Medio de congelacién

Para preparar 10mL se necesitan:

DMSO 1mL
Suero Fetal de Bovino 9mL

Glutaraldehido 1.1%

Pesar 1.1 g de glutaraldehido y aforar a 100 mL de PBS o agua milli Q.

Cristal Violeta (0.1%)

Para 500mL

El cristal violeta se prepara en una solucién amortiguadora de acido férmico.
NaOH 3.96g

Acido férmico 4.28 mL

Ajustar a pH 6 y aforar a 500 mL de agua destilada o milli Q

Acido acético (10%)
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Acido acético glacial 10mL
Agua destilada o milli Q 90mL

Buffer de lisis total

Para preparar 50 mL de buffer se necesita:

Triton al 1% 0.5mL
PMSF 0.1M en EtOH 0.5mL
Ortovanadato 50uL
EDTA 0.5M 100uL
NaCl 5M 1.5mL
TRIS 1M 500pL
Aprotinina 1mL
Fluoruro de sodio 0.1M 2mL
Pirofosfato de sodio 1mL
Leupeptina 1% 1mL
Pepstatina 2mL

Este buffer debe ser preparado el mismo dia en que se va a usar o en su defecto
puede ser preparado un dia antes sin los siguientes reactivos los cuales deben ser
agregados el mismo dia de uso: PMSF, Aprotinina, pirofosfato de sodio.

Buffer de Laemmli 5x

Tris 1M pH 6.8 3.12mL
SDS 1g
Azul de bromofenol 0.005g
Glicerol 5mL
Agua milli Q 2mL

Primero se disuelve el SDS en los 2 mL de agua y luego se agregan los demas
reactivos.

Gel Separador al 10%

Acrilamida-Bisacrilamida  3.33mL
Buffer gel separador 1.25mL
SDS 10% 100 pL
Persulfato de amonio 1.5% 0.5mL
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Agua destilada 4.8mL
TEMED 15uL
Gel concentrador

Acrilamida-bisacrilamida 1.25mL
Buffer gel concentrador 2.5mL
SDS 10% 100uL
Persulfato de amonio 1.5% 0.5mL
Agua destilada 5.6mL
TEMED 15uL

Acrilamida — Bisacrilamida

Bisacrilamida 0.8g
Acrilamida 30g

Disolver en aproximadamente 30 mL de agua destilada, posteriormente se afora a

100mL si es necesario.
Usar guantes, cubre bocas y goggles ya que es muy toxico.

PMSF

Se pesan 4.35 g y se disuelven en 250 mL de etanol al 96%
Usar guantes y cubre bocas ya que es muy toxico.

Buffer gel concentrador
Disolver 6.05 g de Tris en 40 mL de agua, ajustar el pH a 6.8 y aforar a 100 mL.

Buffer gel separador
Disolver 36.3 g de Tris disuelto en 50mL, ajustar el pH a 8.8 y aforar a 100 mL.

Buffer de corrida 5X
Glicina 729
Tris 159
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SDS 5g

Disolver el SDS en 100 mL de agua destilada, posteriormente disolver los demas
reactivos y aforar a 1 litro.

Buffer de transferencia

Tris 3.02¢g
Glicina 1449
SDS 05g

Se lleva a 700 mL con agua destilada y se ajusta el pH a 8.3, se afora a 800 mL y
luego se agregan 200 mL de metanol.

1BS
NaCl 5M 30mL
Tris 1M 20mL

Aforar a 1 litro

TBS — tween

500mL de TBS mas 500uL de Tween 20.

Solucién reveladora

Se diluyen 51.5 mL de la solucién concentrada (KodaK GBX CE) en 236.5 ml de agua
se guarda en frasco ambar para protegerlo de la luz.

Buffer de elucion

Glicina 3.75g

SDS 25¢g
Se disuelve en 300 mL de agua destilada se ajusta el pH a 2.5 y se afora a 500mL.
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