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EFECTOS DE LOS FACTORES YIN-YANG SOBRE LA EXPRESION DE
SMAC/DIABLO EN LA LINEA CELULAR DE CARCINOMA ORAL DE
CELULAS ESCAMOSAS, CAL-27.

RESUMEN

El COCE es un problema de salud. En este cancer se han buscado patrones de expresion
como el de los genes YY1, YY2 y Smac/DIABLO; y sus posibles efectos sobre
caracteristicas clinico-patologicas para facilitar el diagnéstico y las estrategias terapéuticas.
OBJETIVO: Determinar si los factores de transcripcion Yin-Yang 1 y 2 regulan la
expresion de Smac/DIABLO en la linea celular de carcinoma oral de células escamosas,
CAL-27. MATERIAL Y METODOS: Transfeccion por diferentes técnicas liposomales
de las lineas celulares CAL-27 (carcinoma de células escamosas en lengua humana) y HeLa
(grupo control), con plasmidos de RNA de interferencia para los genes YY1, YY2. Se
realiz6 PCR para curvas de saturacion. RESULTADOS: En Hela cualitativamente se
observo mayor expresién de Smac comparado con YY1y YY2, mientras que en CAL 27 el
patron fue inverso. CAL-27 no fue transfectable. HelLa presentd cambios morfoldgicos
posteriores a la transfeccion. CONCLUSIONES: CAL-27 expresa YY1, YY2 y
Smac/DIABLO. CAL-27 no pudo ser tranfectada por liposomas catidnicos, probablemente
por contaminacion de Mycoplasma spp. No se demostro los efectos que pudieran tener los
factores de transcripcion de YY1y YY2 sobre Smac/DIABLO en CAL-27.La transfeccion

de YY1y YY2 provoco cambios en la morfologia celular de células HelLa.



ABSTRACT

The OSCC is health problem. This cancer has sought expression patterns as the genes of
YY1, YY2 and Smac / DIABLO, and its possible effects on clinical-pathologic features to
facilitate diagnostic and therapeutic strategies. OBJECTIVE: To determine whether
transcription factors Yin-Yang 1 and 2 regulate the expression of Smac / DIABLO in the
cell line of oral squamous cell carcinoma, CAL-27. MATERIAL AND METHODS:
Liposomal Transfection techniques for different cell lines CAL-27 (squamous cell
carcinoma in human language) and HeLa (control group), with plasmids for RNAi genes
YY1, y2. PCR was performed for saturation curves. RESULTS: HelLa qualitatively
showed higher expression of Smac compared to YY1 and y2, while in CAL-27 was reverse
pattern 27. CAL-27 was not transfectable. HeLa showed morphological changes after
transfection. CONCLUSIONS: CAL-27 expressed YY1, YY2 and Smac / DIABLO. It
was not transfectable by CAL-27 cationic liposomes probably by Mycoplasma
contamination. It was not demonstrated that the effects might have transcription factor YY1
and YY2 on Smac / DIABLO in CAL-27.La YY1 and YY2 caused changes in cell
morphology of HelLa.



INTRODUCCION

De acuerdo con la OMS, el Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) se define como
una neoplasia epitelial invasiva con variantes en diferenciacion histologica, de invasion y
metastasis temprana. Se presenta predominantemente en personas de la 5ta y 6ta década de
la vida. Mas del 90% de las neoplasias malignas de cavidad oral y orofaringe son
carcinomas de células escamosas.

En México, los reportes de la Secretaria de Salud indican que el COCE representa el 0.75%
de todas las neoplasias malignas. La supervivencia de los pacientes diagnosticados es de
aproximadamente el 50%, sin embargo, un alto numero de diagnosticos de COCE son
realizados en estados avanzados, donde el tratamiento implicaria reduccidn en la calidad de
vida del paciente.

Los factores de riesgo para el desarrollo del COCE pueden ser ambientales (tabaco, alcohol
e infeccion por HPV, entre otros) y genéticos (mutaciones, deleciones y amplificaciones).
Investigaciones sobre la conducta celular y molecular del COCE, indican que las células
neoplasicas presentan alteraciones de las sefiales apoptdticas y estas se encuentran
relacionadas con la disminucion de expresion de la proteina proapoptética Smac (Segundo
activador mitocondrial de caspasas) en humanos; en ratones esta proteina es conocida como
DIABLO (Proteina de union a IAP con bajo punto isoeléctrico). ElI gen Smac/diablo se
localiza en el humano en el cromosoma 12q y estd compuesto de siete exones, se expresay
se localiza normalmente en las mitocondrias, cuando la célula estd comprometida hacia la
muerte celular programada se remueve una secuencia de 55 residuos de aminodcidos lo
cual genera un proceso de translocacion de Smac/DIABLO siendo liberado al citosol para
inducir apoptosis; ya que en forma de dimero neutraliza la actividad antiapoptética de la
familia de 1APs (inhibidor de proteinas de la apoptosis) principalmente de XIAP el cual se
encarga de reprimir la actividad de la capasa-9 dentro del complejo-apoptosoma.
Smac/DIABLO es una molécula importante en la determinacion de la sensibilidad a la
muerte apoptotica tanto para células normales como para células cancerosas, es importante
investigar si sus niveles de expresion son regulados negativamente durante el inicio y

progreso del cancer, ya que esto nos permitird aumentar nuestro conocimiento sobre la



conducta bioldgica del cancer, ademas de quiza en un futuro considerarla como un blanco
terapéutico en el COCE vy otras neoplasias.

Otra molécula importante en la regulacién celular es el factor de transcripcion Yin Yang 1
(YY-1). Esta es una proteina de 68-kDa que contiene dedos de zinc y tiene la propiedad de
regular la transcripcion de diversos genes celulares y virales, mediante tres vias diferentes:
reprime, activa, e inicia la transcripcion. Entre los genes regulados se incluye a IFN-o/p-
caseina, c-fos y c-myc, asi como los promotores de diversos virus en los cuales se incluyen
el CMV, el virus de la leucemia murina, el virus del papiloma humano, y el. Estudios
recientes demostraron que YY1 puede reprimir la transcripcion de los genes Fas, DR5 y
probablemente de Smac/DIABLO, mediante su union a la region silenciadora del
promotor. Se ha demostrado que la sobreexpresion de YY1 en células tumorales comparada
a las células normales, podria ser responsable de la resistencia ante la apoptosis.

Yin Yang 2 (YY2) esta localizado en el cromosoma X, muestra una gran similitud a YY1
(homologia del 86.4%). Este codifica para una proteina de dedos de zinc que reconoce los
motivos de unidn similares a los reconocidos por YY1, sin embargo, YY2 no contiene un
dominio &cido, lo cual sugiere diferencias en la afinidad para ambas proteinas.

Se han realizado estudios de diversos tipos de carcinoma tales como: carcinoma cervical,
carcinoma renal y adenocarcinoma mostrando diferentes patrones en la expresion de YY1,
YY2 y Smac/DIABLO; segun el tipo de cancer. Sin embargo estos patrones de expresion
no han sido establecidos en los carcinomas orales de células escamosas por lo que la
busqueda de correlaciones significativas entre la expresion de los genes YY1, YY2 y
Smac/DIABLO; y sus posibles efectos sobre la proliferacion, apoptosis, angiogénesis y
metastasis, con caracteristicas clinico-patologicas en los carcinomas orales nos permitira
obtener mayor conocimiento sobre la oncologia oral, asi como facilitar el diagnostico de
una neoplasia, lo cual permitiria establecer premisas sobre la conducta bioldgica. A largo

plazo esto podria favorecer el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.



ANTECEDENTES

Epidemiologia

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises de altos ingresos, y para los paises de
bajos ingresos figura entre las tres principales causas de muerte de los adultos. El 12.5%
del total de causas de muerte se atribuye al cancer, porcentaje que seria el total de muertes
debidas al SIDA, tuberculosis y la malaria consideradas conjuntamente. EIl cancer se ha
convertido en un problema de salud publica en todo el mundo no solo por sus graves
manifestaciones clinicas y su alta letalidad, sino también por los factores de riesgo
individuales y ambientales con los que se asocia.*

En el 2008, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a través de Globocan, report6 12,
662, 600 de nuevos casos de cancer a nivel mundial, asi como 7, 564, 800 muertes
asociadas. En este mismo afio se reportaron 263, 020 nuevos casos de cancer oral, con una
mortalidad de 127, 654 personas.’

Durante ese mismo periodo datos de Globocan en México indicaron 127, 000 nuevos casos
de cancer y 77, 700 muertes relacionadas. Asi mismo, se reportaron 2, 300 casos nuevos de
cancer oral y 608 muertes asociadas, representado el 1.8% y 0.78% del total,
respectivamente. Cifras de la Secretaria de Salud del afio 2001, indicaron que el cancer oral
presentaba 774 casos y correspondia al 0.75% del total de los tumores, estos datos nos

sugieren que ha existido aumento en la incidencia de esta neoplasia.®

Caracteristicas clinicas, radioldgicas e histologicas

La mayoria de los pacientes con cancer oral son diagnosticados como carcinoma oral de
celulas escamosas o0 COCE. El COCE es una neoplasia epitelial maligna invasiva, con
diversos grados de diferenciacion histologica y propension a la pronta metastasis a ganglios
linfaticos regionales. La incidencia del COCE es mayor en adultos consumidores de alcohol
y tabaco que se encuentran entre la quinta y sexta década de vida.*

De manera habitual los pacientes con COCE no presentan sintomas en etapas tempranas, no
obstante, en algunos pacientes se pueden presentar sintomas vagos y hallazgos clinicos
minimos, asf como lesiones premalignas como leucoplasias o eritroplasias y ulceraciones.>®
La sintomatologia puede variar de acuerdo con la zona anatomica afectada; en lengua se
puede referir dolor y/o crecimientos infiltrativos o exofiticos, mientras que en labio inferior

se suele reportar zonas elevadas eritroplasicas, leucoplasicas o mixtas con ulceraciones no
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cicatrizantes.” Segin la Clasificacién Internacional de Enfermedades para Oncologia, el
COCE puede presentarse en cualquier region oral, sin embargo, lengua, base de lengua y
otras partes de lengua, encia, piso de boca, paladar y otras zonas son las mas comunes
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion Internacional de Enfermedades para Oncologia®
CIE-O Localizacion topografica

CO00 Labio

Co1 Base de la lengua

C02 Otras partes y las no especificas de la lengua

Co03 Encia

C04 Piso de boca

CO05 Paladar

C06 Otras partes y las no especificas de la boca

C10 Orofaringe

Ci14 Sitios mal definidos de labio, cavidad bucal y faringe

Los hallazgos radiogréficos ocurren Unicamente cuando el COCE involucra a hueso
(maxilar o mandibula), caracterizandose por bordes mal definidos y sin cortical o bien
como erosiones subyacentes, la principal utilidad del andlisis radiografico se fundamenta en
el anélisis pre-quirrgico.*

Las caracteristicas histolégicas comunmente presentadas por el carcinoma oral de células
escamosas son la pérdida de la membrana basal y arquitectura del estrato basal epitelial,
mayor nimero de mitosis, cambios displasicos, con presencia de pleomorfismo celular,
invasion del tejido conjuntivo subyacente en forma aislada o como agregados o islas
celulares.’

La OMS postul6 una gradificacion histologica con base en la diferenciacion, pleomorfismo
celular, queratinizacion o cornificacion y ndmero de mitosis, dividiendo al COCE en tres
grados: 1) Bien diferenciado, 2) Moderadamente diferenciado y 3) Pobremente

diferenciado.°



El estudio y gradificacion histopatologica son considerados como el método diagnéstico
por excelencia, sin embargo, aln existe controversia respecto a su utilidad como

herramienta de valor predictivo en la conducta bioldgica del COCE.

Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados al desarrollo del COCE son ambientales, genéticos y
epigenéticos. En la actualidad se acepta que la mayoria de las neoplasias resultan de un
proceso de multiples pasos, por la acumulacion de alteraciones genéticas derivadas de la
exposicion a factores exdgenos o ambientales que conducen a la formacion y accion de

oncogenes y la pérdida de dos o mas genes supresores tumorales.™*

Dentro de los factores de riesgo exdgenos mas frecuente asociados al COCE podemos
encontrar a radiacién ultravioleta, biologicos, el virus del papiloma humano, virus Epstein
Barr, alcohol y tabaco, siendo estos altimos los principalmente reportados dentro de los
antecedentes de pacientes con COCE.*? El primer y més importante causa de cancer en las
vias aerodigestivas superiores es el habito del tabaquismo, ya que es un dato presente en el
85 a 90% de los pacientes con COCE, con un riesgo proporcional a la intensidad de la
exposicion. La ingesta de alcohol tiene un efecto sinérgico con el tabaquismo y esta

asociado con el riesgo para el cancer de lengua. 3

Otros factores de riesgo implicados en su desarrollo son la condicién socioeconémica y el
estado nutricional. El riesgo familiar para el desarrollo de COCE ha sido reportado en un
porcentaje pequefio de pacientes con sindrome de Li-Fraumeni, sin embargo, se ha
reportado que polimorfismo en genes asociados al metabolismo de xenobioticos (CYP1Al
0 genes que codifican para glutation S-transferasa y N-acetiltransferasa) pueden estar
asociados a personas con mayor susceptibilidad.** Actualmente la investigacion de estas
caracteristicas celulares y moleculares son estudiadas arduamente, ya que, su comprension
y control, son alternativas para el diagnostico temprano y tratamiento. En el tratamiento
para el COCE existen diferentes modalidades tales como la quimioterapia adyuvante, de
induccion, neoadyuvante y quimioterapia combinada con radioterapia las cuales son
utilizadas en diferentes circunstancias. Aunque existen diferentes protocolos terapéuticos

las posibilidades de mejorar la salud de los pacientes es baja.



Para la investigacion del COCE lineas celulares continuas han sido establecidas, estas han
llegado a ser importantes herramientas en el entendimientos de la patogénesis de cancer, asi
como en la prueba de nuevos métodos terapeuticos. Actualmente existen, una variedad
importante de lineas celulares. En 1982 Gioanni y Cols establecieron una nueva linea
celular de COCE llamada CAL 27, esta fue derivada derivada de tejido tumoral de un
hombre caucasico de 56 afios de edad con un COCE pobremente diferenciado en la parte
media de lengua. Esta linea celular es sumamente empleada gracias a su tumorogenicidad
en ratones desnudos atimicos y la exanimacién histolégica de CAL 27 en xenoinjertos ha
indico la presencia de carcinomas bien diferenciados con varios grados de madurez. Esta
caracteristica constituyé a CAL 27 como un modelo representativo para el estudio del

COCE in vitro e in vivo.*®
Apoptosis y COCE.

Dentro de los eventos moleculares mas frecuentes asociados al desarrollo neoplasico se ha
reportado la autosuficiencia de sefiales proliferativas, evasion de sefiales inhibitorias,
evasion del sistema inmune, potencial de replicacion ilimitado, promocion de la
inflamacién, activacion de la invasiébn y metéstasis, inestabilidad del genoma,

desregulacion del metabolismo energético y evasion de la apoptosis.*’

El concepto de que la muerte celular programada por apoptosis sirve como una barrera
natural para el desarrollo del cancer ha sido establecido por estudios funcionales
convincentes realizados durante las dos Gltimas décadas.®?° La elucidacién de los circuitos
de sefalizacion que regula el programa de apoptosis ha revelado como se activa la
apoptosis en respuesta a diferentes tensiones fisiologicas que las células cancerosas
experimentar durante el curso de la tumorigénesis o como resultado de la terapia anticancer.
Entre las presiones que inducen la apoptosis se reconocen a los desequilibrios resultantes de
los elevados niveles de sefalizacion oncogénica y el dafio del ADN asociado con
hiperproliferacion. Sin embargo, también se reconoce que existen neoplasias que atentan la
apoptosis y tienen éxito en el avance de los estados de alto grado de malignidad y la

resistencia a la terapia antineoplasica.’®*°
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La maquinaria apoptética se compone de reguladores y efectores.’® Los reguladores, a su
vez, se dividen en dos circuitos principales, uno de recepcion y procesamiento de
inductores de sefiales de muerte extracelular (el programa apoptdtico extrinseco,
implicando por ejemplo el ligando Fas / Fas receptor), y el otro de deteccion de la
integridad de una variedad de sefiales de origen intracelular (el programa intrinseco). Cada
circuito culmina en la activacion de proteasas normalmente latentes (caspasas 8 y 9,
respectivamente), que proceden a iniciar una cascada de caspasas efectoras, lo que implica
proteolisis responsables en la fase de efectora de la apoptosis. La célula es progresivamente
desensamblada y posteriormente fagocitada tanto por células vecinas como por células
fagociticas profesionales. Actualmente se considera que el mecanismo de apoptosis

intrinseco estd ampliamente implicado como una barrera en la patogénesis del cancer.

En la activacion de apoptosis se transmite sefiales entre los reguladores y efectores, y esto
es controlado por los miembros pro y antiapoptéticos de la familia de proteinas Bcl-2.% La
proteina Bcl-2, junta con sus parientes mas cercanos (Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Al) son
inhibidores de la apoptosis, actuando como supresores al unirse a proteinas proapoptéticos
desencadenantes (Bax y Bak); los cuales tienden a insertarse en la membrana mitocondrial
externa. Cuando no existe presencia de proteinas antiapoptoticas, Bax y Bak rompen la
integridad de la membrana mitocondrial externa, causando la liberacion de proteinas de
sefializacion proapoptoticas, una de la mas importante es el citocromo c. La dimerizacion
del citocromo ¢ con Apaf-1, conduce a activacion de una cascada de caspasas que actlan a
través de sus actividades proteoliticas para inducir los multiples cambios celulares

asociados con el programa de apoptosis.

Las células tumorales pueden generar una variedad de estrategias para limitar o evitar la
apoptosis. La mas comun es la pérdida de la funcion supresora de tumores p53, que elimina
el sensor mas importante al dafio critico e induccion de apoptosis. Alternativamente, los
tumores pueden lograr fines similares por aumento de la expresién de los reguladores
antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL) o de sefiales de supervivencia (IGF1/2), por la regulacién
negativa de factores proapoptoticos (Bax, Bim, Puma), o por un cortocircuito en la via

extrinseca inducida por ligando de muerte.
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Verhagen et al., (2000)?* identificaron una nueva molécula proapoptética derivada de la
mitocondria llamada Smac (Segundo activador mitocondrial de caspasas) también conocida
como DIABLO (Proteinas de union con bajo punto isoeléctrico inhibidores directos de
apoptosis), esta es codificada por un gen nuclear. Smac/DIABLO tiene un efecto pro-
apoptotico mediado a través de su interaccion con IAP (Inhibidores de apoptosis) y la
liberacion de caspasas. EI motivo NH,-terminal de Smac/DIABLO contiene cuatro
aminoacidos (Ala-Val-Pro-lle) necesarios para la interaccion con los dominios BIR2 y
BIR3 de las XIAP (Inhibidores de apoptosis ligados al X) permitiendo la activacién de la
caspasa-3 Y la caspasa-9.

Existen estudios que muestran la sobreexpresion de Smac/DIABLO sensibiliza las células
neopléasicas a la apoptosis. En dichos estudios se desarrollaron péptidos derivados desde
NH.-terminal de Smac/DIABLO y pequefias moléculas que mimetizan las funciones de
Smac/DIABLO como agentes terapéuticos induciendo muerte celular o incrementando los
efectos apoptoticos de agentes quimioterapéuticos. Recientemente, se ha demostrado que
compuesto mimeéticos a Smac/DIABLO inducen la activacion de la via NF-kB y a través de
TNF-o promover la activacion de la caspasa 8.

Debido a la importancia de Smac/DIABLO en la determinacion de la sensibilidad de las
células neoplésicas a la apoptosis inducida por diversos estimulos, es importante investigar
si sus niveles pueden ser regulados negativamente durante la iniciacion o progresion del
cancer. Esta informacion puede ser muy uatil como biomarcador en el prondstico o
terapéutica, asi como en el disefio de nuevos farmacos quimioterapéuticos.

Yang J, y col %

caracterizaron un pequefio péptido Smac/DIABLO mimético(SM-164), con
la capacidad de promover la degradacion de clAP-1 y BIRC2; activando también a las
caspasas, provocando una sensibilidad a la radiacion en algunas lineas celulares de

| 2 encontraron

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC). Sun Q, y co
que Smac tiene un papel importante en la mediacion de la respuesta terapéutica de las
células HNSCC y ofrece un fundamento firme para los analogos de Smac con otros agentes
anticancerigenos para tratar a los HNSCC. Tanimoto T y col % analizaron los niveles de
expresion proteica de clAP-1 y Smac en lineas celulares de carcinoma de células escamosas
esofaringeas y de HNSCC. En 57 casos de HNSCC, encontraron una correlacion inversa

entre la expresion de clAP-1 con la expresion de la capasa-3 y SMAC/DIABLO, de igual

12



manera, no encontraron correlacion entre SMAC/DIABLO con los parametros clinico
patoldgicos. Bonavida B y Cols; (2006) %, han sugerido al factor de transcripcién NF-kB,
Smac/DIABLO, Fas/Fas ligando y Yin-Yang 1 (YY1) como biomarcadores significativos
en el prondstico de una neoplasia.

Esta ultima molécula llamada YY1, fue descubierta como un factor de transcripcion. Su
actividad trascripcional primeramente fue determinada como represora, pero se tiene datos
que puede ser un activador de la oncoproteina viral ELA. Se ha demostrado que este puede
regular la proliferacion y diferenciacion celular, y su deficiencia en ratones, resulta en la
letalidad durante el desarrollo embrionario. YY1 es un miembro de la familia de las
proteinas Polycomb. EI gen humano de YY1 esta localizado en la region telomérica del
cromosoma 14 en el segmento 32.2, es altamente conservado en diferentes especies. La
proteina de YY1 esta constituida por 414 aminoacidos con un peso molecular estimado de
44 kDa, contiene cuatro dedos de zinc tipo C2H2. Las modificaciones post-traduccionales
de YY1 pueden cambiar las funciones de YY1 en la transcripcion por alteracion de la
proteina en la estabilidad y afinidad al DNA. *®?" La actividad de YY1 es regulado por
acetilacion, fosforilacion, poli-ADP-ribosilacion y O-GlcNAc-ilacion. 2522

Se ha reportado que YY1 modula la expresion de ciertos genes importantes en el desarrollo
y progresion del céncer, tales como c-myc, c-Fos, erbB2, E1A y p53. YY1 también
interactta fisicamente con proteinas reguladoras de la proliferacién y apoptosis tales como
p53, Mdm2, Ezh2, Rb, caspasa y HDAC. Adicionalmente, la expresion de YY1 puede ser
estimulada por diversos factores de crecimiento, asi como sefiales antiproliferativas pueden
antagonizar en su expresion. Este importante rol en la regulacion de genes es a través del
consenso cis en la reconocimiento de la secuencia CGCCATNTT.® Otras funciones
postuladas son el control del estado pluripotente, mantenimiento de los programas de
expresion genética y de linaje especifico en células madre.3*>° Ademas se ha descubierto
que es un regulador de sintesis de proteinas ribosomales.

De acuerdo a estos antecedentes, se han realizado estudios sobre la expresion de YY1 en
diversos tipos de canceres, como el de ovario, cérvico uterino, osteosarcoma, leucemia
mieloide, linfoma Hodgkin, linfoma no Hodgkin y prostata, reportandose una
sobreexpresion de YY1. 3¢ Bonavida y Cols; (2007)*" en su investigacién sobre cancer de

préstata demostraron que la expresion de YY1 se asociaba con la expresion de los
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receptores de citocinas y de muerte (DR5). Mecanicamente, YY1 regula negativamente la
expresion del receptor Fas y DRS5, lo cual dota a las células neoplasicas con resistencia a la

| *® encontraron en la linea celular

induccion de apoptosis via Fas o TRAIL. Ferris y co
SCCO090 derivado de un carcinoma orofaringeo, la presencia de HPV-16, cuyo genoma fue
secuenciando mostrando una delecion en los sitios de union de las proteinas YY1 y NFI,
resultando asi en la sobreregulacion de expresion de E6/E7,y contribuyendo asi al
desarrollo tumoral.

En el genoma de mamiferos se ha identificado un gen relacionado con YY1, recibe el
nombre de Yin Yang 2 (YY2). YY2 se ha reportado en la placenta de mamiferos, tiene una
estructura gendmica de intrones y el caracter de las regiones circundantes, sugieren que
YY2 es un producto de la duplicacion de YY1 que se gener6 a través de la retroposicion y
que ha sido insertado dentro de otro gen locus llamado Mbtps2 (factor de transcripcion
unido a membrana del sitio 2 de proteasa). YY2 era considerador funcionalmente similar a
YY1, sin embargo, en comparacion con YY1, YY2 muestra diferentes patrones de
expresion y también parece haber evolucionado a un ritmo inusual en los genomas de los
mamiferos. Chen L. y Cols *° demostraron al usar RNA de interferencia cortos para YY1
(shYY1) y YY2 (shYY2), se presenta cambios importantes en la expresion de genes
humanos. Las proteinas ribosomales fueron las mayormente afectadas. En contraste, shY'Y?2
revirtio los efectos antiproliferativos de shY'Y1, ademas de alterar genes del mecanismo de
respuesta UV, respuesta plaquetaria y mitocondrial.

Sin embargo no se han realizado estudios sobre su expresion en el cancer, ni se ha

reportado su posible participacion en la carcinogénesis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El COCE es actualmente un problema de salud puablica no solo por su incidencia y
mortalidad, sino por los factores de riesgo implicados que son ampliamente distribuidos,
alcohol y tabaco. Datos de la encuesta nacional de adicciones en México, asi como la OMS,
reportan el aumento en el consumo de estos dos compuestos, e incluso su inicio de
consumo cada vez a edades mas tempranas. Es hallazgo genera un problema potencial,
puesto que a mediano o largo plazo puede incrementar el riego a desarrollar enfermedades
crénicas asi como neoplasias, tal como el COCE, entre otros. Otra situacién de importancia
es el diagnostico tardio del COCE, los factores personales y sociales que repercuten en que
pacientes se presenten a la consulta cuando ya existe una neoplasia son diversos, desde la
falta de educacion para la salud hasta la carencia de servicios tienen participacion en este
fendmeno, no obstante, el resultado son neoplasias verdaderas, y actualmente estas solo
podrén ser tratadas a través de terapéuticas quirdrgicas, por radioterapia o quimioterapia. La
necesidad de clarificar cual es el mecanismo de inicio y progresion del COCE es un
problema vigente, ya que esta informacidn se requiere para la estipulacion de nuevas
alternativas terapéuticas en base a la informacion celular y molecular. Sin embargo, este
alcance se encuentra distante, ya que aun se encuentra en construccion un conocimiento
aplicable para lograr este fin. Las investigaciones en epidemiologia, clinica y la
investigacion de los fendmenos basicos representan una parte importante de la
investigacion en COCE, sin embargo, la investigacién sobre los mecanismo apoptoticos
aun es muy poca. Si lograsemos comprender este fendbmeno celular y aprovecharlo en

beneficio del curso clinico esta caracteristica es un reto vigente en la oncologia oral.
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JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Dentro del gran numero de alteraciones celulares o moleculares que ocurren durante la
transformacion maligna, la apoptosis es basica para la progresion maligna, si una célula
transformada no muere y esta es estimulada para su proliferacion, el potencial de dafio se
magnifica. La apoptosis como muerte celular programada representa una alternativa
deseable en el tratamiento del cancer, por el hecho de que al conseguir recuperar o
estimular esta funcion, la poblacion de células neoplasicas disminuiria o bien se erradicaria.
Adicionalmente, al comparar este tipo de muerte contra la necrosis el primer dato que
sobresale es la ausencia de respuesta inflamatoria. Hanahan y Weinberg, han mostrado a la
inflamacién con un factor importante en promocién neoplésica.

Los mecanismos extrinsecos e intrinsecos de la apoptosis, representan la activacion y
regulacion de diversas vias de sefializacion. Las investigaciones sobre Smac/Diablo y
YY1/YY2 han tratado de elucidar el mecanismo por el cual la célula entra en este tipo de
muerte celular, ademéas, como ya se ha mencionado estas moléculas han presentado
patrones de expresion interesantes en células neoplasicas. Mientras los factores de riesgo
para el desarrollo de cancer, como el alcohol y el tabaco, sean tan ampliamente distribuidos
y el diagnostico temprano no sea fundamentado en la préctica clinica, el cancer oral seguird
siendo un problema de salud puablica. El investigar y comprender los mecanismos
bioldgicos por los cuales el COCE progresa, representa una pequefia parte a la solucién de
este gran problema. El trabajo conjunto, a nivel de salud publica, clinica e investigacion

biomédica es fundamental para el éxito en la comprension y limitacion del cancer oral.

16



OBJETIVO GENERAL

Determinar si los factores de transcripcion Yin-Yang 1 y 2 regulan la expresion de

Smac/DIABLO en la linea celular de carcinoma oral de células escamosas, CAL-27.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Generar lineas estables que expresen ARNSs de interferencia para los genes YY1y
YY2.

2. Determinar los niveles de inhibicion de la expresion de YY1y YY2.

3. Analizar los niveles de expresion de Smac/DIABLO en estas lineas celulares.

4. Analizar la sensibilidad a apoptosis y la clonogenicidad en las lineas con YY1y

Y'Y2 desregulados.
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MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

La linea celular de carcinoma de células escamosas en lengua humana, CAL-27 (ATCC,
Rockville, MD No.Cat. CRL-2095) fue establecida en 1982 por J. Gioanni (Centro de
Antonie Lacassagne, Nice Cedex, Francia) tomando tejido de un paciente de 56 afios de
edad, género masculino, caucésico con lesion en la parte media de la lengua (Fig 1).

Las células CAL-27 son epiteliales, tiene forma poligonal y citoplasma altamente granular.
En estudios de inmunocitoquimica mostraron tincion positiva con anticuerpos anti-

queratina.

Fig.1.Linea celular CAL-27, microscopio 6ptico OLYMPUS (10x)

Como grupo control se trabajo con la linea celular de carcinoma epitelial humana, HelLa
(ATCC, Henrietta Lacks, No. Cat. CCL-2) obtenido el tejido en 1951 de un paciente de 31
afios de edad, género femenino, caucasica, a partir de un adenocarcinoma de cérvix. (Fig.
2).
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Fig.2.Linea celular HeLa, microscopio optico OLYMPUS (10x)

Cultivo celular

Las lineas celulares CAL-27 y HelLa, se cultivaron en DMEM (Gibco, UK) suplementada
con 10% de suero fetal bovino (Gibco, UK), 2 mM L-glutamina, 100 U/ml de penicilina 'y
100 wg/ml de estreptomicina en una atmosfera himeda con 5% de CO, a 37 °C. Se
congelaron 3x10° células aproximadamente en alicuotas con 180 pl de suero fetal bovino y
20 pl de DMSO, y se mantuvieron a -70°C.

Construccién del plasmido. Cultivo y crecimiento de bacterias transformadas.

De forma paralela, se cultivd Escherechia coli que fue transformada con los plasmidos:
RNAI-Ready pSIREN-Retro Q YY1, RNAI-Ready pSIREN-Retro Q YY2 y RNAI-Ready
pSIREN-Retro Q (Fig. 3, No. Cat. 631526, Clontech, CA), cuyo disefio fue realizado por la
Dra. Vilma Maldonado Lagunas (Fig. 4 y 5). Después se cultivaron las bacterias en placas
de agar Luria Bertani con penicilina a 37°C, para su posterior cultivo en medio Luria

Bertani con penicilina durante 12 hrs a 37°C en constante agitacion.
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Purificacion de plasmido.

La extraccion de los plasmidos se realizé por medio de lisis alcalina (HiSpeed Plasmid
Purification Handbook, Qiagen No. Cat. 12643), posteriormente se analizo integridad de
los plasmidos en gel de agarosa desnaturalizante y se cuantificé por medio de Nano Drop.

La cantidad de células fue particular para cada técnica de transfeccion.

Transfeccion

e LIPOFECTAMINE 2000 (INVITROGEN, No. Cat. 11668-027)

Previo a la transfeccion, se recolectaron 3x10° células para ser sembradas en 1,5 ml de
medio DMEM suplementado. Se diluyd 45 pug de plasmido en 250 pl de medio sin suero.
Después se diluyé 7 ul LIPOFECTAMINE 2000 Reactivo en 250 ul de medio sin suero, se
combind con la disolucién de plasmido dentro de los siguientes 15 min. Se afiadieron los
complejos directamente a cada pozo y se mezcld suavemente mediante agitacion de la
microplaca de 6 pozos. Se incubd a 37°C con 5% de CO, durante 6 hrs. Posteriormente,
complejo fue sustituido por medio de cultivo. Se determiné los extractos de células in situ
para la actividad del gen reportero en 24 a 72 horas después de la adicion de los complejos
de las células. Para lograr una expresion estable del plasmido, se sustituy6 el medio de
cultivo y se realizo pase de las células 24 hrs después de la transfeccion. A los 48 hrs
después de la transfeccion se agregé puromicina (0.5 pg / ml de DMEM) para seleccion de

células transfectadas. Se espero 2 semanas para estabilizar la expresion.

e ESCORT Il (SIGMA-ALDRICH, No. Cat. L60037)

Un dia anterior de la transfeccion, se tripsinizo, se realizé conteo celular y sembraron 3x10°
células. Las células fueron sembradas en 1,5 ml de medio suplementado.

Se diluy6 4 ug de plasmido en 75 pl de medio sin suero y se agregd 5 ul del reactivo
ESCORT dejando pasar 15 minutos. Se afiadio el complejo a cada pozo y se mezcld

suavemente mediante agitacion de la microplaca de 6 pozos. Se incubo a 37°C con 5% de
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CO;, durante 5 hrs. Alternativamente, el medio de cultivo fue sustituido. Se realiz6 pase
de las células 24 hrs después de la transfeccion. A los 48 hrs después de la transfeccion se
agregdé puromicina (0.5 pg / ml de DMEM) para seleccion de células transfectadas. Se
esperaron 2 semanas para estabilizar la expresion. Similares observaciones como a la

técnica anterior.
e LIPOFECTAMINE LTXY PLUS (INVITROGEN, No. Cat. 15338-100)
Un dia anterior de la transfeccion, se tripsinizo, se realizé conteo de la suspension celular y

se sembraron 5x10° células en DMEM.

Se realizaron diferentes concentraciones de plasmido con LIPOFECTAMINE LTX

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentraciones de Lipofectamine LTX y Plus

Reactivo Plasmido | Lipofectamine LTX | Reactivo Plus | Medio DMEM sin
suero

Concentracion 1 | 1 ug 1.5l 1l 75 ul

Concentracion 2 | 2 ug 2 ul 2 ul

Concentracion 3 | 3 ug 3 ul 3 ul

Se afadi6 el complejo a cada pocillo en una placa de 6 pozos y se mezcld suavemente por
agitacion de la microplaca. Se incubé a 37°C con 5% de CO, durante 5 hrs.
Alternativamente, el medio de cultivo fue sustituido. Se determind la actividad del gen
reportero en 24 a 72 horas después de la adicion de los complejos de las células en los
extractos de células in situ. Para que estuviera estable la expresion, se realizd un pase de
las células en medio de cultivo fresco 1 dia después de la transfeccion y se afiadio a

puromicina (0.5 pug / ml de DMEM) durante 2 dias para seleccién de células transfectadas.

Extraccion de ARN.

Se colocaron 5x10° células suspendidas en 1.5ml de medio de cultivo DMEM en tubo
Falcon.
Se centrifugaron las células en una microfuga durante 3 seg, para asi retirar sobrenadante.

Se agregd 1ml de trizol durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se colocaron 200 ul
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de cloroformo durante 10 minutos a 4 °C. El homogeneado se centrifugd a 8000 rpm
durante 10 min a 6°C. Se obtuvo aproximadamente 500 ul sobrenadante (pseudo-ARN,
liquido transparente). Se agregd 500 pl de alcohol isopropil y se incub6 por 10 min a 4°C.
Se centrifugo a 10,000 rpm durante 15 min a 6°C. Se obtuvo el sobrenadante y se agrego
etanol al 70% (en solucion con DEPC), se centrifugd a 8000 rpm durante 5 min a 6°C. Se
desechd el etanol, y se obtuvo en el boton el ARN, que se re-suspendio con 20 pl de DEPC
(Inhibidor de RNAsas, SIGMA-ALDRICH, No. Cat. D5758). Se realizé cuantificacidon con
un espectrofotometro Nano Drop ND 1000 colocando 1ul de ARN y se procedio a realizar
una electroforesis en condiciones desnaturalizantes; para conocer el estado y pureza del
ARN extraido.

RT-PCR.
El ARN total se convirti6 en ADN complementario con la preamplificacion High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystens), bajo las siguientes condiciones, en

la camara para PCR:

Se realizd mezcla No. 1

Reactivo Cantidad para 1 Rx (ul)
10x RT Buffer 2

25x Dntp (100 mM) 0.8

10x RT Random Primers 2

Multiscribe Reverse | 1

Transcriptasa

Watter Free Nuclease 4.2
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Posteriormente se realiz6 mezcla No. 2

Reactivo

Cantidad para 1 Rx (ul)

RNA 2

Watter Free Nuclease

0.8

Se continud con la dilucion de las mezclas No. 1 y 2 para obtener un total de 20 ul, que se
colocaron en el termociclador (EPPENDORF, No. Cat. 5333000018) bajo las siguientes

condiciones:

Temperatura (C° | Tiempo
25 10°

37 120~
85 57

4 00

El PCR se utiliz6 para amplificar el ADN complementario, con primers sentido y anti-

sentido (Tabla 1).

Tabla 1.

GEN

PRIMER SENTIDO

PRIMER ANTI-SENTIDO

Smac/DIABLO

GCG CGG ATC CAT GG CGG

AGC TCT CTA GAC TCA GGC

CTCTGAAGAGTTGGCT CCT CAATCCTCACGC

YY1 TGC ACG AGA TCG AGG TGG | TCT GCA CCA GGA TCA CCT
AGA CCT

YY2 AAT AGA ATT CAG CCA TGG | GAG GGG GTC CTC CTT TCA
CCT CCA ACG CGGGTTGTTT

GAPDH CCC CTT CAT TGA CCT CAA | TTC TCA TGG ATG ACC TTG

CT

GC
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PCR parael gen YY1

Se preparo los siguientes reactivos en la cdmara para PCR, y se ajusto el volumen final a 25

ul:

Reactivo Cantidad para 1 Rx (pl)
Buffer 10x MgCl, 2.5

Mg 50mM 0.75

Taq polimerasa 0.25

dNTP 1

YY1l F 1

YY1 R 1

DDW 17.5

cDNA 1

TOTAL 25

Posteriormente la mezcla se colocé en el termociclador bajo las siguientes condiciones, con
30 ciclos (HeLa, grupo control) y 35 ciclos (CAL-27):

Temperatura (C° | Tiempo
95 107

95 10

95 307

62 307

72 1

72 7

4 0
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PCR parael gen YY2

Se realiz6 la mezcla de los siguientes reactivos en la cAmara para PCR, para obtener un

volumen final de 25 pl:

Reactivo Cantidad para 1 Rx (pl)
Buffer 10x MgCl, 2.5

Taq polimerasa 0.25

dNTP 1

Primer YY2 F 1

Primer YY2 R 1

DDW 17.5

cDNA 1

TOTAL 25

Posteriormente la mezcla se colocé en el termociclador bajo las siguientes condiciones, con

35 ciclos (HelLa, grupo control)* y 30 ciclos (CAL-27)*:

Temperatura | Tiempo Temperatura | Tiempo | Ciclos
(C°) (C°)

95 10°

94 30” 68 2 3

94 307 60 2 *

72 5

4 00
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PCR del gen Smac/DIABLO
Se realiz6 mezcla de los siguientes reactivos en la camara para PCR, y se ajusto el volumen

final a 25 pl:
Reactivo Cantidad para 1 Rx (pl)
Buffer 10x MgCl, 2.5
Taq polimerasa 0.25
dNTP 1
Primer Smac F 1
Primer Smac R 1
DDW 17.5
cDNA 1
TOTAL 25

La mezcla obtenida se colocé en el termociclador bajo las siguientes condiciones, con 30
ciclos (HeLa, grupo control)* y 32 ciclos (CAL-27)*:

Temperatura | Tiempo Ciclos
(C)

95 10

95 307

72 2 3

95 307

68 307 *

72 1

72 5

4 0

Los productos del PCR se separaran en un gel de agarosa 2%, tefiido con bromuro de etidio

y posteriormente fueron visualizados bajo luz ultravioleta (UV).
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Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron con medidas de tendencia central y dispersion,

ademas de realizar pruebas estadisticas de ANOVA vy analisis post hoc de Dunnett.
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RESULTADOS

En el procedimiento de extraccion de ARN de las lineas celulares HeLa (grupo control) y

CAL-27 obtuvimos las siguientes lecturas en promedio:
LINEA CELULAR ARN (ug/ul)

HeLa (grupo control) 1.989
CAL-27 0.501

Se realizd el procedimiento de PCR para la obtencién de transcritos YY1, YY2 y

Smac/Diablo en las lineas celulares HelLa (grupo control) y CAL-27, obteniendo las

siguientes curvas de saturacion (Fig 6 y 7), confirmando la expresion de estas moléculas en

ambas lineas celulares.

Hela
25x 30x 35x
30x 35x 40x

25x 30x 35x

Fig 6. Curvas de saturacion para los transcritos de YY1, YY2 y Smac/DIABLO, en la linea

celular HelLa.
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CAL-27

30x 35X 40x

25X 30x 35x
750 pb YY2
25x 30x 35x

Fig. 7. Curvas de saturacion para los transcritos de YY1, YY2y Smac/DIABLO, en la linea
celular CAL-27.

Posteriormente se procedié a la transfeccion por medio de Lipofectamine LTX y Plus de
las lineas celulares HeLa y CAL-27. En la linea celular HeLa tranfectada con el plasmido
RNAI-Ready pSIREN-Retro Q YY1 se observo algunas células con morfologia
multinucleadas y en huso. La transfeccion con HeLa RNAi-Ready pSIREN-Retro Q YY2
algunas de estas células se mostraban multinucleadas y con una morfologia parecida a
lamelipodios. La linea celular HeLa RNAi-Ready pSIREN-Retro Q, no presento cambios

morfol6gicos importantes comparadas a la de la linea celular HeLa no transfectada (Fig. 8).
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Fig. 8. Linea celular Hela y sus transfecciones con los plasmidos: RNAi-Ready pSIREN-
Retro Q YY1, RNAIi-Ready pSIREN-Retro Q YY2 y RNAIi-Ready pSIREN-Retro Q.
Microscopio Optico OLYMPUS (10x)

Las células de la linea CAL-27 no fue transfectable con tres procedimientos distintos
(LIPOFECTAMINE 2000, ESCORT y LIPOFECTAMINE LTX). La linea celular CAL-27
al ser transfectadas con el vector RNAi-Ready pSIREN-Retro Q Zs Green presento muerte
celular a las 24 hrs, disminuyendo su densidad celular hasta un 30%. Estas células no
expresaron fluorescencia dentro las primeras 72 horas de la transfeccion. Lo cual fue un

dato de transfeccion negativa.
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DISCUSION

Los nanoliposomas son particulas coloidales de membranas bilaminares compuestas por
moléculas lipidicas auto-agregables capaces de generar vesiculas. Estos son capaces de
encapsular una fraccion de medio en el cual son suspendidos. Las vesiculas liposomales
han atraido la atencidén en la investigacion como acarreadores potenciales de diversas
moléculas bioactivas y farmacos que pueden ser utilizados en aplicaciones terapéuticas en
humanos y animales. Este tipo de medio ha sido utilizado exitosamente en el uso de agentes
guimioterapéuticos contra el cancer y recientemente son consideran como una alternativa
para la expresion génica. En base a las caracteristicas de baja toxicidad, inmunogenicidad,
facil preparacion, envio independiente del tamafio de los acidos nucleicos ha convertido a
los liposomas en el sistema de transfeccion no viral méas utilizado.™

En nuestro estudio se planteo el empleo de sistema de transfeccion liposomales, los cuales
han sido empleados tanto para células en suspensiones como adheridas, asi como en
experimentos de silenciamiento génico a través de SiRNA y shRNA. Los resultados de
transfeccién sobre nuestro grupo control HeLa fueron exitosos, sin embargo bajo las
mismas condiciones de transfeccion CAL-27 no fue positiva al procedimiento. Las posibles
explicaciones para este fracaso pueden derivar de errores en la estandarizacion del
protocolo o bien por caracteristicas enddgenas de la linea células. Roche Diagnostics Gmb
H !, reporta que uno de las causas de fracaso en la transfeccion de lineas celulares es la
contaminacion por Mycoplasma spp; en el caso de CAL-27 esta reportado por ATCC que
durante su cultivo, la linea celular presentd contaminacion por Mycoplasma spp y se trato
con BM Cyclin (Ciprofloxacino)(ATCC, Product Infomation for ATCC CRL-2095).2° De
igual manera, durante nuestros experimentos, dos stock de CAL-27 se contaminaron con
Mycoplasma spp y fueron tratados con BM Cyclin (5 ul/ml durante 14 dias, posteriormente
se colocd 2.5 pl/ml durante 5 dias) EIl problema de una infeccion por Mycoplasma spp
radica en el tamafio de esta célula, que es menos de 1 um, y por lo tanto son dificiles de
detectar con un microscopio convencional, adicionalmente, esta célula requiere de
colesterol para el crecimiento. Estos datos nos sugiere el riesgo latente de infeccion y los
problemas posteriores para la transfeccion derivados de la posibilidad de la alteracién de la

membrana plasmética por la pérdida de colesterol.™
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La estandarizacion de un protocolo es fundamental para el éxito de cualquier experimento.
Al observar que la linea celular CAL-27 no fue transfectable, una explicacion posible fue la
susceptibilidad a la concentracién empleada de liposomas cationicos, para este fin se
empleo diferentes concentraciones de LIPOFECTAMINE 2000 y otras alternativas de
transfeccion menos toxicas como ESCORT Il y LIPOFECTAMINE LTX Y PLUS, no
obstante, ante este ajuste en la linea celular presenté muerte celular, llegando a sobrevivir
tan solo el 30%. Una posible alternativa para solucionar este problema en futuros
experimentos puede ser la disminucion de la cantidad de RNA, el tamafio de los liposomas
y mejorar la carga o afinidad de la superficie de estos vectores.™

Durante los procedimientos de extraccion de ARN en las lineas celulares, se obtuvo de
CAL-27 una minima cantidad de ARN a comparacion de HelLa, probablemente esté
relacionado al nimero de ciclos celulares correspondientes a cada linea celular, ya que hay
conocimiento sobre el aumento de la cantidad de ARN en la fase G, esto a su vez estaria
relacionado con el nivel de proliferacion de la linea celular. CAL-27 durante nuestros
estudios mostré tener un nivel mas bajo de confluencia celular que Hela, debido a que al
sembrar 3x10° células en cajas de cultivo de 35cm? de cada linea celular, se observé una
confluencia celular del 100% en CAL-27 al dia 5 posterior al cultivo, sin en cambio con
HelLa en la cual se obtenia confluencia del 100% en el dia 3 posterior al cultivo. Estas
observaciones podrian tratarse de caracteristicas peculiares de la linea celular CAL-27 o
tener relacion con la contaminacion de Mycoplasma spp, ya que se reporta que esta bacteria
altera el crecimiento celular >3

Las curvas de saturaciobn mostraron un dato interesante respecto a la expresion de
Smac/Diablo, YY1y YY2 tanto en HeLa como en CAL 27. En HelLa cualitativamente se
observo mayor expresion de Smac comparado a YY1y YY2, mientras que en CAL 27 el
patrén fue inverso. Esto nos sugiere la posibilidad de mayor susceptibilidad a la apoptosis a
través de la via mitocondrial para la linea HelLa. La mitocondria juega un papel
fundamental en la apoptosis. La permeabilizacion de la membrana externa es una
caracteristica prominente de la apoptosis, esto resulta en la redistribucién de ciertas
proteinas hacia el espacio intermembranal y asi generar una cascada de activacion
proapoptotica. Las proteinas involucradas en esto son el citocromo ¢, Smac/DIABLO,

factor inductor de apoptosis, HtrA2/Omi y endonucleasa G. Se ha demostrado que las
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células Hela, al ser estimuladas proapoptoticamente tanto citocromo ¢ como Smac salen de
la mitocondria simultaneamente.>*

Con respecto a los cambios morfoldgicos observados de la linea celular HelLa al ser
tranfectada con el plasmido RNAi-Ready pSIREN-Retro Q YY1 en el cual se observé en
algunas células una morfologia similar a la de huso, en el cual nos podria hablar sobre una
Transicion Epitelio Mesenquimatoso (EMT), debido probablemente a que la
sobreexpresion del factor de transcripcion YY1 esté involucrado en la expresion de genes
que participan en la EMT como Msx2 (Than DP, 2002 y Satoh K, 2004) *>*® y de manera
indirecta supresion del gen de E-cadherina al regular la transcripcién de su represor Snail.>’
En la transfeccion del plasmido RNAi-Ready pSIREN-Retro Q YY2 en la linea celular
HelLa, se observd cambio en su morfologia como la formacion de algunas células con
lamelopodios, posiblemente porque el factor de transcripcidn YY2 regule a genes
involucrados con la adhesion celular, que en caso del carcinoma podria tratarse en su
participacién en la migracion celular, el cual es importante durante la metastasis, sin
embargo aun en la literatura no se cuenta con los suficientes datos sobre los genes que son
regulados por YY2 para determinar si alguno de ellos estan involucrados la migracion
celular >

Los problemas en la transfeccion de CAL 27, limitaron el avance de los experimentos y
obtencion de resultados subsecuentes. La utilidad de estos resultados podria permear a la
nueva corriente terapéutica contra el cancer. El ideal es conseguir farmacos capaces de
alterar la patogénesis del cancer. Como ya se ha mencionado la apoptosis como alternativa
terapéutica es promisoria. En base a nuestras curvas de saturacién particular CAL 27
mostro cualitativamente mayor expresion de YY1y YY2 que Smac, los cuales confieren
una resistencia a la apoptosis a través de la via extrinseca. Este resultado reafirma el interés
y objetivo de esta linea de investigacién, ya que si se logra aumentar la susceptibilidad o en

el mejor de los casos inducir la apoptosis, los alcances clinicos son prometedores.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a nuestros resultados podemos concluir lo siguiente:

No fue posible demostrar los efectos que pudieran tener los factores de transcripcion de
YY1y YY2sobre Smac/DIABLO en la linea celular CAL-27.

La linea celular CAL-27 expresa los genes YY1, YY2 y Smac/DIABLO. Sin embargo aun
se desconoce su expresion de manera cuantitativa.

La linea celular CAL-27 durante el estudio no fue transfectable por liposomas cationicos
probablemente por contaminacién de Mycoplasma spp.

La transfeccion de YY1y YY2 provocd cambios en la morfologia celular de HelLa.
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