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.  ABREVIATURAS

APAF-1: apoptosis
activating factor -1

protease-

ATP: adenosin trifosfato
Bcl-2: B cells lymphoma 2

CARD: dominios de reclutamiento de
caspasas

cDNA: &cido
complementario

desoxirribonucleico

CD95: cluster de diferenciacion

Clso: concentracion inhibitoria 50
c-MYC: oncogén de mielocitomatosis
CO,: diéxido de carbono

CYP2AG6: citocromo P450 (2A6)
DED: dominios efectores de muerte
DD: dominios de muerte

DMEM: Dulbecco Modified Eagle
Medium

DNA: acido desoxirribonucleico
EDTA: acido dietilenaminotetraacético
EtOH: etanol

FADD: proteina asociada a Fas con
dominio de muerte

HCI: acido clorhidrico
IAP: proteina inhibidora de apoptosis

ICAD: inhibitor of caspase-3-activated
DNAse (proteina inhibidora de la
DNAsa activada por casapasa-3)

Kg: kilogramo

M: molar

mg: miligramo

mL: mililitro

mM: milimolar

NaOH: hidroxido de sodio

PBS: solucibn amortiguadora de
fosfatos

RNAm: &cido ribonucleico mensajero

RPMI-1640: medio de cultivo Roswell
Park Memorial Institute-1640

Psi: libra por pulgada cuadrada
SFB: suero fetal bovino

TDI: ingesta diaria tolerable
TNF: factor de necrosis tumoral

TRAIL-R1: Tumor Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand
receptorl

TRAIL-R2: Tumor Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand
receptor 2

7-OHC: 7-hidroxicumarina
Hg: microgramo
MM: micromolar

Z-DEVD-R110: sustrato especifico de
caspasa 3 acoplado a rodamina 110



ll.  INTRODUCCION

1) Planteamiento del problema
Se han descrito propiedades apoptéticas de algunas cumarinas simples,
(cumarina y la 7-hidroxicumarina) en células de adenocarcinoma pulmonar
humano A-549 (Marshall, 1994). Sin embargo, no se ha documentado como
ocurre este proceso a nivel celular ex vivo. En este trabajo se utiliza la técnica de
microinyeccién en célula Unica y la microscopia de epifluorescencia, como una
propuesta para el estudio de la actividad de la caspasa 3 por efecto de la

exposicion a 7-hidroxicumarina.

2) Objetivos

Objetivo general

« Determinar la dindmica ex vivo de la actividad especifica de la caspasa 3
inducida por el tratamiento con 7-hidroxicumarina en células de
adenocarcinoma pulmonar humano A-549, mediante la técnica de

microinyeccién en célula Unica por microscopia de epifluorescencia.

Objetivos particulares

e Desarrollar la técnica de microinyeccién en células de adenocarcinoma
pulmonar humano A-549 como herramienta para la realizacion de estudios

ex vivo de Farmacologia celular.



e Obtener los cursos temporales de activacion de la caspasa 3 en células

tratadas con 7-hidroxicumarina, disuelta en etanol.

e Obtener el registro y el andlisis de imagenes de la dinamica ex vivo de este

proceso mediante microfotografia digital.

3) Hipotesis

Hipotesis General

Existe un incremento estadisticamente significativo en la induccion de la
actividad de la caspasa 3 entre las células A-549 de adenocarcinoma pulmonar
humano tratadas con 7-hidroxicumarina disuelta en etanol y las células expuestas

a su control.

Ho: Entre las células A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano tratadas con 7-
hidroxicumarina disuelta en etanol o sé6lo con su vehiculo, no hay diferencia
estadisticamente significativa en la induccion de la actividad de la caspasa 3,
cuantificada mediante la técnica de microinyeccion en célula Unica por

microscopia de epifluorescencia.

Hi: Entre las células A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano tratadas con 7-
hidroxicumarina disuelta en etanol o con su vehiculo, si hay diferencia
estadisticamente significativa en la induccion de la actividad de la caspasa 3,

cuantificada mediante la técnica de microinyeccion en célula unica por

microscopia de epifluorescencia.



I1l. Marco teérico

1) Apoptosis
La apoptosis es un proceso celular de muerte programada en el cual las células
son inducidas a una especie de suicidio no necrotico. En organismos
multicelulares muchos de los mecanismos que controlan la homeostasis de los

tejidos, estan ligados a procesos apoptoticos (Nasr T, 2014).

La apoptosis se caracteriza por diferentes cambios morfolégicos que terminan con
la muerte de la célula (Broker L, 2005). La membrana plasméatica es una de las
estructuras celulares donde se hacen mas evidentes los efectos de toda la serie
de modificaciones bioquimicas que constituyen la apoptosis. La célula adquiere un
aspecto tipicamente apoptotico, caracterizado por la disminucion de tamafio, el
aislamiento respecto de las células que la limitan (en el caso que éstas sean
adherentes) y el aspecto esférico de su forma. Se generan también unas
estructuras a modo de pequefias evaginaciones esféricas surgidas a partir de la
membrana, que se denominan blebs (Evan G, 2001). Se sabe que durante la
apoptosis se produce una reorganizacion del citoesqueleto por la protedlisis de
muchos de sus componentes generando este tipo de estructuras. En las células
inducidas a apoptosis también se producen cambios en la simetria de la
membrana. La bicapa lipidica que forma la membrana plasméatica tiene una
composicién y orientacion determinada. De los fosfolipidos que conforman la
membrana citoplasmatica, los que contienen colina, esfingomielina vy
fosfatidilcolina, estdn orientadas al exterior, mientras que la mayoria de los

aminofosfolipidos, fosfatidilserina, y fosfatidiletanolamina, estan orientados al
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interior. Esta orientaciéon de la membrana no es un hecho estatico, sino que es el
resultado de una dinamica en la que continuamente los fosfolipidos se mueven
cruzando la membrana en ambas direcciones hasta conseguir el equilibrio que
garantice la correcta arquitectura. Durante la apoptosis, ocurre una pérdida de la
simetria de la membrana y por lo tanto una exteriorizacion de aminofosfolipidos
como uno de los fendmenos mas precoces. Este evento es muy importante para el
proceso general de la apoptosis, ya que “marca” a las células para su posterior

fagocitosis (Broker L, 2005).

A. Caspasas

Las caspasas (cistein-aspartil proteasas) son proteasas intracelulares que
propagan la muerte celular, la proliferacion e inflamacion. Una vez activadas las
caspasas, por un estimulo especifico activan la protedlisis de sus sustratos para

provocar una serie de eventos que culminan en la respuesta biol6gica deseada.

Las caspasas son enzimas con residuos de cisteina en su sitio catalitico, que
reconocen y cortan sus sustratos después de un residuo de acido aspartico. Estas
son sintetizadas como cimégenos y constan de un prodominio N-terminal, una
subunidad grande (p20) y una subunidad pequefia (pl0). Las caspasas se

clasifican de acuerdo a su actividad inflamatoria o apoptotica.
Las caspasas apoptoticas a su vez se clasifican en:
¢ Iniciadoras: caspasa-8, caspasa-10, caspasa-9 y caspasa-2.

e Efectoras: caspasa-3, caspasa-6 y caspasa-7.



Las caspasas inflamatorias son: caspasa-1, caspasa-4, caspasa-5, caspasa-11,
caspasa-12, caspasa-13 y caspasa-14. Esta descrito que las primeras 3 inducen
paraptosis, un tipo de muerte celular asociado a la activacion masiva de células

sintetizadoras de citocinas inflamatorias.

Las caspasas ejecutoras poseen prodominios cortos, mientras que las caspasas
iniciadoras y las pro-inflamatorias poseen prodominios largos, en los cuales se
encuentran dominios efectores de muerte (DED) y dominios de reclutamiento de
caspasas (CARD). Ambos dominios pertenecen a la superfamilia de los dominios
de muerte (DD). Estas estructuras permiten las interacciones entre las moléculas
adaptadoras y las procaspasas, para que estas Ultimas se escindan y puedan

activarse (Lavrik I, 2005).

B. Etapas de la apoptosis
El proceso apoptotico puede dividirse en tres etapas: la iniciacién, ejecucion y
eliminacion

¢ Iniciacion: existen dos alternativas para comenzar un proceso apoptotico.
La primera, que inicia por receptores de muerte en la superficie celular, es

conocida como via extrinseca. La segunda, mediada por mitocondria, es

conocida como la via intrinseca (Figura 1). En ambas vias se activa una

cadena de sefalizacion mediada por caspasas que causa la serie de
cambios morfolégicos descritos anteriormente y finalmente la muerte
celular. Los receptores de muerte son parte de los receptores de la

superfamilia TNF, los cuales son activados por sus ligandos naturales, la
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familia TNF. Cuando los ligandos se unen a sus respectivos receptores de
muerte como CD95, TRAIL-R1 y TRAIL-R2, estos receptores activados
atraen a la proteina FADD. Después de esta sefial, las caspasas 8 y 10 son
reclutadas a este complejo de sefializacion de induccién de muerte. Cuando
la concentracion de caspasa 8 es adecuada, se inicia la apoptosis, si ho es
adecuada, entonces la mitocondria interviene para amplificar la sefial por la
via intrinseca de apoptosis. La activacion de la via intrinseca, ocurrida en la
mitocondria, es mediada por la familia Bcl-2, especificamente por la
proteina BID, escindida por caspasa 8, que una vez activada, penetra la
membrana mitocondrial. La apoptosis a nivel mitocondrial es inducida por
estimulacién de la membrana mitocondrial y procede por medio de la
liberaciébn de citocromo C y otros factores apoptogénicos al citosol. El
citocromo C forma un complejo con APAF1 (apoptotic protease activating
factor-1), ATP y procaspasa-9; con este complejo conocido como
apoptosoma se activa la caspasa-9 (Ouyang L, 2012).

Ejecucion: una vez que las caspasas iniciadoras se unen a sus sustratos,
se activan las caspasas ejecutoras caspasa -3, caspasa-6 y caspasa-7.
Estas enzimas activas amplifican la cascada proteolitica de las caspasas.
Por ejemplo, la escision de la proteina ICAD, provoca la liberacion de la
endonucleasa que atraviesa el nucleo para fragmentar el DNA. La escision
de las proteinas actina, plectina, ROCK-1 y gelsolina provoca la
fragmentacion de la célula, el fenomeno de blebbing y la formacién de

cuerpos apoptoticos.
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e Eliminacion: en la membrana celular después del

fendbmeno de

exteriorizacion de fosfatidilserina y moléculas glucosidicas que “marcan” los

cuerpos apoptéticos,

fagocitan (Schulze-Bergkamen H, 2004).

los macrofagos reconocen estas sefiales y los

Via Extrinseca £ Via Intrinseca
i+ Estimulos (Radiacién UV,

ligando ‘ drogas citotéxicas,ROS, etc.)

Receptor o

i Apaf-1&

/.- DIsC
I—» III\ ‘/
P

Caspasas
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l
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B Q ' Procaspasa 9

;!;.—\

Figura 1. Viaintrinseca y extrinseca de la apoptosis. (Lopez-Gonzélez JS, 2008).
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C. Regulacion de la apoptosis

Existen diferentes familias de proteinas que regulan el proceso apoptotico en las

células:

» Las proteinas FLIPs [FADD-like interleukine-1 B-converting enzyme like
protease (FLICE/ caspase-8) inhibitory proteins] interfieren en la iniciacion
de la apoptosis directamente a nivel de los receptores de muerte. Estas
proteinas y sus variantes (largas y cortas en humanos) tienen una
estructura homéloga a la caspasa-8, pero carecen de su sitio catalitico, lo
qgue les permite unirse al complejo de induccion a la muerte DISC (death-
inducing signaling complex), sin desencadenar las actividades proteoliticas
de las caspasas (Schulze-Bergkamen, 2004).

» Los miembros de la familia Bcl-2 que regulan la apoptosis a nivel
mitocondrial pueden ser divididas o clasificadas de acuerdo a su funcion
pro-apoptética (Bax, Bak y Bid) o anti-apoptética (Bcl-2 y Bcl-x.). Estas
proteinas tienen influencia en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial (Cotter T, 2008).

» Las IAPs (proteinas inhibidoras de apoptosis) se unen a las caspasas
evitando su actividad. También pueden actuar como ligasas de ubiquitina
promoviendo la degradacion de las caspasas a las que se unen. Existen 9
tipos de IAPs, sin embargo, no todas tienen actividad inhibitoria de
caspasas. Estas proteinas inhibidoras a su vez tienen una proteina
inhibidora llamada SMAC/DIABLO (second mitocondria — derived activator
of caspase/ direct IAP binding protein with low pl), la cual es liberada de la
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mitocondria con el citocromo C durante la activacion de la apoptosis y
promueve la activacién de las caspasas inhibiendo a las IAPs (Hunter A,

2007).

Ademas de las proteinas reguladoras de caspasas, también se regula la apoptosis
a nivel genético. Por ejemplo, la via de sefalizacion PI3K/AKT contribuye a la
resistencia de la apoptosis. PI3K (fosfoinositol 3 cinasa) es activada por sefiales
de supervivencia como factores de crecimiento. Una vez activada esta proteina, se
genera al lipido fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato [PtdIns(3,4,5)P3] desencadenando
el reclutamiento de PDK1 y PDK2 (cinasa PtdInsP3-dependiente 1 y 2) y Akt
(proteina cinasa B) a la membrana celular. En el complejo formado, PDK1 y PDK2
activan a Akt por fosforilacion. La activacion de Akt induce fuertes sefiales de
supervivencia como la inactivacion de la proteina pro-apoptética Bad. Otro gen
determinante en la regulacién apoptotica es el TP53 que codifica la proteina p53.
Una de las funciones de esta proteina es regular la expresion de varias proteinas
pro-apoptéticas y anti-apoptéticas a nivel transcripcional y post-transcripcional. A
su vez, existen proteinas que regulan la actividad de p53 como ASPP (del Inglés
Apoptosis Stimulating Protein of p53), que es un potente activador de esta
proteina. Al contrario de ASPP, la proteina codificada por el gen MIF, inhibe la
expresion de p-53 y por lo tanto, la apoptosis. Otro regulador genético de la
apoptosis es el factor nuclear B (NF-kB) cuya activacion inhibe la apoptosis por
medio de la transcripcidbn de genes importantes en la sefalizacion de apoptosis
como c-FLIP, clAP1 y clAP2, ademas de miembros de la familia Bcl-2 como

A1/BFL1 y Bcl-xL (Schulze, 2004).

14



D. Apoptosis y cancer

En promedio un cuerpo humano adulto genera aproximadamente 60 billones de
células al dia, como consecuencia, un numero igual de células debe morir por
apoptosis para mantener la homeostasis celular. Por lo tanto, la desregulacién del
proceso apoptotico provoca una acumulacién anormal de células que contribuye al
desarrollo de tumores. La resistencia de células tumorales a la apoptosis es un

requisito para el desarrollo del cancer (Portt L, 2011).

La falta de regulacion de proliferacion por si misma no es suficiente para la
formacién del tumor, porque este fendmeno provocaria muerte celular, pues la
sobreexpresion de promotores del crecimiento como c-MYC, E1A o E2F1
sensibiliza las células para desencadenar apoptosis. Es decir, ademéas de la
sobreexpresion de proteinas que promueven la proliferacion, para el desarrollo de
tejido neoplasico se necesita alta expresion de proteinas anti-apoptéticas y/o baja

expresion de proteinas pro-apoptoéticas (Ghobrial 1, 2005).

2) Céancer de pulmén
El cancer de pulmén es una enfermedad que se caracteriza por una divisién
acelerada y descontrolada de células modificadas genéticamente y/o
epigenéticamente, que dan origen a tejido neoplasico en el pulmén que adquiere
la habilidad de invadir partes adyacentes del cuerpo y propagarse a otros 6rganos

en un proceso conocido como metastasis (National Cancer Institute, 2012).
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A. Origen molecular

Las células cancerigenas difieren de las células normales del tejido de origen en el
control del crecimiento celular, su morfologia, las interacciones entre células,
propiedades de adhesion, las propiedades de membrana, la estructura del
citoesqueleto, la secrecion de proteinas y la expresion génica. Todos estos
cambios surgen de mutaciones acumuladas por la alta tasa de division celular,
provocada por las primeras mutaciones en proto-oncogenes, genes supresores y
genes de reparacion de ADN. Los proto-oncogenes son genes cuya mutacion o
cambio epigenético tiene efectos de ganancia de funcion, es decir, la expresion de
estos genes induce el comportamiento maligno en la célula transformada;
mientras que la modificaciébn de los genes supresores provoca la pérdida de
funcion. Los genes supresores generalmente son reguladores negativos de la

proliferacion celular (Schulze, 2005).

B. Causas

El cancer inicia primero en una célula. La transformacion de una célula normal en
tumoral es un proceso multifactorial y es el resultado de la interaccién entre los
factores genéticos del paciente, su estado fisico y tres categorias de agentes

externos que pueden alterar el DNA de esta primera célula:

e Carcindgenos fisicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizantes
e Carcindgenos quimicos, como los asbestos, hidrocarburos aroméaticos
policiclicos, benceno, los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas

y el arsénico entre otros.
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e Carcindgenos biolégicos, como las infecciones causadas por determinados

virus como el del hepatitis By C, y el virus del papiloma humano.

C. Epidemiologia

En 2012, 14.1 millones de personas fueron diagnosticadas con cancer en todo el
mundo, de las cuales el 13% corresponde a cancer de pulmén ocupando el primer
lugar de enfermedades neoplasicas. 1.59 millones de personas murieron a causa
de cancer de pulmén correspondiente al 19% de casos, siendo también la primera

causa de defunciones por cancer segun la OMS.

En 2010 el INEGI reportd 74,685 (13%) por cancer, de las cuales 6,796 (9%) son
por cancer pulmonar, ubicAndose en el primer lugar en nuestro pais, siendo 68%
de estas muertes entre el género masculino. La tasa de mortalidad de este tipo de
cancer es de 60.33 por cada 100 mil habitantes. El indice de fatalidad es de 0.96,
es decir, casi el 100% de los pacientes muere a causa de este padecimiento al

afno.

Las muertes por cancer de pulmon varian en cada pais segun el habito que tienen
sus habitantes de fumar, ya que el 90% de las personas que lo padecen, tuvieron
el habito de fumar en algin momento de su vida. El tabaco tiene mas de 5000

componentes detectados de los cuales 98 pueden ser cancerigenos.
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D. Clasificacion de cancer de pulmon

El cancer de pulmoén se puede clasificar de acuerdo a estudios citolégicos y
biopsias en carcinoma de pulmén de células pequefnas (SCLC) y carcinoma de

pulmén de células no pequefias (NSCLC) (Brambilla E, 2001).

El cancer de pulmoén de células no pequefias (del Inglés Non-small cell lung
cancer (NSCLC)) es el tipo mas comun de cancer de pulmén y conforma el 87%
de todos los tumores de pulmén. Existen tres clases de cancer de pulmén de

células no pequefias.

* El Adenocarcinoma conforma el 40% de todos los NSCLC. Este tipo de cancer
se encuentra generalmente en las regiones mas externas del pulmén. También
existe una forma rara de adenocarcinoma, llamado carcinoma broncoalveolar
(Bronchioalveolar Carcinoma (BAC)) que se estd observando con mayor
frecuencia a nivel mundial. BAC se disemina a lo largo de todo el pulmén a
diferencia de otros tipos de cancer de pulmén mas comunes que forman tumores
Unicos. Se desconoce la causa del BAC. A pesar de presentarse en personas que

fuman, generalmente se da en aquellas que nunca han fumado.

* ElI Carcinoma de Células Escamosas conforma del 25 al 30% de NSCLC. Este
tipo es generalmente encontrado cerca de los bronquios, hacia el centro de la
cavidad toracica. Es también conocido como carcinoma epidermoide y esta

usualmente asociado a la exposicion al humo de tabaco.
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 El Carcinoma de Células Gigantes conforma del 10% al 15% de NSCLC. Es de

crecimiento rapido y puede aparecer en cualquier parte del pulmén.

El cancer de pulmon de células pequefias (del Inglés Small Cell Lung Cancer;
SCLC) tiende a crecer y diseminarse mas rapido y puede causar sintomas mas

pronto que el cancer de células no pequenias.

3) Cumarinas
Las cumarinas son moléculas biciclicas con propiedades arométicas que son
metabolitos secundarios muy comunes en plantas. Se han aislado cumarinas de
800 especies de plantas y microorganismos Yy se han reportado mas de 1000
compuestos derivados. Muchas moléculas clasificadas como cumarinas se
caracterizan por tener efecto biologico. A las cumarinas se les atribuyen
propiedades antineoplasicas, antibidticas, antifungicas, antiinflamatorias,
antivirales, antipsicéticas, anticoagulantes y antioxidantes (Asiri A.M., 2003)
(Olomola TO, 2013). Son un grupo de compuestos que tienen un papel importante
como aditivos en la industria alimenticia. Por sus propiedades antioxidantes, en la
industria farmacéutica y en la industria cosmética se utiliza como fijador y
potenciador en perfumes, jabones y detergentes. Por sus propiedades
fluorescentes también son utilizados como marcadores de fluorescencia para

analisis, tinciones y en clinica.

La estructura basica de las cumarinas estd compuesta por un anillo bencénico y

un anillo heterociclico de a-pirona (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la cumarina enumerando los posibles sustituyentes.

Se estima que la maxima exposicién diaria a la cumarina simple derivado de
alimentos en un individuo es de 20 ug/Kg, y de 40 pg/Kg derivado de productos
cosmeéticos. Una persona de 60 Kg consumiria 3.6 mg por dia. No se han
observado efectos adversos a la cumarina con un consumo 100 veces superior al

derivado de alimentos, es decir, 120 mg por dia. (Lake BG, 1999).

La Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional Estadounidense considera
qgue la cumarina no se debe clasificar como cancerigena para humanos y no se

han reportado intoxicaciones por el consumo de esta molécula.

En el humano la via principal de metabolizacion es la hidroxilacion en el carbono 7
catalizada por la enzima CYP2A6 del citocromo P450 (Figura 3). La 7-
hidroxicumarina se excreta en la orina como glucurénido y su tiempo de vida
media en la circulacion es de 1.5 horas y el 80% del farmaco es excretado por via
renal (Hassanzadeh M, 2013). La mayor actividad antiproliferativa de la cumarina

es atribuible a este metabolito principal (Elinos-Baez, 2005).
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A. Cumarinas y cancer de pulmon

Se han descrito propiedades citostaticas y apoptoticas de algunas cumarinas
simples (cumarina y la 7-hidroxicumarina) en células de adenocarcinoma pulmonar
humano A-549 y se ha determinado el mecanismo de accion para este evento,
que consiste en la disminucion de la ciclina D1, sin afectar la cantidad de su
RNAmM vy la inducciébn de apoptosis mediante la activacion de la caspasa 3

(Jiménez-Orozco FA, 2001).

En estudios previos, hemos encontrado que la 7-hidroxicumarina in vitro induce un
efecto apoptoético en las células de A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano,
estimado mediante los cambios morfologicos caracteristicos de la apoptosis, la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis, incrementando la actividad
enzimatica de la caspasa 3, estimada por ensayos colorimétricos empleando

sustratos e inhibidores especificos de esta enzima (Soto, 2008).

En estudios anteriores se han realizado ensayos en ratones con este tipo de
cancer y en lineas celulares tratadas con la cumarina y sus derivados simples en

los cuales se demuestra la existencia de actividad citostética y citotoxica:

e Zacharaski et al. en 1981 reportaron en un estudio de pacientes control con
carcinoma de pulmén de células pequefas tratados con una combinacién
de gquimioterapia mas radioterapia, donde la mediana en la sobrevida de
este grupo (25 semanas) se duplicaba si se agregaba al tratamiento la

warfarina.
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Marshall en 1994, report6 los efectos inhibidores del crecimiento in vitro de
varias lineas celulares tumorales humanas por la cumarina y la 7-
hidroxicumarina con concentraciones de 250-300 pug/mL, incluyendo la linea

A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano.

Kawaii en 2001 encontré que la CI50 de la cumarina en las células A-549

es mayor a 400 uM.

Jiménez-Orozco et al, en 2001 reportaron que en las células A-427 de
adenocarcinoma pulmonar humano tratadas por 72 horas, la CI50 de la
cumarina fue de 257 pg/mL vy la de 7-hidroxicumarina de 100 pg/mL. Estos
compuestos inhiben la transicion de la fase G1/S del ciclo celular a
160pg/mL (ImM) y describié el mecanismo de accion: la disminucién de
ciclina D1, sin afectar su ARNm, por lo que se sugirié que la disminucion de

esta ciclina es post- transcripcional.

Lépez Gonzélez et al. en 2004 reportaron la concentracion (160 pg/mL) en
la cual la cumarina y la 7-hidroxicumarina inducia apoptosis después de 24
horas de tratamiento en células A-427 de adenocarcinoma pulmonar

humano.

Musa et al. en 2012 reportaron la disminucion de crecimiento tumoral en
células A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano midiendo la

disminucién de la expresion de Bcl-2 y el aumento de la expresion de Bax.
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4) Microinyeccion
La introduccion de cDNA’s exogenos, proteinas, péptidos y farmacos en el
citoplasma o nucleo celular es un procedimiento ampliamente utilizado en la
biologia celular y molecular, para lo cual se han desarrollado una variedad de

técnicas (Zhang Y, Yu LC, 2012):

e Bioldgicas: mediados por virus o proteina acarreadora.
e Quimicas: difusion pasiva, fosfato de calcio, DEAE-dextrano, liposomas.
e Fisicas: electroporacion, nucleofeccién, vibracion molecular, vibraciones

ultrasoénicas, biolistica y microinyeccion.

La microinyeccion es una técnica de introduccién de sustancias exdégenas como:
proteinas, péptidos, cDNA’s, farmacos, espermatozoides directamente en el
nacleo o en el citoplasma de las células penetrando la membrana celular y/o
nuclear con micropuntas. Entre sus aplicaciones estan la produccién de animales
transgénicos, estudio de embriones humanos, fertilizacion in vitro, estudio de
proteinas reguladoras de transcripcién viral, clonacién, estudio de procesos

biologicos (Zhang Y, 2012).

Utilizar la microinyeccion como método de introduccién de sustancias exdgenas
tiene ciertas ventajas sobre los otros métodos de transfeccion. Por ejemplo, la
sustancia inyectada es el unica factor que afecta a las células, es decir, que esta
sustancia sera la unica causa del cambio o actividad que se busca en la célula.
Otra ventaja de la microinyeccion es la baja toxicidad en comparacion de otros

métodos quimicos e infecciones virales que afectan la viabilidad de las células. Su
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eficiencia es del 80-100% una vez que se esta entrenado en la técnica, lo cual es
superior a la introduccién de sustancias por los otros métodos, en parte porque el
indice de mortalidad de las células es bajo. Ademas de la alta eficiencia de este
método, se consume poco tiempo en realizarlo y se puede controlar de manera
exacta y precisa el volumen y la cantidad de sustancia a microinyectar. Una
ventaja mas de esta técnica es que la microinyeccion es localizada, es decir, se

puede inyectar en el nucleo o en el citoplasma (Zhang Y, 2008).

Aun cuando el uso de la microinyeccién sea conveniente para estudios en células,
existen ciertas desventajas que son importantes considerar al realizar un ensayo
de microinyeccién, ya que ésta es una técnica especializada y por lo tanto, se
necesita de un equipo costoso y de personal especializado que esté capacitado
para usarlo. Si se trabaja con células con alta tasa de division, con el paso de los
dias, esta sustancia se vera “diluida”, ya no estara a la misma concentracion que
se inyectd. Otra desventaja de la microinyeccion es que se introduce material en
una unica célula, por lo tanto esta técnica no es practica para transfeccion masiva

de células (Zhang Y, 2008).

A. Micropuntas

Las micropuntas de microinyeccion se elaboran a partir de capilares de vidrio con
un equipo especializado llamado estirador, para que su forma y diametro sea
adecuada y repetible. Estos capilares de vidrio se colocan en una camara
rodeados al centro por un filamento metélico que se somete a calentamiento

eléctrico. Después una fuerza lineal y horizontal, jala los extremos del capilar para
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crear 2 micropuntas. Al final del estiramiento, se expulsa un gas con determinada
presion (generalmente nitrdgeno o aire comprimido), verticalmente desde abajo
del filamento metalico con el objetivo de romper el vidrio. Por lo tanto, la fuerza de
estiramiento, la velocidad de estiramiento, la temperatura de calentamiento y el
tiempo de expulsion del gas son los parametros criticos para determinar la forma

y el diametro de la micropunta (Zhang Y,2007).

5) Fluorescencia
La fluorescencia es un proceso de emision en el cual una molécula absorbe un
fotdn de alta energia, sufre una excitacion electronica y algunos de sus electrones
son promovidos a orbitales moleculares de mayor energia, después estos
electrones excitados decaen nuevamente a orbitales de menor energia emitiendo

luz de onda en el proceso.

Las moléculas que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos

de radiacion se denominan fluorocromos.

En este trabajo de tesis se introdujo a las células A-549 de adenocarcinoma
pulmonar humano el sustrato especifico de caspasa 3, acoplado a un fluorocromo
por medio de la técnica de microinyeccion. Este fluorocromo es rodamina 110,
cuyo maximo de longitud de onda de excitacién y emisién son 496 nm y 520 nm
respectivamente cuando se encuentra libre. De los dos grupos amino de la
molécula de rodamina 110 se encuentran unidos los péptidos bis-(N-CBZ-L-

aspartil-glutamil-L-valil-L-aspartil), que son reconocidos y escindidos de manera
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especifica por la caspasa 3, liberando asi a la molécula de rodamina 110 que

emite fluorescencia verde como se ejemplifica en la Figura 4.

CASPASA -3

DEVD--A-Rodamina-%--DEVD

}EZ DEVD

Rodamina / Q

’C‘Deteccmn de.{1 rescencia-520nm

Figura 4. La caspasa 3 reconoce de manera especifica el péptido DEVD y rompe su
union con larodamina 110 que es el fluorocromo que se detecta a 520 nm. La sefal
fluorescente de la rodamina 110 es directamente proporcional a la actividad de la
caspasa 3.
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IV. PRODECIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Linea celular
A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano American Type Culture Collection

(ATCC, Rockville, MD).

2. Equipo

e Camara digital Nikon Digital Camara DXM1200c.

e Campana de flujo laminar Nuaire Class Il A NU-425-400 SERIES 30.

e Centrifuga SIGMA 2-16 (Shropshire, Reino Unido).

e Estirador de capilares Sutter Instrument CO Modelo P-87.

e Horno Grieve Laboratory LR-271C.

e Incubadora Nuaire NU-4750 Series 1 con chaqueta de agua e inyeccién
automética de CO,.

e Lampara de fluorescencia Nikon.

¢ Microfuga Heraeus Biofuge pico.

e Microinyector Narishige IM300.

e Micromanipulador Narishige MHW-3.

e Microscopio invertido Nikon Eclipse TS100.

3. Material
e Camara de Neubauer mejorada (Reichert) de 1 mm de profundidad.

e Cajas Petri 3.5cm
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Capilares de borosilicato con microfilamento (World Precision Instruments)
Microloaders Eppendorf pippette tip.
Micropipetas y puntas Eppendorf de 0.5-10 pL, 2-20 p L, 10-100 pL y 100-

1000 pL.

. Reactivos

7-hidroxicumarina (Aldrich 99% de pureza).
Se preparo6 una soluciéon de 10mg/mL de 7-hidroxicumarina en etanol.
Amortiguador de fosfatos (PBS pH 7+ 0.2).
Etanol 70%.
HCI(J.T. Baker).
Marcadores de microinyeccion:
a. Dextran fluoresceina (Molecular Probes 3000MW).
Se prepar6 una disolucién de 0.1% con PBS.
b. Rojo de Texas (Molecular Probes 3000 MW).
Se preparé una disolucion de Rojo de Texas en PBS de
1mg/mL.
Medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich).
Penicilina- estreptomicina (Sigma-Aldrich).
Suero Fetal Bovino (Hyclon Thermo Scientific).
Sustrato de caspasa- 3.
Z-DEVD-R110 (Gibco Invitrogen) Se preparo una disolucion de 2mg/mL en
PBS.

Tripsina/EDTA 0.25% (Gibco 25200).
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5. Software
e NIS-Elements Ar V 2.3
e SigmaStatV 3.5

e SigmaPlotV 11.0

6. Procedimientos

A. Cultivo celular

La linea celular A-549 (ATCC) de adenocarcinoma pulmonar humano fue cultivada
con medio RPMI-1640, suplementado con 10% de suero fetal y 100 U/mL de
penicilina- estreptomicina. Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera con

5% de CO..

Estas células presentan caracteristicas adhesivas y cuando su densidad celular
fue tal, que forma una monocapa en la caja de cultivo, se trataron con una
solucion de tripsina-EDTA 0.25% para desprenderlas. Después se cuantificaron
con camara de Neubauer y se resembraron aproximadamente 200,000 células en
las cajas de cultivo o en cajas Petri de 3.5 cm para los ensayos de

microinyeccion.

B. Elaboracion de micropuntas

Para la elaboracion de micropuntas se utilizaron capilares de borosilicato. Antes
de someterlas al estiramiento, los capilares se lavaron 24 horas con HCI| 0.5N y
posteriormente 24 horas mas con etanol al 70%. Finalmente éstos se enjuagaron

4 veces con agua destilada y se secaron en horno por 3 horas a 180°C.
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Las micropuntas fueron elaboradas en el estirador Sutter Instrument, al cual se le
introdujeron los parametros adecuados para obtener micropuntas de
aproximadamente 0.2 um de diametro y una forma alargada. Dichos parametros
equipo son: HEAT (temperatura de fundicion del vidrio); P (presién del aire durante
la fase de enfriamiento); Pull (fuerza del estirador);VEL (velocidad de estiramiento

determinado por la viscosidad del vidrio); TIME (tiempo de enfriamiento).

C. Determinacion de tiempo y presién de microinyeccién

a. Primero se elaboraron 6 micropuntas de microinyeccion en el estirador
de capilares Sutter.

b. Se prepar6 la soluciébn de microinyeccion: Dextran fluoresceina 0.1%
para la determinacién de los parametros de presion y tiempo de
microinyeccién en células A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano.

c. Se retirdé el medio de cultivo de la caja Petri, se lavdé con amortiguador

de fosfatos y se verti6 1 mL del amortiguador PBS.

d. Después se transfirid la solucion de microinyeccion a la micropunta con

un microcargador.

e. Se monto la punta de inyeccién en el holder del micromanipulador.

f. Posteriormente se ajustaron los parametros de microinyeccion.

eTiempo de inyeccion: se determind midiendo la duracion de

fluorescencia de 200 a 400 ms.
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eLa presion de microinyeccion: a partir de 2 psi con aumentos de 0.5 psi
por cada microinyeccion hasta observar la mayor duracion de

fluorescencia.

Se posicionod la aguja con ayuda del micromanipulador a 45° de la base

de la caja Petri.

. Se colocd la punta sobre la superficie de una célula utilizando el

micromanipulador.

Se desplazé la punta de la aguja hasta penetrar la membrana celular
con un  movimiento  micrométrico  proporcionado por el

micromanipulador.
Se presiono el botén “inject”.

Se capturaron y almacenaron las microfotografias obtenidas con

elsoftware NIS-Elements Ar 3.2.

D. Tratamiento de células de adenocarcinoma pulmonar humano A-

549 con 7-hidroxicumarina

Se sembraron células A-549 en cajas Petri de 3.5cm y se incubaron 24hrs hasta

gue estas se adhirieron en la base de la caja Petri. Se prepar6 1mL de medio de

cultivo con suero fetal bovino con una concentracion de 300ug/mL de 7-

hidroxicumarina y se vertio en la caja Petri con las células A-549.
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Microinyeccién de células de adenocarcinoma pulmonar humano
A-549 expuestas a 7-hidroxicumarina o a su disolvente.

. Se incubaron las células A-549 expuestas a 300 pg/mL de7-
hidroxicumarina o a su disolvente (etanol 70%) durante 3, 6, 12,18 y 24
hrs a 37°C con una atmosfera 5% de CO».
. Se preparo la soluciéon de microinyeccion:
Sustrato de caspasa-3 Z-DEVD-R110 (1.3 mg/mL) y Rojo de
Texas (0.3 mg/mL) para los ensayos de determinacién de la
activacion de caspasa-3.
Se retir0 el medio de cultivo con el tratamiento de 7-OHC o etanol, de la
caja Petri y se lavaron las células con 1 mL de PBS estéril.
. Se vertid 1 mL de PBS estéril en la caja Petri
. Se transfirié la solucidn de microinyeccion a la micropunta con un
microcargador

Se introdujeron los pardmetros de tiempo y presion de microinyeccion.

. Se microinyectaron de 3 a 5 células por ensayo repitiendo los puntos g-k

del procedimiento anterior.

. Andlisis de Iméagenes

Se analizaron las microfotografias de las células microinyectadas

capturadas con el Software NIS-Elements Ar 3.2 midiendo la intensidad de

fluorescencia verde por pixel en el area correspondiente a las células micro-

inyectadas.
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Se graficaron las intensidades de fluorescencia verde por pixel contra los
tiempos  post-inyeccion  para realizar los cursos temporales
correspondientes a los diferentes tiempos de exposicion de las células A-

549 al compuesto cumarinico y su disolvente (Sigma Plot V 11.0).

8. Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existen
diferencias estadisticamente significativas dentro de cada grupo de células
estudiadas (prueba de Kruskal-Wallis). En los casos en que existian
diferencias, se procedio a realizar las pruebas apropiadas para identificar a los
grupos diferentes con respecto al tiempo cero. Posteriormente se realizé la
prueba de T de Student entre el grupo tratado con el etanol y la 7-OHC para
cada tiempo estudiado. Finalmente se determinaron las regresiones lineales,
se calcularon las pendientes de las velocidades iniciales de los cursos
temporales obtenidos de la cinética de la caspasa 3 entre 0 y 60 s y se realiz6
la prueba de andlisis de varianza para determinar si las pendientes eran

diferentes de cero (SigmaStat V 3.5).
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V. RESULTADOS

1. Elaboracion de micropuntas

Se probaron diferentes combinaciones de valores para los parametros del
estirador de capilares Sutter P-87 con la finalidad de encontrar los adecuados
para elaborar micropuntas de diametro aproximado de 0.2 um y forma

alargada.

Tabla I. PARAMETROS PARA LA DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS
DE LAS MICROPUNTAS.

HEAT 550
P 500
Pull 80
VEL 10
TIME 80
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2. Determinacion de los parametros de microinyeccion

Con el objetivo de encontrar el tiempo y presiébn de microinyeccion para realizar
los ensayos en las células A-549, se probaron tiempos de microinyeccion de 200 a
400 ms; y la presién de microinyeccion a partir de 2 psi con aumentos de 0.5 psi
por cada microinyeccién hasta observar la mayor duracion de fluorescencia verde

utilizando como marcador dextran fluoresceina.

Contraste de fases

Figura 6. Variacién de la presion ejercida para la microinyeccién con tiempo de
microinyeccion de 400ms. A. Microinyeccién con presién de 6.5 psi. B. Microinyecciéon con
presion de 7.0 psi. Imagen 40X.

La presién de microinyeccion de 6.5 psi es adecuada para la deteccion del
marcador por microfotografia de epifluorescencia ya que después de 5 minutos la
célula sigue siendo viable. La presion de 7.0 psi resultdé ser excesiva, ya que la

membrana celular se rompe y el marcador de fluorescencia se difunde.

36



3. Cinética de la actividad de caspasa 3 con microinyeccion en célula
Unica

A. Cinética de activacion de caspasa 3 sin exposicion a 7-
hidroxicumarina

Para determinar la actividad basal de la caspasa 3, es decir, sin induccién
provocada por la 7-hidroxicumarina en las células A-549, se microinyecto el
sustrato de caspasa-3 DEVD-R110 combinado con Rojo de Texas, este ultimo
con la finalidad de comprobar que la solucién de microinyeccién se introdujo a la
célula. Se tomaron microfotografias con el software Nis Elements Ar 3.2 para

observar la fluorescencia verde emitida por el fluorocromo rodamina 110.

La célula positiva a la tincibn con Rojo de Texas indica que la célula fue
microinyectada correctamente. La ausencia de fluorescencia verde emitida por
rodamina 110 indica la no activacion de caspasa 3 en ausencia del tratamiento

con la 7-OHC (Figura 7).

‘Contraste de fases Filtro rojo

Figura 7. Fotografias obtenidas de la dinamica de activacion de caspasa 3 en una célula A-
549 sin exposicion a 7-OHC. A) Contraste de Fase de la célula inyectada. B) Célula positiva a
la Tincion con Rojo de Texas (615nm) C-D) Ausencia de fluorescencia verde por
rodaminall0 (520nm). Imagen 40X.
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B. Cinética de activacion de caspasa 3 por la exposicion a 7-
hidroxicumarina

Con la finalidad de determinar la actividad de la caspasa 3, inducida por la 7-
hidroxicumarina en las células A-549, se expusieron las células al farmaco por 3,
6, 12,18 y 24 hrs. Después se microinyecto el sustrato de caspasa-3 DEVD-R110
combinado con Rojo de Texas. Se tomaron microfotografias con el software Nis
Elements Ar 3.2 para observar y cuantificar la fluorescencia verde emitida por el
fluorocromo rodamina 110. Con estas imagenes se construyeron las gréficas para
mostrar los cursos temporales de intensidad de fluorescencia contra tiempo (la

fluorescencia verde correspondiente a la actividad de caspasa 3), (Figuras 8-17).

Figura8. Fotografias obtenidas de la dinamica de activacidon de caspasa 3 en una célula A-
549 tratada con 300 pg/ml de 7-OHC durante 3 hrs. A) Contraste de Fase de la célula antes
de la inyeccion. B) Célula sin fluorescencia antes de la inyeccion en microscopia de
fluorescencia (520 nm) C) Célula positiva a la Tincién con Rojo de Texas (615 nm) D-F)
Cambios en la intensidad de fluorescencia de R110 (520 nm) asociada directamente a la
actividad de caspasa 3. Imagen 40 X.
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Figura 9.
Representacion

gréfica de las
intensidades de

fluorescencia para cada
tratamiento. Se realizo
analisis de varianza
(Kruskal-Wallis) y
posteriormente prueba
de Tukey y T de Student.

En el caso del curso temporal de la exposicién a la 7-hidroxicumarina se realizé

andlisis de varianza y se observaron diferencias estadisticamente significativas

dentro del grupo (Kruskal-Wallis). La prueba de Tukey se realizd para identificar a

los grupos diferentes con respecto al tiempo cero, encontrando diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) a los tiempos 60 s; 120 s; 180 s. Cuando se

realizé la comparacion mediante prueba de T. de Student entre el grupo tratado

con el

etanol y la 7-hidroxicumarina solamente se encontro diferencia

estadisticamente significativa (* p<0.05) entre los tiempos 40 s, 60 sy 120 s.
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FiguralO. Fotografias obtenidas de la dinamica de activaciéon de caspasa 3 en una célula A-549
tratada con 300 pg/ml de 7-OHC durante 6 hrs. A) Contraste de Fase de la célula antes de la
inyeccion. B) Célula sin fluorescencia antes de la inyeccion en microscopia de fluorescencia
(520 nm) C) Célula positiva a la Tincion con Rojo de Texas (615nm) lo que indica que la célula
fue microinyectada D-F) Cambios en la intensidad de fluorescencia de R110 (520 nm) asociada
directamente a la actividad de caspasa 3. Imagen 40 X.
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Para la curva temporal de la exposicion a la 7- OHC se realiz6 andlisis de varianza
y se observaron diferencias estadisticamente significativas dentro del grupo
(Kruskal-Wallis). Se procedio a realizar la prueba de Mann-Whitney para identificar
a los grupos diferentes con respecto al tiempo cero, encontrando diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) a los tiempos 60 s; 120 s; 180 s; 240 s; 300
s; 360 s; 420 s y 480 s. Cuando se realizé la comparacion mediante prueba de T
de Student entre el grupo tratado con el etanol y la 7-OHC no se observaron

diferencias estadisticamente significativas a ninguno de los tiempos estudiados.

Figural2. Fotografias obtenidas de la dinamica de activacion de caspasa 3 en una célula A-
549 tratada con 300 pg/ml de 7-OHC durante 12 hrs. A) Contraste de Fase de la célula antes
de la inyeccion. B) Célula sin fluorescencia antes de la inyeccion en microscopia de
fluorescencia (520 nm) C) Célula positiva a la Tincién con Rojo de Texas (615 nm) lo que
indica que la célula fue microinyectada D-F) Cambios en la intensidad de fluorescencia de
R110 (520 nm) asociada directamente a la actividad de caspasa 3. Imagen 40 X.
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En el andlisis de varianza, realizado para el curso temporal de la exposicién a la 7-
hidroxicumarina, se observaron diferencias estadisticamente significativas dentro
del grupo (Kruskal-Wallis). Se procedié a realizar la prueba de Dunn’s para
identificar a los grupos diferentes con respecto al tiempo cero, encontrando
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) a los tiempos 40 s; 60 sy 120 s.
Cuando se realizé la comparacion mediante prueba de T de Student entre el grupo
tratado con el etanol y la 7-hidroxicumarina se observaron diferencias

estadisticamente significativa tnicamente a los 40 s (* p<0.05).
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Figurald. Fotografias obtenidas de la dinamica de activacion de caspasa 3 en una célula A-
549 tratada con 300 upg/ml de 7-OHC durante 18hrs, microinyectada con el sustrato de C3:
DEVD-R110. A) Contraste de Fase de la célula antes de la inyeccién. B) Célula sin
fluorescencia antes de la inyeccion en microscopia de fluorescencia (520 nm) C) Célula
positiva a la Tincion con Rojo de Texas (615 nm) lo que indica que la célula fue
microinyectada D-F) Cambios en la intensidad de fluorescencia de R110 (520 nm) asociada
directamente a la actividad de caspasa 3. Imagen 40 X.
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Student.
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Para el curso temporal de la exposicion a la 7-OHC se realizdé analisis de
varianza y se observaron diferencias estadisticamente significativas dentro del
grupo (Kruskal-Wallis). Se procedi6é a realizar la prueba de Tukey para
identificar a los grupos diferentes con respecto al tiempo cero, encontrando
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) a los tiempos 40 s y 60 s.
Cuando se realizd la comparacion mediante prueba de T de Student entre el
grupo tratado con el etanol y la 7-OHC, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas a ninguno de los tiempos estudiados.

Contraste de fases

Figural6. Fotografias obtenidas de la dindmica de activacion de caspasa 3 en una
célula A-549 tratada con 300 pg/ml de 7-OHC durante 24 hrs. A) Contraste de Fase
de la célula antes de la inyeccion. B) Célula sin fluorescencia antes de la inyeccion
en microscopia de fluorescencia (520 nm) C) Célula positiva a la Tincién con Rojo
de Texas (615 nm) lo que indica que la célula fue microinyectada D-F) Cambios en
la intensidad de fluorescencia de R110 (520 nm) asociada directamente a la
actividad de caspasa 3. Imagen 40 X.
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En el caso del curso temporal de la exposicion a la 7-OHC se realizé analisis de

varianza y se observaron diferencias estadisticamente significativas dentro del

grupo (Kruskal-Wallis). Se procedi6 a realizar la prueba de Dunn’s para identificar

a los grupos diferentes con respecto al tiempo cero, encontrando diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) a los tiempos 40 s; 60 s; 120 s y 180 s.

Cuando se realiz6 la comparacion mediante prueba de T de Student entre el grupo

tratado con el etanol y la 7-OHC no se observaron diferencias estadisticamente

significativas a ninguno de los tiempos estudiados.
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Tabla II.LPORCENTAJE DE INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA 3
RESPECTO A SU CONTROL (ETANOL).

Tiempo de exposicibn a Porcentaje de incremento Tiempo de mayor

7-OHC (hrs) de actividad de caspasa 3 actividad de caspasa 3
(seg)
3 512 % 120
6 355 % 180
12 378 % 40
18 209% 120
24 132% 60

4. Analisis de la velocidad inicial de la cinética de caspasa 3

Con la finalidad de analizar las velocidades iniciales de los cursos temporales

obtenidos correspondientes a la actividad de caspasa 3 inducida por 7-OHC,

se estudio la existencia de procesos lineales para ambos tratamientos con sus

respectivos intervalos de confianza.
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CURSO TEMPORAL DE LA EXPOSICION (3 hr)
A LA 7-HIDROXICUMARINA EN CELULAS A-549
SOBRE LA ACTIVACION DE CASPASA-3
MEDIANTE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
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Figura 18. Se observa una regresion lineal de la activacion de la caspasa 3 con
pendiente distinta de cero p=0.033 y el intervalo de confianza para la 7-
hidroxicumarina es poco abierto. Aunque el valor de la regresion lineal del
disolvente de la 7-hidroxicumarina es muy aceptable, la prueba estadistica revela
qgue la pendiente no es distinta de cero p=0.186, se observa un intervalo de
confianza muy abierto, reflejando mucha dispersion de los datos.
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CURSO TEMPORAL DE LA EXPOSICION (6 hr)
A LA 7-HIDROXICUMARINA EN CELULAS A-549
SOBRE LA ACTIVACION DE CASPASA-3
MEDIANTE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
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Figura 19. Se observa una regresion lineal de la activacion de la caspasa 3 con
pendiente distinta de cero p=0.018 y el intervalo de confianza para la 7-OHC. El
valor de la regresion lineal del disolvente de la 7-OHC es poco aceptable, la
prueba estadistica revela que la pendiente no es distinta de cero p=0.123, se
observa un intervalo de confianza muy abierto, reflejando una gran dispersion de
los datos.
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CURSO TEMPORAL DE LA EXPOSICION (12 hr)
A LA 7-HIDROXICUMARINA EN CELULAS A-549
SOBRE LA ACTIVACION DE CASPASA-3
MEDIANTE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
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Figura 20. Se observa una regresion lineal de la activacion de la caspasa 3 con
pendiente que no es distinta de cero p=0.087 y el intervalo de confianza para la 7-
OHC es muy abierto indicando una gran dispersion de los datos. El valor de la
regresion lineal del disolvente de la 7-OHC es poco aceptable, la prueba
estadistica revela que la pendiente no es distinta de cero p=0.266, aunque se
observa un intervalo de confianza poco abierto, reflejando poca dispersion de los
datos.
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CURSO TEMPORAL DE LA EXPOSICION (18 hr)
A LA 7-HIDROXICUMARINA EN CELULAS A-549
SOBRE LA ACTIVACION DE CASPASA-3
MEDIANTE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
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Figura 21. Se observa una regresion lineal de la activacion de la caspasa 3 con
pendiente que no es distinta de cero p=0.063 y el intervalo de confianza para la 7-
hidroxicumarina muy abierto indicando una gran dispersiéon de los datos. El valor
de la regresion lineal del disolvente de la 7-hidroxicumarina es poco aceptable, la
prueba estadistica revela que la pendiente no es distinta de cero p=0.167, se
observa un intervalo de confianza muy abierto, reflejando gran dispersion de los
datos.
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CURSO TEMPORAL DE LA EXPOSICION (24 hr)
A LA 7-HIDROXICUMARINA EN CELULAS A-549
SOBRE LA ACTIVACION DE CASPASA-3
MEDIANTE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
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Figura 22. Se observa una regresion lineal de la activacion de la caspasa 3
con pendiente que no es distinta de cero p=0.063 y el intervalo de confianza
para la 7-hidroxicumarina muy abierto indicando una gran dispersion de los
datos. El valor de la regresion lineal del disolvente de la 7-hidroxicumarina
es aceptable, la prueba estadistica revela que la pendiente no es distinta
de cero p=0.072, se observa un intervalo de confianza poco abierto,
reflejando escasa dispersion de los datos.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

En cuanto a la elaboracion de las micropuntas, observar la forma y medir el
diametro de las micropuntas elaboradas antes de cada experimento fue
importante, ya que estas caracteristicas varian si hay fluctuaciones en la
temperatura del ambiente y la humedad (Zhang Y, 2007). Ademas que se
comprobd de esta manera que no hubieran artefactos que obstruyeran la punta de

los capilares.

En relacion a los parametros de tiempo y presion de microinyeccion obtenidos
para este tipo de células y con el equipo de microinyeccion Narishige IM300, se
encuentran dentro de los intervalos sugeridos en la literatura (Alcaraz-Pérez,2009)

(Zhang Y, 2008).

De acuerdo a la Figura 9, a las 3 horas de exposicion a la 7-hidroxicumarina, se
observd una cinética enzimatica caracteristica desde el tiempo cero y hasta los
180 s, con incrementos estadisticamente significativos respecto del tiempo cero y
hasta los 180 s en donde llega a su velocidad maxima la actividad de la caspasa
3. Cuando se compara con la cinética de las células expuestas al disolvente hay
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la cinética del etanol de
los 40 y hasta los 120 s (p<0.05 t de Student). La regresién lineal de la cinética
para la 7-hidroxicumarina tiene pendiente diferente de cero entre 0 y 60 s
(r’=0.934 y p=0.033), a diferencia de la regresion lineal del etanol que no tiene
pendiente diferente de cero (p=0.186). Se procedio a realizar el analisis Post-hoc

de estos datos y no se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa.
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La cinética enzimética de la exposicion a la 7-hidroxicumarina, a las 6 horas
Jgualmente muestra incrementos estadisticamente significativos respecto del
tiempo cero hasta los 180 s. Sin embargo, en este caso no se observé ninguna
diferencia estadisticamente significativa al comparar cada uno de los tiempos con
las células tratadas con etanol. Solamente la regresion de la 7-hidroxicumarina
(r’=0.965) mostr6 pendiente diferente de cero (p=0.018), aunque el valor de la
regresion del disolvente es aceptable, no mostré pendiente diferente de cero

(p=0.123).

A los demés tiempos estudiados de exposicion a la 7-hidroxicumarina, 12, 18 y 24
horas, también se observaron incrementos estadisticamente significativos con
respecto de sus tiempos cero, lo que mostré que la actividad enzimatica de la
caspasa 3 tenia un comportamiento caracteristico. Sin embargo, al hacer la
comparaciéon estadistica para cada tiempo con respecto a la actividad de las
caspasa 3 en las células tratadas con el disolvente, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en ningun caso. En todos los casos las regresiones

lineales no mostraron pendientes distintas de cero.

Por lo tanto, con base a nuestros resultados, el efecto mas importante y
claramente observado fue a las 3 horas de exposicién a la 7-hidroxicumarina.
Aungue también a las 6 horas de exposicion se observo una regresion lineal con
pendiente distinta de cero, no hubo diferencias estadisticamente significativas con

respecto a las células tratadas con el disolvente.
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Estos resultados concuerdan con los que reportd previamente Lopez-Gonzélez en
2004 (Lung cancer 2004:43;275-283) ya que observé un incremento en las células
apoptoéticas (linea celular A-427 de adenocarcinoma pulmonar humano),
expuestas a la 7-hidroxicumarina durante 4 horas a 160 ug/mL , del 12.5 al 21% ,
estimadas mediante el indicador anexina V, por citometria de flujo, aunque
nosotros empleamos una linea celular diferente (A-549) y practicamente el doble

de la concentracion de la 7-hidroxicumarina.

Hasta donde sabemos, el estudio de la cinética ex vivo que nosotros empleamos
en este estudio, no se ha reportado a la fecha, la complejidad de la técnica de
microinyeccién lo limita. Sin embargo, como puede observarse de nuestros
resultados, la obtencién de cinéticas enzimaticas altamente confiables, especificas
y reproducibles, las que ademas pueden documentarse digitalmente para su
analisis objetivo y cuantificable a través de microfotografia digital y analisis de
imagenes pixel por pixel, permite obtener informacion que por otros métodos seria
muy dificil de obtener (Bioquimica de proteinas), ademas seria imposible hacerlo

ex Vvivo.

Es verdad que la “N” de células microinyectadas en este estudio es pequefia, sin
embargo la consideramos valida ya que permitié el andlisis estadistico completo,
permitié elaborar los cursos temporales, hacer la comparacion para cada intervalo
de tiempo intragrupo (cero a 480 s) y comparar los intervalos entre farmaco y su
disolvente (t de Student), asi como elaborar las regresiones lineales y aplicar las
pruebas estadisticas para las pendientes (analisis de varianza) y conocer si son

verdaderas regresiones lineales.
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Otro de los objetivos de esta investigacion fue localizar la dinamica de la caspasa
3 dentro de la célula, y se pudo observar, como se muestra en todas las
microfotografias que la fluorescencia debida a la actividad de esta proteasa no

esta localizada en algun organelo de la célula sino que es ubicua en el citoplasma.

Sin embargo, queda abierta la posibilidad de aplicar esta técnica que hemos
podido implementar en el laboratorio de Inmunofarmacologia al estudio de otros
problemas que lo requieran y continuar con el estudio de la dinamica ex vivo de la

apoptosis inducida por cumarinas simples.

VII. CONCLUSIONES

1. Con base en nuestros resultados podemos concluir que se determind la
dindmica ex vivo de la actividad especifica de la caspasa 3, inducida por el
tratamiento con 7-hidroxicumarina en células de adenocarcinoma pulmonar
humano A-549, mediante la técnica de microinyeccién en célula Unica, por
microscopia de epifluorescencia, la cual fue estadisticamente significativa

después de la exposicion durante 3 horas al compuesto cumarinico.

2. Se obtuvieron los cursos temporales de activacién de la caspasa 3 en
células tratadas con 7-hidroxicumarina o 7-hidroxicumarina disuelta en

etanol.

3. Obtuvimos un registro mediante microfotografia digital y el andlisis de

imagenes de la dinamica ex vivo de este proceso.
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4. Se rechaza la hipotesis nula del trabajo y se acepta la Hipotesis alterna:
H1: En las células A-549 de adenocarcinoma pulmonar humano tratadas
con 7-hidroxicumarina o 7-hidroxicumarina disuelta en etanol, si hay
diferencia estadisticamente significativa en la induccion de la actividad de la
caspasa 3 cuantificada mediante la técnica de microinyeccién en célula

Gnica por microscopia de epifluorescencia.

5. Implementamos en nuestro laboratorio la técnica de la microinyeccion en

célula unica, el registro digital de imagenes mediante microfotografia digital

y el andlisis de imagenes para realizar estudios de Farmacologia celular.
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IX. GLOSARIO

Acido aspartico: aminoacido no
esencial

Actina:  proteina  globular que
conforman los microfilamentos del
citoesqueleto celular.

Adenocarcinoma: cancer que
empieza en las células glandulares

Aflatoxina: toxina producida por
hongos del género Aspergillus.

Antibidtico: sustancia quimica que
actla sobre bacterias dejandolas no
viables.

Antifungico: sustancia capas de
inhibir el crecimiento de hongos.

Antineoplésico: sustancias que
impiden el desarrollo, crecimiento o
proliferacion de células tumorales
malignas.

Antioxidante: sustancia de facil
oxidacion que protege a otras
biomoléculas de ser oxidadas.

Apoptosis: Muerte celular

programada.

Apoptosoma: Complejo formado por
la proteina Apaf-1, citocromo C vy
procaspasa 9 en etapa tardia de la
apoptosis.

Arsénico: Elemento guimico
ampliamente  distribuido en la
naturaleza.

Benceno: hidrocarburo aromatico de
formula molecular CgHe.

Blebs:evaginaciones esféricas
surgidas a partir de la membrana en
el proceso apoptotico.

Biolistica: Técnica de transfeccion
celular que consiste en el
recubrimiento de una nanoparticula
compuesta de algun sdlido inerte,
(generalmente oro) con el material
que se desea introducir a la célula,
gue es "disparada" directamente en
el nucleo de la célula diana.

Ciclinas: proteinas cuya funcion es
regular el ciclo celular.

Cimoégeno: precursor enzimatico sin
actividad catalitica que necesita un
cambio en su estructura para su
activacion.

Cinasa: enzima que modifica sus
sustratos por medio de fosforilacion.

Cisteina: aminoacido no esencial.

Citocinas: proteinas secretadas por
células del sistema inmunolégico,
endoteliales y epiteliales para su
comunicaciébn en respuesta a un
antigeno.

Citocromo C: proteina que funciona
como transportadora de electrones
ubicada en la membrana
mitocondrial.

Citoesqueleto: red intracelular de
filamentos de origen proteico que
dan sustento y estructura a las
células.

Electroporacion: Técnica de
transfeccion que consiste en la
aplicacién de un impulso eléctrico de
alto voltaje que provocan la formacion
de poros en la membrana celular.
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Endonucleasa: enzima que hidroliza
los acidos nucleicos, también llamada
enzima de restriccion.

Epigenética: Estudio de todos
aquellos factores no genéticos que
intervienen en la determinacion de
laontogenia.

Fagocitosis: mecanismo celular de
introduccidn de particulas soélidas a la
célula rodeandolas con su membrana
citoplasmatica.

Fluorocromo: componente de una
molécula que hace que ésta
sea fluorescente.

Gelsolina: proteina que tiene funcién
en ensamblaje y desensamblaje de
los filamentos de actina.

Genes supresores: genes cuya
expresion inhiben el crecimiento
celular en condiciones normales.

Homeostasis: propiedad de los
organismos vivos de permanecer en
un estado estable.

Ligasa: enzima que cataliza la unién
de fragmentos de DNA.

Metastasis: diseminacién de células
neoplasicas desde el tejido
neoplasico original a otros tejidos.

Microinyeccion:técnica de
introduccidén de sustancias exdgenas
en el nacleo o en el citoplasma de
las células penetrando la membrana
celular y/o nuclear con microagujas.

Mutacion: cambio o alteraciéon en la
secuencia de ADN de un ser vivo.

Paraptosis: Tipo de muerte celular
asociado a la activaciéon masiva de
células sintetizadoras de citocinas
inflamatorias.

Péptido: molécula constituida por
una secuencia de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos.

Plectina: proteina que une los
filamentos de actina y microtibulos
para conformar el citoesqueleto.

Procaspasa: proteina precursora de
una caspasa.

Proliferacion: crecimiento o
multiplicacion de células.

Proteasa: enzimas que rompen los
enlaces peptidicos de las proteinas.

Protedlisis: degradacion o ruptura de
proteinas.

Proto-oncogenes: genes  cuya
expresion promueve el crecimiento y
la division de la célula.

Sustrato: molécula que se une de
manera especifica a una enzima y
sobre la cual ésta actla.

Transfeccién: introduccion de
biomoléculas externas a células
eucariotas.

Ubiquitina: proteina que se acopla a
otras proteinas con el objetivo de
marcarlas para su degradacion.

Vias de sefializacién: grupo de vias
de transduccién de sefiales formadas
por proteinas que transfieren las
sefiales del exterior de una célula a
través de la superficie receptora de
dicha célula hasta su interior.

Vibraciones ultrasénicas: Técnica
de transfeccion que consiste en la
apertura de poros en la membrana de
las células a través de una fuente de
vibraciones ultrasonicas.
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