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RESUMEN

El cancer es uno de los problemas de salud publica mas importantes no solo a
nivel nacional sino también a nivel mundial. Aunado a esto, el proceso
metastasico es la principal causa de muerte en los pacientes oncologicos, por lo
que generar herramientas que permitan predecir el riesgo de metastasis en los
pacientes resulta de gran interés.

La proteina hMena pertenece a la familia Ena/VASP y es una reguladora de la
dinamica de actina, y es la Unica proteina perteneciente a esta familia que se ha
encontrado que genera distintas isoformas mediante splicing alternativo. Se ha
asociado la expresion de la isoforma hMena 112 con alta capacidad proliferativa en
células de fenotipo epitelial y la isoforma hMena Av6 con células de fenotipo
mesenquimal y alto riesgo de metastasis en pacientes con Cancer de Mama
(CaMa), por lo cual resulta importante identificar la expresion de estas isoformas
en células tumorales y poder predecir la evolucién de los tumores malignos. El
péptido GLMEEMSAL es una secuencia conservada entre ambas isoformas de la
proteina hMena e isoformas de Mena presentes en células de raton. Por tanto, en
este estudio fue de interés evaluar la capacidad de este péptido para generar
anticuerpos especificos y si dichos anticuerpos permiten detectar la expresion de
la proteina hMena en lineas celulares humanas que expresan a hMena Av6 y
hMena 112, asi como en lineas celulares de raton.

Ratones de la cepa BALB/c (n=8) fueron inmunizados con tres dosis de 100ug del
péptido GLMEEMSAL y adyuvante completo (1 dosis) e incompleto (2 dosis) de
Freund. La presencia de anticuerpos especificos se determind mediante la técnica
de ELISA en 8/8 ratones inmunizados. El uso de estos anticuerpos anti-
GLMEEMSAL permiti6 detectar la expresion de hMena en las lineas celulares
tumorales humanas CaSki (VPH 16+,hMena 112+), C33A (VPH-, hMena Av6+) de
Céancer Cérvico-uterino (CaCu), MDA-MB-231 (hMena Av6+), MCF-7 (hMena
112+) de CaMa reportadas como positivas para hMena, asi como de las lineas
celulares de ratén JC, D2F2/E2 de carcinoma de mama y TC-1(epitelio pulmonar
transfectado con E6 y E7 de VPH 16 y el oncogen Ras) mediante citometria de
fluo y de manera mas eficiente mediante inmunocitoquimica de manera
comparable a la de un anticuerpo comercial Anti-Mena.

En conclusion, los anticuerpos anti-GLMEEMSAL generados en ratones BALB/c
fueron capaces de reconocer a la proteina hMena o Mena mediante citometria de
flujo e inmunocitoquimica, independientemente de las isoformas presentes en las
células tumorales. Lo cual puede ser de gran relevancia para su uso potencial en
la deteccion y pronostico de tumores que sobre-expresen hMena asociada con
progresion y metastasis.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Cancer

El cancer puede ser definido como un grupo de enfermedades caracterizadas por
una proliferacion anormal y descontrolada de las células que puede o no implicar
el proceso de invasion o metastasis (Pula and Krause, 2008). El cancer es un
problema importante de salud publica pues constituye una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo (OMS, 2017).

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. El tipo de cancer con mayor incidencia en la poblacion general es el
cancer de pulmén (13%) seguido del Cancer de Mama (CaMa) (12%)
(GLOBOCAN, 2012) (Figura 1).

Lung
1624 701 (13%)

Others
4969 280 (35%) Breast
1671149 (12%)

Bladder
Colorectum
429793 (3.1%) 1360 602 (3.7%)
Oesophagus
455 784 (3.2%)
Cervix uteri Prostate
527 624 (3.8%) 1094 916 (7.8%)

Stomach
732 451 (5.6%) 951 594 (6.8%)

Total : 14 067 894

Figura 1. Incidencia de cancer a nivel mundial. Se muestra el porcentaje de incidencia de cancer
en la poblacién femenina y masculina (GLOBOCAN, 2012)

A nivel nacional, el CaMa y el Céancer Cérvico-uterino (CaCu) son las dos
principales causas de muerte por cancer entre la poblacion femenina (Figura 2),
mientras que entre los varones los primeros lugares son ocupados por el cancer
de prostata y el cancer de pulmén (Figura 3) (OMS, 2014).
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Breast
20 444 (25%)

Cthers
25211 (31%)

Corpus uleri
2 733 (3.3%)

Leukaemia
2962 (3.6%)

Lung Cervix uteri
2968 (3.6%) 13960 (17%)
Ow

ary Colorectum
3277 (4%)

3995 (4.8%)

Liver Stomach
3319 (4%) 3578 (4.3%)

Total : 82 445

Figura 2. Incidencia de cancer en México en la poblaciéon femenina (GLOBOCAN, 2012)

Prostate
14016 (21%)

Others
23 423 (36%)

Lung
5471 (8.3%)

Kidney
21395 (3.7%)

CNS Colorectum
2498 (3.8%) 4656 (7.1%)
Stomach

4104 (6.3%)

NHL
2546 (39%)

Leukasmia

Liver
3 068 (4.7%) 3363 (5.1%)

Total : 65 540

Figura 3. Incidencia de cancer en México en la poblacion masculina (GLOBOCAN, 2012)

Debido a que el cancer representa un problema importante de salud publica no
solo a nivel nacional sino también a nivel mundial, el estudio multidisciplinario de
esta enfermedad es fundamental para comprender mejor los mecanismos
involucrados y poder generar estrategias de tratamiento mas eficaces que
permitan aumentar la sobrevida de los pacientes. El estudio del sistema inmune en
un contexto neoplasico ha cobrado fuerza en los ultimos afos.

1.2 Sistema inmune

El sistema inmune puede ser definido como el conjunto de moléculas, células y
tejidos que trabajan de manera coordinada para generar lo que se conoce como
respuesta inmune.
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La respuesta inmune se da como resultado de la exposicién del organismo a un
agente enddégeno o exodgeno, denominado antigeno, el cual es reconocido como
extrafio por las células del sistema inmune (Vega, 2008).

El sistema inmune comprende Organos linfoides primarios (también conocidos
como centrales) los cuales son la medula 6sea y el timo. Ellos pueden madurar de
manera independiente de la exposicion a un antigeno. También existen los
organos linfoides secundarios o periféricos como ganglios linfaticos, bazo,
amigdalas y placas de Peyer (Zaldivar, 2002).

Para su estudio, el sistema inmunolégico se ha dividido en dos tipos de inmunidad:
innata y adaptativa.

1.2.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata, ademas de constituir la primera linea de defensa contra
microorganismos, provee el contexto adecuado para que se genere la respuesta
inmune adaptativa (Chabalgoity et al., 2008).

Entre los componentes se encuentran barreras fisicas y quimicas como por
ejemplo el epitelio que produce moco y sustancias antimicrobianas en la superficie
epitelial. También incluye células fagociticas como neutréfilos y macréfagos,
células dendriticas, células NK, algunas proteinas sanguineas como las que son
parte del sistema de complemento y también varias citocinas. Cuando algun
microorganismo logra atravesar estas barreras, se desencadena una respuesta
inmune (Descotes, 2014).

1.2.2 Inmunidad adaptativa

Esta inmunidad se da cuando los antigenos logran escapar de los mecanismos de
la respuesta inmune innata (Castellanos et al., 2000).

A diferencia de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa se distingue por ser
antigeno especifica ademas de tener habilidad para recordar (memoria
inmunoldgica) y responder con mas intensidad a exposiciones repetidas con el
mismo antigeno (Tabla 1). Las células que tienen un papel fundamental en este
tipo de inmunidad son los linfocitos. (Descotes, 2014).
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Tabla 1. Caracteristicas del sistema inmune adaptativo. Tomada de: Toche, 2012

Especificidad Reconoce diferentes tipos de
antigenos.

Diversidad Responde a una amplia variedad de
antigenos.

Memoria Amplifica las respuestas a repetidas
exposiciones al mismo antigeno.

Especializacién Genera respuestas Optimas para la
defensa contra diversos
microorganismos.

No reactivo a lo propio Previene el dafio al huésped durante la
respuesta a antigenos extrafos.

La respuesta inmune adaptativa tiene dos vertientes que trabajan en conjunto para
asegurar la homeostasis del individuo: la inmunidad humoral y la inmunidad
celular.

1.2.3 Inmunidad humoral

Esté regulada por las células B, también conocidas como linfocitos B las cuales
son capaces de producir anticuerpos altamente especificos en respuesta a una
variedad de compuestos antigénicos extrafios. Se originan en la medula 6sea y
son derivadas de células troncales hematopoyéticas multipotentes, definidas por
su habilidad para auto renovarse y producir multiples tipos celulares mas
diferenciados (Merlo & Mandik, 2013).

Las células B juegan un papel muy importante en el sistema inmune, incluyendo
su actuacion como células presentadoras de antigeno, secrecion de citocinas, y
“formar” la arquitectura de los 6rganos linfoides.

Las células B se desarrollan en dos tipos de células: células plasmaticas, que se
localizan en la medula ésea o en tejidos mucosos y producen anticuerpos de alta
afinidad por varios afos; y células B de memoria, las cuales no secretan de
manera activa anticuerpos, pero permanecen en circulacién y en mucosas de
tejidos por largo tiempo, manteniendo el potencial de desarrollar anticuerpos
(Nicholson, 2016).

Como se menciond anteriormente, las células B plasmaticas tienen como funcion
principal la produccion de anticuerpos también denominados inmunoglobulinas (1g)
las cuales estructuralmente son polipéptidos formados por cuatro cadenas, dos de
mayor peso molecular o cadenas pesadas (H), idénticas entre si para cada
inmunoglobulina y con una secuencia de aminoacidos Unica que determina tanto
su clase (G, M, A, D y E) como sus funciones biolégicas. Por otra parte consta
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también de dos cadenas ligeras (L) también idénticas entre si y unidas por
puentes disulfuro. Asimismo, las inmunoglobulinas poseen una region cristalizable
(Fc) idéntica en todas las Ig de un mismo isotipo y una regién de union al antigeno
(Fab) (Abbas and Litchman, 2005; Barcenilla et al., 2009). En la figura 4 se
muestra la estructura de un anticuerpo.

Antigen

binding site
s Hypervariable
-~ v .
S| & regions
Q c / d
£ 2 - ~ L e
o e L 0
2| 2 ~ 25
o] & s ¥
L1 2 =5
i £ Light

5 chain

Heavy
chain

—
[~
@
=
c
>
o
[

-
i

Constant region

Nature Reviews | Neuroscience
Figura 4. Estructura de un anticuerpo. Tomada de: Crisp et al., 2016

Los anticuerpos pueden hallarse en el organismo ya sea anclados en la
membrana de la célula B como receptor de antigeno, o bien, secretados
encontrandose en la circulacion, tejidos y sitios con mucosa, neutralizando toxinas
y previniendo la entrada de patégenos (Descotes, 2014).

Se sabe de la existencia de cinco isotipos de inmunoglobulinas. Las diferentes
clases responden a diversos tipos de antigenos y tienen distintas habilidades para
activar vias de neutralizacién o eliminacion de patdgenos (Merlo & Mandik, 2013).

La IgM esta expresada en la superficie celular durante el desarrollo de la célula B
y la forma secretada se asocia a respuestas inmunes primarias (Merlo & Mandik,
2013) cuando se le encuentra en altas concentraciones en adultos, indica que
hubo una exposicién reciente a un antigeno (Actor, 2014).
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IgD tiende a ser expresada a niveles muy bajos en suero. Podria estar involucrada
en la modulacion de la homeostasis de la célula B (Geisberger et al., 2006).

Por otro lado, la IgA es usualmente encontrada en las superficies mucosas y
protege esas superficies de toxinas, virus, y bacterias mediante la union a su
superficie o por neutralizacion directa (Schroeder and Cavacini, 2010). Se produce
en grandes cantidades. A pesar de que no es capaz de activar el sistema de
complemento, ha sido demostrado que posee una actividad bactericida para los
organismos gram negativos. La transferencia de IgA de la leche materna al tracto
gastrointestinal del bebé, produce una inmunidad pasiva contra patégenos en el
neonato (Actor, 2014).

La IgE est& involucrada en la defensa contra infecciones parasitarias pero es mas
conocida por su accién en reacciones alérgicas. Es considerada como una
inmunoglobulina de accion potente dado que su concentracion en suero es baja y
su vida media es corta.

Finalmente la Inmunoglobulina G (IgG) es el isotipo de anticuerpos mas comun, y
comprende la mayoria de las inmunoglobulinas encontradas en suero, en donde
es la més estable de todas (Schroeder and Cavacini, 2010). Debido a su pequefio
tamafio, ésta inmunoglobulina puede atravesar la placenta. La IgG derivada de la
mama provee inmunidad pasiva al neonato durante los primeros 4 meses de vida
(Actor, 2014).

Hay dos formas en las que un anticuerpo puede ejercer su funcion; una de ellas es
la neutralizacion de antigeno. Esto ocurre cuando el anticuerpo “cubre” la
superficie de una toxina, virus o bacteria para imposibilitar la accién del patégeno
(Joller et al., 2011; Hangartner et al., 2006).

La otra es mediante la opsonizacion, proceso que esta usualmente asociado con
la remocion de bacterias (Merlo & Mandik, 2013).

Cuando el linfocito alcanza su madurez, expresan como receptores a las
inmunoglobulinas M y D expuestos en la membrana celular. Posteriormente
circulan hacia los érganos linfoides para encontrarse con el antigeno directamente
o bien, con la ayuda de una célula presentadora de Antigeno como un macréfago
o mediante un linfocito T CD4+ cooperador con el fin de provocar la proliferaciéon
de las células B en los centros germinales para dar origen a células plasmaticas
capaces de producir gran cantidad de anticuerpos (Guevara et al., 2002).
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1.2.4 Inmunidad celular

La inmunidad regulada por células es fundamental para la defensa de patdgenos
intracelulares como virus, bacterias y participan en la lucha contra las células
tumorales (Limachi, 2011).

Esta inmunidad se encuentra mediada principalmente por macréfagos, células
dendriticas y por los linfocitos T (Brooks et al., 2008; Liébana, 2002; Murray et al.,
2002).

Los linfocitos T derivan de un precursor presente en la médula ésea, el cual
obtiene su madurez en el timo cuando el individuo esta en etapa fetal y en el
primer periodo después del nacimiento (Liébana, 2002; Murray et al., 2002; Rojas,
2005).

Terminada la maduracion, las células T son llevadas hacia el torrente sanguineo y
son transportadas por la circulacion a los 6rganos linfoides periféricos. Luego,
migran a través del tejido linfoide y regresan al torrente sanguineo y recirculan por
el tejido linfoide periférico hasta que tienen el encuentro con un antigeno (Janeway
et al., 2001).

Tras someterse a una diferenciacion en los tejidos linfoides secundarios, las
células T se dirigen hacia los sitios de infeccidon. Su papel como células efectoras
se inicia cuando los receptores de las células T se unen a complejos peptidicos-
Complejo Principal de Histocompatibilidad hallados en una célula diana. Esta
unién provoca que el linfocito T libere moléculas efectoras como perforinas y
granzimas que se actuan sobre la célula diana (Parham, 2005).

Naturalmente, una respuesta inmune se genera a causa de un crecimiento
tumoral. Dicha respuesta puede ser innata efectuada mediante la secrecion de
factores solubles (Fearon and Locksley, 1996) o bien a través del reconocimiento
de péptidos que se encuentran unidos a moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad provenientes de tumores, accién que esta regulada por la
respuesta adaptativa y efectuada por las células T (Seliger et al., 2002).

Aunque, el sistema inmune tanto innato y adaptativo es eficiente para eliminar
tanto patdogenos como células con crecimiento anormal y mantener la estabilidad
interna del individuo, existe la posibilidad de que células malignas logren proliferar
dando lugar al cancer y a pesar de la respuesta inmune producida ante un
crecimiento anormal de las células, diversos factores del microambiente tumoral
pueden estar actuando de tal forma que las células malignas adquieran la
capacidad de escapar de la vigilancia inmune, dando lugar a lo que se ha definido
como metastasis.
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1.3 Metéstasis

La metastasis es definida como la diseminacion del cancer a diferentes érganos, y
es la consecuencia de un desprendimiento de las células cancerosas del tumor
primario ademas de intravasacion, diseminacion via sanguinea o linfatica y la
invasion de nuevos 6rganos (Pula and Krause, 2008).

Cuando la célula cancerosa invade o realiza el proceso de metastasis, ocurren
diversos eventos como la disociacion del tumor primario, la invasion del estroma
circundante e intravasacion al sistema vascular (Friedl and Wolf, 2003). Mientras
estos eventos ocurren, las células del carcinoma invasivo adquieren un fenotipo
migratorio asociado con un incremento en la expresion de genes que regulan la
polimerizacion de actina (Wang et al., 2004; Wang et al., 2005), lo cual es también
requerido para el proceso de migraciéon celular en células normales, no
neoplasicas incluyendo la morfogénesis embrionaria, la cicatrizacion de una
herida, y el trafico de células inmunes (Friedl and Wolf, 2003).

La alteracion en la adhesiéon celular, pérdida de la inhibicibn por contacto, la
consecuente proliferacion y la aberrante migracion celular caracterizan al fenotipo
agresivo de las células malignas (Pula and Krause, 2008).

Dado que el proceso metastasico es la principal causa de muerte en pacientes con
cancer (OMS, 2017), el hecho de generar herramientas que permitan detectar el
riesgo de diseminacion de la enfermedad es de suma importancia pues permitiria
dar prioridad de tratamiento a aquellos con dicho riesgo. Por ello, en afos
recientes se ha llevado a cabo la identificacion y uso de lo que se ha denominado
como Antigenos Asociados a Tumor (AAT).

1.4 Antigenos Asociados a Tumor (AAT)

Hoy en dia gracias a multiples estudios sobre las células cancerosas, se sabe que
en estas células, hay moléculas expresadas selectivamente, de forma aberrante o
bien en cantidades que sobre pasan a las normales. Ademas, muchas de estas
moléculas son inmunogénicas, por lo que llaman la atencibn como blancos
inmunoldgicos ya que ayudarian a la eliminacion eficaz del tumor (Sarmiento,
2015). Dichas moléculas se conocen colectivamente como Antigenos Asociados a
Tumor (AAT).
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Los AAT son moléculas que estan expresadas en células de cancer, y en menor
grado en tejidos sanos. Pueden ser proteinas, carbohidratos o lipidos (Lucas and
Coulie, 2008; Scott et al., 2000).

Se sabe que el sistema inmune es capaz de reconocer los tejidos sanos de
aquellos neoplésicos. Esta distincion es posible gracias a la sobre expresion de
AAT (Cavallo et al., 2005). Los AAT usualmente son resultado de genes celulares
mutados, genes normales expresados de manera aberrante, o bien genes que
codifican proteinas virales (Criscitiello, 2012). Es por ello que la identificacion de
AAT es de suma relevancia para una caracterizacion molecular y genética en el
inmunodiagnostico y la inmunoterapia (Cavallo et al., 2005); pues la deteccion de
AAT expresados en tejidos sanos y sobre expresados en células tumorales,
permite el desarrollo de vacunas potencialmente capaces de mejorar la respuesta
inmune antitumoral especifica e intrinseca (Parmiani et al., 2007; Parmiani et al.,
2007; Curigliano et al., 2009).

El estudio de los AAT es de vital importancia pues abre la posibilidad de aportar
informacion util para generar estrategias mas eficaces para el tratamiento del
cancer. En este contexto, varios grupos de trabajo han definido como AAT a
diversas proteinas asociadas al citoesqueleto que podrian estar involucradas de
manera muy importante en el proceso de metastasis, como es el caso de las
proteinas pertenecientes a la familia de Ena/VASP las cuales se encargan de
regular la dindmica de actina del citoesqueleto, por lo que se han asociado con un
alto riesgo de metastasis para los pacientes.

1.5 Familia Ena/VASP

Las proteinas Ena/VASP (Enabled/vasodilator-stimulated phosphoprotein) son
una familia estructuralmente conservada hallada en vertebrados, invertebrados y
Dictyostelium (Kwiatkowski et al., 2003).

Las proteinas Ena/VASP de mamifero: Mena (mammalian Enabled), VASP
(vasodilator-stimulated phosphoprotein) y EVL (Ena-VASP-Like) (Krause et al.,
2003; Kwiatkowski et al., 2003) tienen una organizacion conservada y exhiben
funciones que comparten entre si, por lo que comparten estructuralmente el
dominio N-terminal denominado Ena/VASP Homology 1 (EVH1), un dominio
central rico en prolina y un dominio C-terminal conocido como Ena/VASP
Homology 2 (EVH2) (Halbrugge and Walter, 1989; Gertler et al., 1989,1996).

El dominio EVH1 es el encargado de mediar las interacciones especificas
proteina-proteina con un péptido corto rico en prolina. Esta interaccion es
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importante para el reclutamiento de dominios EVH1 almacenando proteinas en
localizaciones subcelulares especificas y a los complejos de receptor de
membrana (Pula and Krause, 2008).

La region central rica en prolina es la porcibn menos conservada de las proteinas
Ena/VASP. Sin embargo, todas mantienen el sitio de union rico en prolina que
confiere la unidn a profilina en la region central (Reinhard et al., 1995; Gertler et
al., 1996; Lambrechts et al., 2000).

El dominio EVH2 contiene sitios de union para G-actina (Walders-Harbeck et al.,
2002; Chereau and Dominguez 2006) y F-actina (Bachmann et al., 1999;
Huttelmaier et al., 1999; Harbeck et al., 2000).

Los miembros de la familia de proteinas Ena/VASP estan involucradas en la
motilidad celular, en la adhesion y en muchos otros procesos dependientes de
actina por lo que se cree que pueden tener un papel fundamental en procesos de
migracion y metastasis en los tumores. En afos recientes se ha puesto especial
interés en la proteina hMena la cual ha demostrado ser clave en la motilidad
celular y de bacterias.

1.5.1 hMena

hMena ademas de ser un miembro de la familia de proteinas que se unen a la
actina (Ena/VASP) es un mediador clave en los arreglos de citoesqueleto y
funciones de la convergencia de las vias de motilidad reguladas por cofilina
(Patsialou et al., 2013; Philippar et al., 2008). A nivel embrionario, hMena es
fundamental para un desarrollo neural adecuado (Gertler et al., 1990; Gertler et al.,
1995).

A diferencia de los otros miembros de la familia Ena/VASP, hMena posee una
region repetitiva conocida como LERER. Dicha secuencia se ubica entre el
dominio EVHL1 y la region rica en prolina (Gertler et al., 1996). Ademas, existen
tres isoformas de la proteina hMena que son resultado del splicing alternativo y
son de particular importancia en los tumores. hMena contiene solo los exones
constitutivos, mientras que las dos variantes hMena INV y hMena 112 contienen
alternativamente los exones denominados “INV” o “11a” respectivamente. El exén
INV (también conocido como “+++”) codifica 19 residuos de aminoacidos
insertados cerca del extremo N terminal, mientras que el exén 1lla codifica 21
residuos de aminoacidos insertados cerca del extremo C terminal (Gertler and
Condeelis, 2011; Goswami et al., 2009; Pino et al., 2008).
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1.5.2 hMenay cancer

En un contexto neoplasico, la proteina hMena se asocia a la migracién de las
células tumorales in vivo, en parte gracias a la interferencia con la actividad de las
proteinas inhibidoras de capping y al incremento del indice de elongacion de los
filamentos de actina promoviendo su polimerizacion (Entenberg et al., 2011;
Philippar et al., 2008; Goswami et al., 2009).

En pacientes, la expresion de hMena esta incrementada en lesiones precursoras
de cérvix y colon, en lesiones de mama asociadas con un alto riesgo de desarrollo
de cancer, y tumores de mama metastasicos (Di Modugno et al., 2006) y se ha
visto que la proteina constituye un factor clave para la metéstasis (Gertler et al.,
2011).

Actualmente se ha reportado que las isoformas de la proteina hMena estan
asociadas a células con cierto fenotipo; hMena 112 se encuentra en células con
fenotipo epitelial mientras que hMena Av6 se halla en células con fenotipo
mesenquimal. Mientras tanto, la isoforma hMena INV se ha relacionado con
aguellas células que son capaces de invadir sitios distintos al tumor.

En lo que refiere a la expresién de la isoforma hMena 112, ésta se encuentra
asociada a células pertenecientes al tumor primario; mientras que en aquellas
células con caracteristicas invasivas, se encuentra regulada a la baja (Goswami
et al., 2009).

Por otro lado, cuando la isoforma hMena INV es abundante, las respuestas
quimiotacticas e invasivas de las células cancerosas hacia el EGF se ven
potenciadas (Entenberg et al., 2011; Philippar et al., 2008). Ademas, Existe
evidencia experimental de que cuando ésta isoforma estd expresada en células
tumorales de mama, dichas células adquieren mayor sensibilidad a factores pro-
invasivos de crecimiento (Philippar et al., 2008; Hughes et al., 2015).

El incremento en la expresion de hMena observado en células tumorales invasivas
refleja un aumento en la abundancia de hMena y hMena INV, y correlaciona con
una disminucion relativa de hMena 112 que es observada en células tumorales no
invasivas en tumores de mama primarios (Goswami et al., 2009).

Se ha asociado la sobreexpresiéon de hMena con una mayor motilidad celular y por
lo tanto con un alto riesgo de invasion y metastasis debido a que ha mostrado ser
capaz de acumularse en adhesiones focales que son sitios de sefalizacion
bidireccional entre el citoesqueleto y la matriz extra celular asi como en regiones
de la remodelacion de la actina como los lamelipodios y en el borde de células
moviles (Reinhard et al., 1992; Gertler et al., 1996). Ademas, ha sido involucrada
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en el movimiento de la bacteria patdgena Listeria, debido a que interviene en la
unién de la proteina profilina en la superficie del microorganismo (Theriot et al.,
1994). Sin embargo, también se ha reportado que tiene un papel importante
durante el desarrollo embrionario ya que ha sido comprobado que ratones
depletados de la proteina Mena, aunque son viables, padecen de malformaciones
del cuerpo calloso y la comisura del hipocampo (Lanier et al., 1999).

Por estas observaciones y dado que el Cancer es una enfermedad que constituye
un problema de salud publica importante a nivel mundial y nacional, resulta de
suma relevancia generar estrategias que permitan detectar el riesgo de progresion
y metastasis, hMena parece ser un AAT prometedor tanto para el diagnéstico
como para el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

En ese sentido, algunos investigadores han sumado esfuerzos para ver si es
posible generar una respuesta inmune hacia epitopes de proteinas involucradas
en el proceso de transformacion maligna. El grupo de investigacion de Nistico, al
aislar la poblacion de linfocitos T CD8+ de pacientes con CaMa y luego de
estimularlos con tres epitopes de hMena: TMNGSKSPV, ILDEMRKEL vy
GLMEEMSAL, y evaluar la produccion de IFN y mediante ensayos de ELISPOT
demostré que existe una respuesta inmune celular contra péptidos de hMena en
los pacientes con CaMa HLA-A2+ (Antigeno Leucocitario Humano).

Ademas de observar linfocitos T CD8+ especificos con actividad citotoxica, al
analizar el suero de los pacientes, hallaron IgG ‘s especificas a los mismos
epitopes de la proteina hMena comprobando que existe respuesta inmune natural
mediada por anticuerpos (Di Modugno et al., 2004)

Recientemente nuestro grupo de trabajo mediante una estrategia de vacunacioén in
vitro ha logrado demostrar que es posible generar respuesta inmune hacia
epitopes de hMena en donadores sanos logrando generar respuesta citotoxica
hacia lineas celulares de CaCu y CaMa que sobre-expresan cualquiera de la
isoformas de la proteina hMena. Esto ha sido posible estimulando Células
Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP) de donadores sanos HLA-A2+ con
células dendriticas maduras cargadas con el péptido GLMEEMSAL derivado de
hMena, al realizar un co-cultivo de células efectoras - células blanco en una
proporcion de 5:1 se detecto lisis celular importante (Articulo enviado).
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proteina hMena se encarga de regular la dinamica de actina del citoesqueleto y
tras un proceso de splicing genera distintas isoformas; una asociada a células con
fenotipo epitelial y tumores con riesgo de progresion (hMena 112) y la otra
asociada a células con fenotipo mesenquimal y tumores con alto riesgo de
metastasis (hMena Av6).

El péptido GLMEEMSAL derivado de hMena, es una secuencia conservada entre
las isoformas de la proteina y ha mostrado ser capaz de generar respuesta
inmune humoral detectable en pacientes con CaMa.

Por lo anterior en este trabajo se planted la utilizacion de dicho péptido para la
inmunizacion de ratones BALB/c con la finalidad de saber si es capaz de inducir
una respuesta inmune mediada por anticuerpos y si éstos podrian detectar a
hMena en lineas celulares murinas y humanas que sobre-expresen isoformas de
esta proteina asociadas con la progresion y metéstasis. Lo cual puede ser una
herramienta auxiliar en el prondstico de pacientes con cancer.

3. HIPOTESIS

Dado que el péptido GLMEEMSAL derivado de la proteina hMena es una
secuencia conservada entre las isoformas de la proteina Mena humana y la
proteina Mena murina, se espera que al inmunizar ratones de la cepa BALB/c con
el péptido GLMEEMSAL se generen anticuerpos y que éstos tengan la capacidad
de reconocer a la proteina Mena en células tumorales murinas y humanas.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

e Generar anticuerpos contra el péptido GLMEEMSAL y evaluar su capacidad
de reconocer a la proteina hMena en lineas celulares.

4.1.1 Objetivos particulares

¢ Inducir anticuerpos especificos al péptido GLMEEMSAL de hMena en
ratones de la cepa BALB/c.

e Evaluar la presencia de anticuerpos contra el péptido de hMena en sueros
de ratones inmunizados.
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e Determinar la expresion de Mena en lineas celulares murinas y humanas
utilizando sueros de ratones inmunizados con el péptido de hMena y
compararlo con un anticuerpo comercial Anti-Mena.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Prediccion por algoritmos

Mediante los programas de prediccion por algoritmos BIMAS (Parker et al., 1994),
SYFPEITHI (Rammenseee et al., 1999) y PAProC (Nussbaum et al., 2001) se
analizd6 la secuencia de hMena (570 aa) y se encontr6 que el péptido
GLMEEMSAL (derivado de hMena aa 443-451) es afin no solo a las moléculas
HLA-A2 humanas, sino también a las moléculas H-2K de ratén (cepa BALB/c).
Ademas, el péptido GLMEEMSAL derivado de la proteina hMena se ubica entre
los aminoéacidos del 414 al 422 (Mena de ratén) y aminoacidos 443-451 (hMena
humana) y tiene alta probabilidad de ser procesado y presentado naturalmente por
el inmunoproteasoma, de acuerdo al programa de prediccidn por algoritmos
PAProC (Gritzapis et al., 2008).

5.2 Modelo animal

Dieciséis ratones de la cepa BALB/c con haplotipo H-2K fueron inmunizados bajo
dos esquemas de tratamiento (ocho ratones por grupo). El primer grupo se
inmunizé con 100 ug/ml del péptido GLMEEMSAL (Invitrogen,USA) de la proteina
hMena. El segundo grupo (control) consistié en ratones a los cuales se les inoculd
PBS. La primera inmunizacion se realizo utilizando el péptido GLMEEMSAL de la
proteina hMena disuelto en PBS y en el grupo control solo se inoculé6 PBS. En
ambos tratamientos se utilizé adyuvante completo de Freund (Sigma, USA) en una
proporcién 1:1.

Las siguientes dos inmunizaciones se realizaron con un intervalo del tiempo de 10-
12 dias utilizando adyuvante incompleto de Freund (Sigma, USA) en una
proporcién 1:1.

Transcurridos diez dias después de la tercera inmunizacion se sacrificaron los
ratones de cada grupo por exanguinacion axilar y se obtuvo el suero que fue
conservado en ultracongelacion (-70 °C) hasta su analisis.
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5.3 Técnica de ELISA

Los sueros obtenidos se analizaron mediante la técnica de ELISA para detectar
anticuerpos contra el péptido GLMEEMSAL. Para lo cual se procedio de la
siguiente manera:

En una placa de 96 pozos con fondo plano se colocaron 100 ul del péptido
GLMEEMSAL disuelto en buffer de carbonatos (Ver apéndice) a una
concentracion de 1 ug de péptido por cada 100 pl de buffer de carbonatos. Se
coloco la muestra por triplicado asi como también un triplicado del fondo al cual
solo se le agregd buffer de carbonatos (100 pl). Una vez cargada la placa con el
péptido y el buffer de carbonatos, se incub6é a 37°C por 1 hora. Pasado ese
tiempo, se dej6 incubando a 4°C toda la noche.

Al dia siguiente se procedi6 a lavar los pozos dos veces con una solucién de TBS
Tween 20 al 0.1% (300 ul por pozo) (Ver apéndice), para posteriormente bloquear
con 200 pl por pozo de una solucién de albumina sérica bovina (BSA) (Equitech-
Bio, Inc., Texas) al 2% disuelta en TBS Tween y se dejo incubar por 1 h a 37°C.

Transcurrido este tiempo se hicieron cuatro lavados a los pozos con TBS Tween y
se colocaron 100 pl del anticuerpo primario (suero de ratén) en cada pozo en una
dilucion de 1:100 en BSA al 2%. Se colocé en incubacion por 1 hora a 37°C.

Posteriormente, se lavaron los pozos seis veces con TBS Tween y se agregaron
100 ul de un anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina AP-Rabbit Anti
mouse IgG (Invitrogen) en una dilucién de 1:2500 en BSA al 2% y se incubé 1 h a
37°C.

Concluida la hora de incubacion, se lavaron los pozos 8 veces con TBS Tween y
se agregaron 100 pl por pozo del sustrato preparado con 0.03 g de fosfatasa
alcalina por cada 5 ml de dietanolamina y se incub6 nuevamente durante 1 h.

Finalmente con ayuda de un lector de placas (Molecular Devices), se realizo la
lectura a 405 nm de la placa con el Software short cut to soft max pro 4.7.1.

5.4 Cultivo celular

Las células de CaCu C33A (VPH-, hMena AV6+), CaSki (VPH-16+, hMena 11a+),
la linea de queratinocitos humanos HaCaT, las células de CaMa MDA-MB-231
(hMena AV6+) de carcinoma mamario humano avanzado con derrame pleural,
MCF-7 (hMena 1l1a+) de adenocarcinoma mamario humano adn con
diferenciacion de epitelio mamario y JC de adenocarcinoma mamario de ratén
BALB/c , se mantuvieron en cultivo con medio RPMI (Gibco BRL Life
Technologies, USA) mas suplementos: aminoacidos no esenciales (Sigma, USA),
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piruvato de sodio (Sigma, USA) vy 2-mercaptoetanol (Gibco BRL, Life
Technologies, USA) ademas de 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL, Life
Technologies, USA) (Ver apéndice). La linea celular TC-1 proveniente de un
carcinoma de pulmon de raton C57BL/6, que expresa permanentemente E6 y E7
de VPH-16 junto con el oncogen ras (Lin et al., 1996), fue mantenida en cultivo
con medio RPMI (Gibco BRL Life Technologies, USA) mas suplementos:
aminoacidos no esenciales (Sigma, USA), piruvato de sodio (Sigma, USA) vy 2-
mercaptoetanol (Gibco BRL, Life Technologies, USA), 10% de suero fetal bovino
(Gibco BRL, Life Technologies, USA) y geneticina a 400 pg/ml. Las células
D2F2/E2 (carcinoma mamario de BALB/c con HER2) fueron cultivadas con medio
OPTI-MEM (Gibco BRL, Life Technologies, USA) mas 10% de Suero Fetal Bovino
(Gibco BRL, Life Technologies, USA) y geneticina (Sigma, USA) a 400 pg/ml.
Todas las lineas fueron mantenidas en una incubadora Forma Scientific con 5%
de CO2 a 37 °C y humedad saturante.

5.5 Extraccion de linfocitos humanos

Se realizé una toma de muestra de sangre periférica humana (15 ml) con ayuda
de un vacutainer y tubos para toma de muestra con ACD (BD, USA). Una vez
colectada la sangre se vacié en un tubo de 50 ml y se puso a centrifugar a 5000
rpm durante 10 minutos.

Posteriormente se deseché el sobrenadante y el resto del contenido se llevé a un
volumen de 35 ml con PBS estéril. En un tubo de 50 ml (Corning) se colocaron 10
ml del gradiente de densidad Histopaque (Sigma, USA) atemperado y se agrego
lentamente la sangre diluida con PBS (proporciéon 1:3) utilizando una pipeta
serologica.

Después, se centrifugé a 3 000 rpm durante 15 minutos. Terminado este tiempo,
se extrajo cuidadosamente la banda de color blanco que es la correspondiente a
las células mononucleares y se colocé en un tubo de 50 ml (Corning) completando
a un volumen de 20 ml con PBS estéril y se centrifugd a 3 000 rpm por 5 minutos.

Terminado el tiempo, se decant6 el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con 4
ml de PBS estéril. Después de realizar los lavados, se afiadieron 2 ml de medio de
cultivo IMDM suplementado con 10% de suero autélogo humano inactivado al
boton celular resultante y se resuspendi6é para sembrar las células en una caja de
cultivo de 60 mm (Corning) y dejar incubando durante 2 horas.
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Transcurrido el tiempo de la incubacién se obtuvieron dos poblaciones celulares,
una adherente y otra no adherente por lo que se colecté la fraccion no adherente
(donde se encuentra la poblacién linfocitaria) y se pasé a otra caja de cultivo de 60
mm con medio IMDM. Al dia siguiente la mitad de los linfocitos fueron usados para
adherirlos en un portaobjetos y usarlos para la tincion Inmunocitoquimica, y la
parte restante se uso para la deteccion de hMena por citometria de flujo.

5.6 Citometria de flujo

Para la estandarizacion de la técnica con el suero Anti-péptido, se uso la linea
celular MDA-MB-231, pues ésta se ha reportado como positiva para la expresion
de hMena en su isoforma AV6+ por el grupo de investigacién de Nistico en el
2012. Para la estandarizacién con el anticuerpo comercial, se utilizé la linea
celular TC-1.

Las lineas celulares de CaCu, CaMa, murinas junto con la linea celular HaCaT vy el
control negativo (linfocitos) fueron utilizadas para la detecciébn de la proteina
hMena por citometria de flujo mediante el uso del suero anti-GLMEEMSAL vy del
anticuerpo Anti-Mena clone A351F7D9 (Millipore, USA) el cual reconoce a la
proteina hMena y su isoforma 112 en conjunto con el Ab secundario Goat anti
mouse a IgG acoplado a FITC (Sigma, USA).

Una vez que las lineas celulares en cultivo alcanzaron el 80% de confluencia de
un plato de cultivo CORNING® de 100mm x 20mm se procedi6é a despegar las
células. Se retir6 el medio de cultivo y se agregaron 3 ml de verseno (Ver
apéndice) y se dejaron incubando por 5 minutos. Luego se enjuagé la caja de
cultivo con el verseno y se colect6 en un tubo de 50 ml para su centrifugacion. Se
centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos. Terminada la centrifugacion se aspiré el
sobrenadante y se agregaron 300 pl de paraformaldehido al 2% (Ver apéndice).
Se resuspendieron las células y se colocaron 100 ul en cada pozo de una placa de
96 pozos fondo U (Corning). El primer pozo correspondié a la autofluorescencia, el
segundo al anticuerpo secundario, el tercero al suero de ratones inoculados con
PBS, el cuarto al anticuerpo anti-GLMEEMSAL vy el quinto al anticuerpo Anti-Mena
clone A351F7D9.

Una vez preparados los pozos, se dejé reposar por 15 minutos a temperatura
ambiente para posteriormente centrifugar a 2500 rpm 4 minutos a 4°C en una
centrifuga para placas. Después, se retiraron los sobrenadantes y se hizo un
lavado con Permwash® 1X (BD Biosciences, CA).

A continuacidn se agreg6 al tercer, cuarto y quinto pozo, 100 pl del anticuerpo
primario (suero de raton inoculado con PBS, suero anti-GLMEEMSAL y Anti-Mena
respectivamente) diluido en Permwash® 1X en una proporcion de 3:100 (Suero
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ratén inoculado con PBS, suero anti-GLMEEMSAL) y 2:100 (Anti-Mena). Al pozo
de auto fluorescencia y al del anticuerpo secundario se les colocaron 100 ul de
PBS + SFB al 2% y se dejé incubando por 30 minutos en frio y oscuridad.

Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugé bajo las condiciones establecidas y
se aspird el sobrenadante. Luego se procedi6 a lavar una vez los pozos con 100 pl
de PBS + SFB 2%. Se volvio a centrifugar y se desecho el sobrenadante.

Se procedié a agregar 100 pl de anticuerpo secundario diluido 1:100 en PBS +
SFB 2%, a los pozos correspondientes al anticuerpo secundario, suero de ratén
inoculado con PBS, anti-GLMEEMSAL y Anti-Mena. Al pozo de autofluorescencia
se le agregaron 100 pl de PBS + SFB al 2% se resuspendio y se incubd en frio
durante 15 minutos.

Una vez terminada la incubacion, se centrifugaron las muestras se desechd el
sobrenadante y se lavaron 2 veces los pozos con 100 ul de PBS + SFB al 2%.
Terminados los lavados se agregé a cada pozo 100 ul de PBS + SFB al 2%, se
resuspendieron las muestras y se traspasaron a tubos de poliestireno de 5ml
agregando 200 pl mas de PBS + SFB al 2%. Las muestras se mantuvieron en frio
y oscuridad hasta que fueron leidas en el citometro de flujo FACS- ARIA (BD
Biosciences).

El andlisis posterior de los resultados se realiz6 con la ayuda del programa
Flowing software 2.5.1

5.7 Tincién inmunocitoquimica

Se colocaron 40, 000 células (CaSki, HaCaT, MCF-7) o 35,000 células (C33A,
MDA-MB-231, D2F2/E2, TC-1 y JC) por pozo en placas de 8 pozos
(ThermoScientific, USA). Una vez que las células estaban adheridas a la placa se
retir6 el medio de cultivo, se procedi6 a fijar las células con paraformaldehido al
2% (200 pl/ pozo) y fueron preservadas en frio hasta su tincion.

Como control negativo se usaron linfocitos humanos no estimulados obtenidos a
partir de sangre periférica mediante separacién por gradiente de densidad con
Ficoll (como fue descrito anteriormente en materiales y métodos). 1, 000,000
linfocitos fueron adheridos en un portaobtejos con la ayuda de una centrifuga
Cytospin (Shandon Southern) durante 7 minutos a 5,000 rpm.

Para la tincion, se retir0 el paraformaldehido y se lavaron los pozos con agua milli-
Q por 5 minutos manteniendo en agitacion y con IHC Rinse Buffer 1X Kit DAB150
Immunoperoxidase Secondary Detection System (Millipore, USA) durante 2
minutos en agitacion. Terminados los lavados se retiré cuidadosamente el plastico
que divide a los pozos, se marcé el contorno de los cuadros con un lapiz
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hidrofobico (Sigma, USA) y se procedié a bloquear con 100 pl de una solucion de
BSA al 5% en agitacién durante 10 minutos.

Pasado este tiempo, se aplicé una gota del reactivo bloqueador (Kit DAB150
Immunoperoxidase Secondary Detection System Millipore, USA) a las muestras
dejando incubar durante 5 minutos en agitacion y se lavé después con IHC Rinse
buffer dos veces durante 5 minutos manteniendo en agitacion.

Terminados los lavados se colocaron 100 pl del anticuerpo primario Anti-Mena
clone A351F7D9 (Millipore, USA) en una dilucion de 1:100 en BSA 5% a las
muestras problema mientras que a las muestras control se les coloco un
anticuerpo Isotipo control mouse IgG (Santa Cruz, USA) 1:500 en BSA 5%. Se
dejé incubar durante 90 minutos en agitacion y terminado el tiempo se lavo dos
veces con 100 pl de IHC Rinse buffer por 5 minutos en agitacion.

Después se aplicO una gota de Anticuerpo secundario (Kit DAB150
Immunoperoxidase Secondary Detection System Millipore, USA) en cada pozo y
se incubd por 10 minutos en una camara hiumeda y en agitacion, al terminar la
incubacion se lavo nuevamente con 100 pl de IHC Rinse buffer por 5 minutos (dos
veces).

Posteriormente, se afiadi6 una gota de Streptavidina HRP (Kit DAB150
Immunoperoxidase Secondary Detection System Millipore, USA) y se incub6 por
10 minutos en agitacién, al término se realizaron dos lavados con 100 ul de IHC
Rinse Buffer de 5 minutos cada uno.

Para el revelado se procedié a afadir 15 ul/pozo de reactivo cromégeno DAB (Kit
DAB150 Immunoperoxidase Secondary Detection System Millipore, USA) recién
preparado a una dilucion 1:25, se incubé durante dos minutos y medio y se lavo
con agua corriente, posteriormente se afiadi6 una gota de hematoxilina (Kit
DAB150 Immunoperoxidase Secondary Detection System Millipore, USA) a cada
pozo, y se dejo incubar 6 minutos y pasado este tiempo, se lavd la laminilla
nuevamente con agua corriente.

Terminado el lavado, se fij6 la laminilla con alcohol al 70%, 96%, 100%, alcohol-
xilol 1:1 y xilol absoluto durante 5 minutos en cada solucion.

Finalmente, se adiciond la resina Entellan (Millipore, USA) sobre el porta objetos y
se colocé encima un cubre objetos para su encapsulacion y se dejé secar para su
posterior escaneo.

Para realizar la tincion de las lineas celulares con el suero anti-GLMEEMSAL, se
efectud el mismo procedimiento pero se colocé un pozo con el anticuerpo isotipo
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control (1:500), uno con el suero del ratén inoculado con PBS (0.5:100) y uno con
el suero anti-GLMEEMSAL (0.5:100).

Para el escaneo de las tinciones se utilizé el equipo Aperio (Leica) con el software
Consola a un aumento de 40X y se tomaron fotos representativas de las tinciones
a un aumento de 40 X con ayuda del software ImageScope (Leica), mismo que se
uso para el andlisis.

Debido a que el equipo Aperio no logra escanear células tan pequefias como los
linfocitos, éstos fueron analizados usando un método distinto en el cual se obtiene
un valor denominado 10D (Integrated Optical Density).

El andlisis de la tincion de linfocitos se realiz6 de la siguiente manera: se
seleccionaron cuatro campos representativos y se tomaron fotos con ayuda de un
microscopio biolégico triocular (Olympus) con camara (Evolution VF cooled color,
MediaCybernetics) a un aumento de 40X. Posteriormente se contd el total de
células de los cuatro campos seleccionados y se realizé el analisis de positividad
de las mismas. Se tomo6 como referencia un total de 200 células para realizar el
analisis.

Con ayuda del software Image Pro Plus (MediaCybernetics) se analizaron las
tinciones tomando el valor de IOD de cuatro campos. Luego de obtener el valor de
cada campo, se hizo la sumatoria de la IOD para conocer el valor total de los
campos considerados. Del mismo modo, se contaron las células por campo y se
realiz6 la sumatoria del numero de células de los cuatro campos haciéndose una
relacion como se muestra a continuacion:

IOD Células por campo
Foto 1 Y1l N1
Foto 2 Y2 N2
Foto 3 Y3 N3
Foto 4 Y4 N4
Total Sumatoria Sumatoria

IOD total de la muestra = (Sumatoria de Y1-Y4) x 200 / Sumatoria de N1-N4

Para la obtencion del valor de IOD, fue necesario realizar el mismo procedimiento
usado para los linfocitos fue utilizado para la linea celular C33A (hMena Av6 +)
con la finalidad de establecer un valor positivo para la expresion de la proteina
hMena, y a partir de ello calcular la IOD de los linfocitos.
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6. RESULTADOS

6.1 LA INMUNIZACION CON EL PEPTIDO GLMEEMSAL INDUCE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-PEPTIDO EN RATONES BALBI/c.

Con el propdsito de saber si era posible generar una respuesta inmune humoral en
un modelo murino de ratones BALB/c, dieciséis ratones hembra fueron
inmunizados bajo dos esquemas de vacunacion. El grupo control (n=8) consistio
de animales tratados con PBS + adyuvante de Freund en una proporcion de 1:1y
el grupo problema (n=8) de ratones con tres dosis de 100 pg del péptido
GLMEEMSAL derivado de hMena emulsionado con adyuvante completo (1 dosis)
e incompleto (2 dosis) de Freund. Tras concluir el tratamiento, se sacrificaron los
ratones, se obtuvo el suero y se procedio a evaluar la presencia de anticuerpos
contra el péptido mediante la técnica de ELISA. En la figura 5 se muestran los
resultados de O.D. (Densidad Optica) después de la inmunizacion.
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Figura 5. La inmunizacion de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL genera anticuerpos
péptido-especificos. Ratones de la cepa BALB/c (n=8) fueron inmunizados con 3 dosis de 100ug
del péptido GLMEEMSAL de la proteina hMena con adyuvante completo e incompleto de Freund

(ver materiales y métodos). Los sueros de los ratones inmunizados con el péptido (GLMEEMSAL)
fueron probados en ensayos de ELISA para determinar su especificidad hacia el propio péptido
utilizado como antigeno. Sueros de ratones inmunizados con PBS y adyuvantes de Freund (PBS)
(n=8) fueron utilizados como control negativo. Se muestran los valores de O.D de ratones
inmunizados con GLMEEMSAL y PBS. *** Diferencia significativa con respecto al grupo inoculado
con PBS (P<0.001) prueba de U de Mann Whitney.
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Mediante la técnica de ELISA se pudo detectar la presencia de anticuerpos anti-
GLMEEMSAL, en los sueros obtenidos de animales inmunizados con el péptido,
la actividad 6ptica (O.D) detectada de 0.9- 3.3 fue significativamente mayor
(p<0.001) que la mostrada en sueros de ratones tratados solo con PBS e IFA,
donde los valores de O.D fueron de 0.2.

Una vez que se comprobd que la inmunizacion con el péptido fue suficiente para
generar anticuerpos contra el epitope de hMena, se procedié a ver si mediante
citometria de flujo, era posible detectar a la proteina hMena en células tumorales
utilizando el anticuerpo Anti-Mena y el suero anti-péptido obtenido.

6.2 DETECCION DE LA PROTEINA MENA EN LINEAS CELULARES DE
TUMORES HUMANOS Y DE RATON USANDO UN ANTICUERPO COMERCIAL
ANTI-MENA.

Las sobre expresion de la proteina hMena en las lineas celulares humanas CaSki,
MCF-7, C33A y MDA-MB-231 ha sido previamente reportada por Di Modugno en
2004 y 2006. No obstante, para conocer si también las lineas celulares de ratén
TC-1,JCy D2F2/E2 expresan a la proteina Mena, en este trabajo utilizamos el
anticuerpo comercial Anti-Mena clone A351F7D9. Mediante citometria de flujo se
pudo detectar de manera diferencial la expresion de la proteina Mena, tanto en
las lineas celulares humanas como de raton. Las lineas celulares C33A, HaCaT,
TC-1 y D2F2/E2 mostraron la mayor expresion de Mena, presentando una
intensidad media de fluorescencia (IMF) de: 537.22, 654.08, 289.03 y 62.125
respectivamente (figura 6).
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Figura 6. Deteccién de la proteina Mena en lineas celulares murinas y humanas. Las lineas
celulares humanas (C33A, CaSki, HaCaT, MCF-7 y MDA-MB-231) y de ratén (D2F2/E2, JC y TC-1)
asi como de linfocitos T humanos fueron tefiidas con el anticuerpo Anti-Mena y un anticuerpo 2°
marcado con FITC, y analizadas mediante citometria de flujo. Se muestra la Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) para cada tipo celular. Los valores mostrados son representativos de tres
experimentos independientes por triplicado.

6.3 DETECCION DE LA PROTEINA MENA EN LINEAS CELULARES DE
TUMORES HUMANOS Y DE RATON USANDO SUEROS DE RATONES BALBI/c
INMUNIZADOS CON EL PEPTIDO GLMEEMSAL.

6.3.1 Deteccion mediante citometria de flujo.

Una vez corroborada la expresion de la proteina Mena en las diferentes lineas
celulares utilizadas en este estudio mediante el uso de un anticuerpo comercial
Anti-Mena, se procedio a analizar si anticuerpos contenidos en sueros de ratones
BALB/c inmunizados con el péptido GLMEEMSAL (anti-GLMEEMSAL) reconocen
a la proteina Mena en las diferentes células de estudio. Para lo cual se utilizo la
linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama, positiva para la expresion de la
proteina hMena AV6 (Di Modugno et al., 2006). Para analizar la expresion de la
proteina Mena en las células MDA-MB-231, se utilizaron los métodos sin permear
y permeando a las células, debido a que el grupo de Nistico en 2016 reporta que
es posible en algunos tipos celulares se localiza la proteina hMena tanto en la
membrana como en citoplasma.
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En la Figura 7 se muestran histogramas y los valores promedio de la IMF de los
ensayos de citometria de flujo de células MDA-MB-231 sin permear e incubadas
con diferentes diluciones de sueros de ratones inmunizados con PBS o anti-
GLMEEMSAL. Solo en la dilucion 3:100 de suero de ratones inmunizados con el
péptido mostraron un ligero incremento en el valor de la IMF respecto a los
sueros de ratones inoculados con solo PBS.
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Figura 7. Sueros de ratones inmunizados con el péptido GLMEEMSAL reconocen a la proteina
hMena en células MDA-MB-231 sin permear. Células MDA-MB-231 fueron incubadas con
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diferentes diluciones del suero (3:100, 2:100, 1:100) de ratones inmunizados con el péptido
GLMEEMSAL o con PBS y posteriormente con un anticuerpo secundario marcado con FITC y se
procedié analizar la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) mediante citometria de flujo. Se
muestran los histogramas representativos de cada lectura (A) y los valores de IMF (B) de 3
experimentos independientes por triplicado.

Por otro lado, al analizar la expresion de hMena en las células MDA-MB-231
permeadas, se pudo apreciar un ligero incremento (20%) al utilizar dilucion 3:100
de los sueros anti-GLMEEMSAL en las células MDA-MB-231 permeadas (Figura

8).
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Figura 8. Sueros de ratones inmunizados con el péptido GLMEEMSAL reconocen a la proteina
hMena en células MDA-MB-231 permeadas. Células MDA-MB-231 fueron fijadas con
paraformaldehido y posteriormente permeadas (ver materiales y métodos) antes de incubadas
con diferentes diluciones del sueros (3:100, 2:100, 1:100) de ratones inmunizados con el péptido
GLMEEMSAL o con PBS, y en seguida con un anticuerpo secundario marcado con FITC y se
procedié analizar la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) mediante citometria de flujo. Se
muestran los histogramas representativos de cada lectura (A) y los valores de IMF (B) de 3
experimentos independientes por triplicado.

Después de analizar los resultados obtenidos de la citometria de flujo se concluyo
gue lo mas adecuado para analizar la expresién de hMena en las lineas celulares
era utilizar células permeadas con el suero a una dilucion de 3:100. Por ello, bajo
estas condiciones se realizaron los ensayos subsecuentes con las demas lineas
celulares.

Con la finalidad de analizar el nivel de expresién de la proteina Mena en cada
linea celular con el uso de sueros anti-GLMEEMSAL, los datos obtenidos de la
incubacion de cada linea celular en presencia de suero de ratones inoculados con
PBS fueron normalizados a 1. De esta manera, las lineas celulares MCF-7, C33A
y las lineas celulares de raton JC, D2F2/E2 y TC-1 fueron las que mostraron
incremento en la expresion de Mena (aprox 20-30%) (Figura 9). No obstante, los
niveles de expresion detectados con con los sueros anti-GLMEEMSAL fueron
menores a los detectados con el uso del anticuerpo comercial Anti-Mena a través
de la técnica de citometria de flujo.
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Figura 9. Deteccién de la proteina Mena en lineas celulares murinas y humanas mediante
citometria con sueros de ratones inmunizados con el péptido GLMEEMSAL. Las lineas celulares
humanas (C33A, CaSki, HaCaT, MCF-7 y MDA-MB-231) y de ratén (D2F2/E2, JC y TC-1) asi
como de linfocitos T humanos fueron fijadas con paraformaldheido al 2% y posteriormente
permeadas e incubadas con sueros de ratones BALB/c inmunizados con el péptido GLMEEMSAL
o con PBS (diluciéon 3:100) y en seguida tefiidas con anticuerpo secundario-FITC. Los datos
obtenidos de cada una de las células incubadas con sueros de ratones inmunizados con PBS
fueron normalizados a 1 y se muestran los valores obtenidos con el suero anti-GLMEEMSAL. Los
valores mostrados son representativos de tres experimentos independientes por triplicado.

6.3.2 Deteccion mediante inmunocitoquimica (ICQ).

Después de evaluar la capacidad de los anticuerpos anti-GLMEEMSAL para
detectar a la proteina Mena por citometria de flujo se decidié probar si estos
podian reconocer a esta proteina por ICQ. Para lo cual, las lineas celulares fueron
sembradas sobre laminillas de vidrio y posteriormente incubadas con el
anticuerpo Anti-Mena (control positivo) y el suero de ratones inmunizados con el
péptido GLMEEMSAL (anti-GLMEEMSAL). Un anticuerpo irrelevante de isotipo
IgG fue utilizado como control negativo.

La expresiéon de la proteina Mena en las lineas celulares de raton (Tabla 2) y
humanas (Tabla 3) fue detectada eficientemente con el suero anti-GLMEEMSAL,
la cual fue comparable a la realizada con el anticuerpo comercial Anti-Mena.
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Tabla 2. Anticuerpo anti-GLMEEMSAL detecta de manera eficiente la expresion de la proteina
Mena en lineas celulares de raton. Se muestran fotografias representativas de la expresion de la
proteina Mena en células de ratén D2F2/E2, JC y TC-1 teflidas con un anticuerpo comercial Anti-
Mena (control positivo), anticuerpo anti-GLMEEMSAL obtenido de suero de ratones inmunizados
con el péptido GLMEEMSAL, un anticuerpo irrelevante de isotipo 1gG fue utilizado como control
negativo. Se muestran imagenes representativas escaneadas a un aumento de 40X en el equipo

Aperio y su respectivo valor de Intensidad Total de Expresion (ITE).
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Linea
celular

Control
negativo

Control positivo

C33A

anti-

GLMEEMSAL

CaSki

HaCaT

MCF-7

MDA-MB-
231

Linfocitos

0.79

e

. 1.41

Tabla 3. Anticuerpo anti-GLMEEMSAL detecta de manera eficiente la expresion de la proteina
Mena en lineas celulares y linfocitos T humanos. Se muestran fotografias representativas de la

expresion de la proteina Mena en células C33A, CaSki, MCF-7, MDA-MB-231 y linfocitos T
humanos empleando un anticuerpo comercial Anti-Mena (control positivo), anticuerpo anti-
GLMEEMSAL obtenido de suero de ratones inmunizados con el péptido GLMEEMSAL, un

anticuerpo irrelevante de isotipo IgG fue utilizado como control negativo. Se muestran imagenes
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escaneadas a un aumento de 40X en el equipo Aperio y su respectivo valor de Intensidad Total de
Expresion (ITE) y de la densidad Optica integrada para el caso de los Linfocitos T.

Al normalizar como 1 los valores de ITE empleando al anticuerpo usado como
control negativo, se pudo determinar un incremento de 3 a 5 veces de la ITE en
las lineas celulares MDA-MB-231 y TC-1 y de 0.5-2 en las lineas C33A, CaSki,
MCF-7 y HaCaT, D2F2/E2 y JC usando tanto el anticuerpo comercial anti-Mena
como el suero anti-GLMEEMSAL (Figura 10y 11).

7 -
6 4
5 4
2
g 4
£
o
231
]
<
8 2
Q
L]
-
O B T
55{-5 \(5:1« §-°
o @ 0 « 9 O
P 0 o ;\§" \3‘ Q@ 0‘13 &
& ¥
W

Figura 10. Expresion de la proteina Mena en lineas celulares humanas y de ratébn empleando un
anticuerpo comercial Anti-Mena. Las lineas celulares humanas (C33A, CaSki, HaCaT, MCF-7 y
MDA-MB-231) y de raton (D2F2/E2, JC y TC-1) asi como de linfocitos T humanos fueron fijadas
con paraformaldehido al 2% y posteriormente tefiidas con un anticuerpo comercial Anti-Mena. Se
muestra el nimero de veces en el incremento de la expresion de Mena relativo a la tincién
realizada con un anticuerpo irrelevante de isotipo IgG. Los valores corresponden a un ensayo
representativo de dos realizados de manera independiente.
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Figura 11. Expresioén de la proteina Mena en lineas celulares humanas y de ratén empleando
anticuerpo anti-GLMEEMSAL. Las lineas celulares humanas (C33A, CaSki, HaCaT, MCF-7 y
MDA-MB-231) y de raton (D2F2/E2, JC y TC-1) asi como de linfocitos T humanos fueron fijadas
con paraformaldehido al 2% y posteriormente tefiidas con el anticuerpo anti-GLMEEMSAL. Se

muestra el nimero de veces en el incremento de la expresion de Mena relativo a la tincion
realizada con un anticuerpo irrelevante de isotipo IgG. Los valores corresponden a un ensayo
representativo de dos realizados de manera independiente.

7. DISCUSION DE RESULTADOS

hMena es una proteina perteneciente a la familia Ena/VASP que se encuentra
sobre expresada en células tumorales de diferente origen como de tumores
mamarios (Di Modugno et al., 2006), cervicales (Gurzu et al., 2009), pancreaticos
(Pino et al., 2008), y colorectales (Philippar et al., 2008). Ademas dicha proteina
mediante splicing alternativo, genera diferentes isoformas de la proteina hMena de
570 aa que se considera la proteina en su forma nativa, las cuales son: hMena 112
de 591 aa que es la isoforma presente en células de tipo epitelial asociada a
tumores con riesgo de progresion y hMena AV6 de 533 aa que es la isoforma
expresada en células con fenotipo mesenquimal que se ha asociado con tumores
con alto riesgo de metastasis. Ademas, actualmente las isoformas de hMena se
han aceptado como AAT por lo que son indetectables en el tejido mamario normal
pero si son detectadas en lesiones de mama premalignas (Di Modugno et al.,
2006).

Por otra parte se ha descrito que el equivalente murino de la proteina Mena
humana se encuentra expresado de manera tejido especifica, y se halla en
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corazdn, testiculo, en bajos niveles en pulmoén, muasculo esquelético, rifidn,
pancreas y cerebro (base de datos UNIPROT, Q03173). A pesar de tener
isoformas, no se sabe si dichas isoformas se encuentran también asociadas con el
riesgo de progresion y metastasis.

Debido a la importancia de hMena y dado que se ha reportado que es posible
detectar anticuerpos hacia el epitope GLMEEMSAL de hMena en pacientes con
cancer de mama (Di Modugno et al., 2004) en este trabajo se evalud el uso del
epitope GLMEEMSAL para generar anticuerpos en ratones BALB/c.

Por lo anterior, se procedié a inmunizar ratones de la cepa BALB/c con el epitope
GLMEEMSAL y se pudo comprobar que es posible la produccién de anticuerpos
especificos hacia el péptido a pesar de ser una secuencia de solo 9 aminoacidos
lo cual no es algo comun en la generacién de anticuerpos. Ademas, se observo
que los anticuerpos especificos generados contra el péptido (anti-GLMEEMSAL)
fueron capaces de reconocer a hMena en todas las lineas celulares empleadas
incluyendo aquellas con expresion del equivalente murino. Hallazgo comprobado
con el empleo de las lineas celulares tumorales de origen murino (D2F2/E2, TC-1,
JC), la deteccion de la proteina fue posible debido a que GLMEEMSAL se
encuentra conservado entre la estructura de la Mena humana (hMena) y su
contraparte murina, ademas se sabe que en los ratones esta proteina posee hasta
un 87% de homologia con la Mena humana (base de datos UNIPROT, Q03173),
compartiendo en su estructura el nonapéptido GLMEEMSAL utilizado en este
trabajo.

Actualmente no se tiene reportes acerca de la expresion de la proteina Mena en
lineas celulares tumorales de raton. En este trabajo se pudo observar por
citometria de flujo y por medio de tincibn inmunocitoquimica que las lineas
celulares tumorales murinas son positivas para la expresion de Mena. Dicho
hallazgo resulta interesante porque podrian plantearse a futuro modelos murinos
que permitan el estudio de los beneficios de la respuesta inmune hacia esta
proteina en el desarrollo de tumores.

Todas las lineas celulares empleadas mostraron expresion diferencial de la
proteina hMena tanto por citometria como por inmunocitoquimica, lo cual
corrobora lo reportado por Di Modugno en 2004 y 2006 donde se muestra la
expresion de alguna de las isoformas de hMena en las lineas humanas empleadas
en este trabajo. Sin embargo, en este trabajo se encontré mayor incremento al
utilizar el anticuerpo Anti-Mena comercial en citometria sobre todo para la linea
celular C33A y HaCaT, lo anterior puede deberse a la naturaleza del antigeno
empleado para la produccion del anticuerpo lo cual no es especificado en el
inserto, en donde solo se indica que se empled la proteina hMena recombinante
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para su elaboracion. La deteccion de expresion de Mena en HaCaT es un hecho
importante pues no hay reportes acerca de ello.

Al utilizar el suero anti-GLMEEMSAL tanto en citometria de flujo como en
inmunocitoquimica, las veces de incremento con respecto al control son de 2 a 3
veces en ambas técnicas en todas las lineas empleadas lo cual es comparable
con lo observado en la tincion inmunocitoquimica usando Anti-Mena. Sin embargo,
los resultados obtenidos en las lineas celulares marcadas con el anticuerpo Anti-
Mena en citometria de flujo muestran incrementos mayores para algunas de las
lineas y en otras como HaCaT vy los linfocitos arroja un falso positivo de expresion,
lo cual podria deberse a que dicho anticuerpo solo esta disefiado para su uso en
inmunocitoquimica.

Al analizar las tinciones inmunocitoquimicas se logré observar que en aquellas
lineas celulares con mayor positividad a la tincion con el anticuerpo Anti-Mena
(C33A y HaCaT) se tefia todo el citoplasma, a diferencia del suero anti-
GLMEEMSAL que parece ser una tincion méas localizada encontrandose tincién
perinuclear o en uno de los polos del ndcleo y en ciertas prolongaciones celulares,
lo cual pudo contribuir a que al realizar el analisis con el software arrojara un valor
mas alto de ITE.

En este estudio se utilizaron linfocitos humanos como control negativo de
expresion de hMena, ya que Coppolino y colaboradores en el 2001 reportaron que
mientras se carezca de una estimulacion, éstas células no expresan ninguna de
las proteinas de la familia Ena/VASP a la cual pertenece hMena (Coppolino et al.,
2001). Lo anterior se pudo comprobar ya que no solo se pudo encontrar expresion
al emplear el anticuerpo Anti-Mena en citometria observandose 1.5 veces de
incremento con respecto al control negativo de tinciébn aunque, como ya se explicé
esta deteccion puede deberse a que el anticuerpo no esta disefiado para su uso
en citometria de flujo ya que en la tinciébn inmunocitoquimica la reactividad es nula.

Por otro lado, las diferencias entre la deteccion de la proteina Mena dadas por el
suero anti-GLMEEMSAL vy el anticuerpo comercial Anti-Mena, podrian deberse a
la afinidad de los anticuerpos secundarios utilizados en las técnicas. Porque el
suero obtenido es policlonal, por lo tanto no s6lo existen 1gG’s por lo que la
presencia de otro tipo de inmunoglobulinas podria estar afectando la deteccién, lo
cual puede generar inespecificidad. Es necesario purificar el suero para aislar los
anticuerpos especificos a GLMEEMSAL.

Con base a los resultados obtenidos los anticuerpos contra GLMEEMSAL podrian
ser de gran utilidad para la deteccién de hMena, varios grupos de investigacion
han detectado las isoformas de la proteina en lineas celulares de cancer y en
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tejidos tumorales de pacientes mediante técnicas como  tincion
inmunohistoquimica, Western Blot e Inmunofluorescencia (Oudin et al.,, 2017;
Weidmann et al., 2016; Di Modugno et al., 2007; Gurzu et al., 2013; Pino et al.,
2008) utilizando anticuerpos comerciales Anti-Mena en conjunto con anticuerpos
especificos para una isoforma, el anticuerpo evaluado en este trabajo ha
demostrado que puede ser empleado en 2 distintas técnicas con la misma
especificidad lo cual no ocurre al emplear el anticuerpo Anti-Mena, por lo que
facilitaria la deteccion.

Dado que se ha relacionado a la proteina hMena con la existencia de un riesgo de
padecer metastasis, su deteccion se vuelve fundamental para predecir dicho
riesgo. De tal manera que llevandolo a un grado de aplicacion en pacientes
oncolégicos, y en conjunto con otras pruebas, toma suma relevancia pues
permitiria dar prioridad a pacientes con mayor riesgo de diseminacion de la
enfermedad.

Este trabajo, es clave para estudios posteriores en donde se pretenda desarrollar
técnicas rapidas y de facil deteccion del riesgo de metastasis, no solo en pacientes
con CaMa y CaCu sino en pacientes con otras neoplasias como cancer
pancreatico, cancer colorectal en donde también la proteina hMena se ha visto
sobre expresada.
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8. CONCLUSIONES

Es posible generar una respuesta inmune mediada por anticuerpos usando un
esquema de inmunizacién con el péptido GLMEEMSAL de hMena en ratones de la
cepa BALB/c.

Los anticuerpos generados (anti-GLMEEMSAL) tienen capacidad de detectar a la
proteina Mena en lineas celulares de diferente origen mediante citometria de flujo.

Los anticuerpos anti-GLMEEMSAL pueden reconocer a Mena por tincidon
inmunocitoquimica de manera diferencial de acuerdo al grado de sobre expresién
de la proteina en las lineas celulares.

Los anticuerpos anti-GLMEEMSAL pueden reconocer la proteina hMena mediante
2 técnicas distintas con una especificidad similar.

Se logro determinar la expresion de Mena en lineas tumorales murinas con el uso
de los anticuerpos generados.

9. PERSPECTIVAS

Dado los resultados obtenidos en este trabajo, se pretende proponer un modelo de
estudio en ratones BALB/c para ver los beneficios profilacticos y terapéuticos de la
inmunizacion con el péptido GLMEEMSAL en la respuesta inmune contra tumores,
debido al hallazgo de que las lineas celulares tumorales de raton D2F2/E2, TC-1y
JC son positivas para la expresion de la proteina Mena.

Por otro lado, es importante dar continuidad a este proyecto realizando tinciones
por inmunofluorescencia usando el suero anti-GLMEEMSAL, con el fin de
corroborar la localizacion de la proteina Mena en las lineas celulares, lo cual seria
de utilidad porque de ser posible la deteccion por esta técnica, se podria usar junto
con otras pruebas, para identificar a hMena en células de pacientes con cancer y
predecir el riesgo de metastasis y progresion de la enfermedad. Ademas, sera
importante realizar ensayos de Western Blot con el fin de determinar en las lineas
celulares tumorales murinas expresion de isoformas de la proteina Mena.

46



10. APENDICE DE PREPARACION DE REACTIVOS
Preparacion de RPMI

1800 ml de agua mili-Q en una probeta de 2 L, adicionar dos frascos de reactivo
para medio de cultivo RPMI (Sigma, USA) manteniendo en agitacion hasta que se
disuelva y posteriormente afadir 4 g de bicarbonato de sodio hasta que se logre
una mezcla homogénea. Aforar a dos litros con agua mili-Q. Ajustar el pH a 7.2-
7.3 con ayuda de Acido Clorhidrico HCI o NaOH.

Filtrar en condiciones de esterilidad y afiadir al medio antibiético (5 ml por cada
500 ml de medio).

Preparacion de medio para linfocitos IMDM

Disolver un frasco de medio Iscoves modified Dubelcco’s (Sigma, USA) en 800 mi
de agua mili-Q y agregar 3 g de NaHCO3 manteniendo en agitacion. Ajustar a pH
de 7.3. Aforar a 1 L. Luego de filtrar el medio, agregar antibiéticos. Posteriormente,
agregar suero inactivado humano al 10%. Finalmente suplementar con 500 ul de
piruvato de sodio (100 X), 500 pl de aminoacidos no esenciales (100X) y 50 ul de
2- mercaptoetanol (100 X).

Preparacion de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
8 g de Cloruro de sodio

0.2 g de cloruro de potasio

0.2 g de fosfato de potasio monobésico

Se afora en un litro de agua Milli-Q y se ajusta a un pH de 7.2 con fosfato de sodio
dibasico.

Preparacion de Rinse Buffer 1X para 50 ml
2.5 ml de Rinse Buffer 20X (Millipore, USA)
47.5 ml agua destilada

50 ul tween 20

Preparacion de reactivo cromégeno:

12 pl de cromogeno A.

288 pul de cromoégeno B.
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Mezclar el cromégeno A con el cromégeno B en un tubo ambar.

Preparacion de verseno (para 2L)

Tris base 6.88 g

16 g NaCl

0.8 g KClI

0.4 g EDTA

Ajustar pHa 7.7

Preparacion de tripsina

Pesar 0.25 g de tripsina y disolver en 50 ml de PBS estéril. Filtrar la solucion.

Luego, realizar una dilucién de tripsina para obtener una proporcion de tripsina-
verseno 1:5

BSA al 5%
0.5 g de BSA disuelta en 10 ml de agua mili-Q
Preparacién de Paraformaldehido al 2%

En un frasco se agregan 200 ml de agua mili-Q caliente a 60°C y se agregan 5 ¢
de paraformaldehido y de ahi se va aplicando gotas de NaOH. Se agita
vigorosamente hasta que esté disuelto, y después se agregan 25 ml de PBS 10Xy
se afora a 250 ml.

Buffer de carbonato-Bicarbonato
Solucién A: Carbonato de sodio 0.1 M (5.29 g / 500 ml H20)
Solucién B: Bicarbonato de sodio 0.1 M (4.2 g / 500 ml H20)

Adicionar solucién A en la solucion B. Ajustar pH a 9.6
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