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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu), es la segunda enfermedad mas comun entre las
mujeres del mundo. Este tipo de cancer es un problema de salud publica muy
importante en México, en 2001 ocupd el primer lugar entre los tumores malignos
en la poblacion femenina. Por esta razon, es importante conocer las vias de
sefalizacion que utilizan estas células para mantener su fenotipo maligno, ya que
esto nos permitira desarrollar inhibidores especificos que sirvan como tratamiento
a futuro. Se ha demostrado que las lineas celulares de cancer de cérvix CALO e
INBL expresan las tres subunidades del receptor de la IL-2. También, se ha
demostrado que la cinasa Lck esta presente en estas lineas celulares tumorales y
ademas se asocia con la cadena beta del receptor para la IL-2. Sin embargo, se
ha reportado que en linfocitos normales la cinasa Lck activa la via de la cinasa
PI3K para inducir mecanismos de supervivencia celular, por lo tanto el objetivo de
este trabajo fue analizar la participacién de la cinasa Lck en la activacion de
sefales anti-apoptéticas en células de carcinoma de cérvix CALO e INBL tratadas
con IL-2. Se llevaron a cabo ensayos de co-inmunoprecipitacién y co-localizacion
de las cinasas Lck y PI3K para demostrar que existe una interaccion entre ambas
cinasas, también se observé la co-localizacion de Lck y PI3K en las células CALO
e INBL. Ademas, se analizé la presencia de la proteina anti-apoptética Bcl-2 en
células CALO e INBL tratadas con 10 U/ml y 100 U/ml de IL-2. Los resultados
muestran una disminucién de la proteina Bcl-2 en células tratadas con 100 U/ml
de IL-2. Estos resultados sugieren que existe una interaccion entre las cinasas
Lck y PIBK y probablemente participen en la via que induce mecanismos de
sobrevivencia celular ya que la proteina Bcl-2 que esta presente en las células

CALO e INBL se modifica probablemente cuando hay eventos apoptoticos.
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ABSTRACT

Cervical Cancer (CaCu) is the second most common disease among women
worldwide. This type of cancer is a very important public health problem in Mexico
in 2001 ranked first among malignant tumours in the female population. For this
reason, it is important to understand the signalling pathways used by these cells to
maintain their malignant phenotype, as this will allow us to develop specific
inhibitors to serve as future treatments. It has been demonstrated that CALO and
INBL cell lines derived from cervical cancer express the three subunits of the IL-2
receptor. Also, it has been shown that the Lck kinase is present in these tumour
cell lines, and that it is associated with the beta chain of the IL-2 receptor.
However, it has been reported that in normal cells the Lck kinase activates the
PI3K signalling pathway to induce cell survival therefore the aim of this study was
to analyze the involvement of the Lck kinase in anti-apoptotic signals in cervical
cancer cell lines CALO and INBL treated with IL-2. Co-precipitation and co-
localisation assays of Lck and PI3K kinases were carried out, our results show that
there is an interaction between the two kinases and that they co-localise mainly in
the cytoplasm of both cell lines. The presence of the Bcl-2 anti-apoptotic protein
was also analyzed in cells treated with 10 U/ml and 100 U/ml of IL-2. The results
show a decrease in the Bcl-2 protein in cells treated with 100 U/ml of IL-2. These
results suggest that there is an interaction between Lck and PI3K kinases and it
could be possible they are involved in the pathway that induces cell survival

probably by regulating Bcl-2 to activate apoptotic signals.
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INTRODUCCION
CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino (CaCu) es una alteracion celular que se origina en el
epitelio del cuello del utero y que se manifiesta a través de lesiones precursoras
de lenta y progresiva evolucion, que suceden en etapas de lesiones de bajo y alto
grado, que evolucionan a cancer “in situ”, en grado variable cuando ésta
circunscribe a la superficie epitelial y luego a cancer invasor cuando traspasa la
membrana basal produciendo metastasis (1). Para llevar a cabo el proceso
metastasico, las células modifican tanto las interacciones célula-célula, como
célula-sustrato, todas estas modificaciones pueden exhibir cambios de todo tipo.
En conjunto, las alteraciones que pueden presentar las células cancerosas
incluyen modificaciones en su forma y tamafio, cambios en su apariencia,
alteraciones en la distribucién de la cromatina nuclear, en la forma y numero de
cromosomas (2). Todos estos cambios tienen una causa genética, es decir
aparecen cuando ocurren alteraciones en los genes que no son corregidas por los
mecanismos de reparacion del material genético. Para que la célula mantenga sus
caracteristicas normales los genes deben funcionar de manera ordenada y
regulada, si alguno de estos genes se altera en su estructura 6 funcién ocurre su
pronta deteccidn y reparacion, usualmente a través de proteinas codificadas por
otros genes; asi la célula se mantiene en orden. Algunas veces estas alteraciones
en los genes activos no son detectadas y los genes afectados dejan de funcionar 6
funcionan de manera anormal, produciendo cantidades anormales de proteinas y
sin actividad fisiologica aparente, si esto continua, la célula puede llegar a

transformarse en una célula cancerigena.

El CaCu, es la segunda enfermedad mas comun entre las mujeres del mundo con
400,000 casos diagnosticados anualmente. En Meéxico en el ano 2002, se
presentaron 12,512 nuevos casos de cancer cérvicouterino, de los cuales 5,777
(46%) fueron decesos. Esta enfermedad fue la primera causa de muerte entre las
mujeres mexicanas con cancer, ocupando un 16.6% de otros canceres. La

mayoria de las mujeres que lo desarrollan tienen entre 40 y 50 afios de edad. Sin
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embargo, cada vez es mas comun ver mujeres jovenes infectadas, que a edades

de 20 y 30 afos se les diagnostica CaCu (3).

La evidencia de estudios epidemiologicos realizados en todo el mundo indica
claramente que la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV) es la causa

principal del desarrollo de este cancer (4).

A la fecha, diferentes tipos de HPV han sido clasificados como de alto riesgo
(HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82), los cuales pueden
llegar a desarrollar cancer en hombres y mujeres. Los virus de bajo riesgo (HPV-
6, 11, 40, 42, 53, 54 y 57) han sido asociados con verrugas benignas del epitelio
oral o urogenital en adultos y en nifios, es poco frecuente encontrarlos en tumores

malignos (6).

En la actualidad, la prevencion del cancer de cérvix se basa en la deteccion y en el
tratamiento de las lesiones pre-cancerosas, en el uso de nuevas tecnologias como
la prueba de deteccion  del HPV, en el desarrollo de vacunas profilacticas
contra este virus, en la investigacion de vias de sefalizacion en proteinas que
controlan la muerte celular (apoptosis) 6 la supervivencia, y en el uso de citocinas
como tratamiento para dicha enfermedad. Con estos descubrimientos se ofreceran

alternativas terapéuticas para combatir y prevenir el cancer a futuro (4).
LAS CITOCINAS

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular, 15-30 KDa, constituidas por
120-180 aminoacidos, que pueden secretarse 6 permanecer unidas a la
membrana celular. Para realizar su funcion biolégica se requieren en
concentraciones de nanogramos a picogramos. Las citocinas actuan de manera
autécrina al modular la actividad celular, 6 de manera paracrina al inducir la
produccién de otras citocinas mediante otras estirpes celulares. Ademas, las
citocinas son importantes en la regulacion de la proliferacién y diferenciacién
celular, en la quimiotaxis celular y en la activacion de células de la respuesta

inmune. Las citocinas se secretan en respuesta a una amplia variedad de
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estimulos como el estrés celular, lesiones inducidas por carcindgenos e

infecciones o inflamacion (7).

Se ha demostrado que la misma citocina puede ser producida por distintas células
e incluso que un mismo tipo de citocina pueda realizar funciones diversas. De ahi
que su clasificacion en virtud de la célula madre 6 de su funcion ha dejado de
utilizarse para denominarlas con el término genérico de citocinas, que engloba a
los productos secretados por las diferentes células y a todas sus funciones. Las
citocinas también son mensajeros quimicos u hormonas extremadamente
potentes. A pesar de que actuan a concentraciones muy bajas, son muy
especificas actuando sobre la célula blanco gracias a su afinidad por los

receptores de membrana (8).

Los receptores de las citocinas son glicoproteinas de membrana formados por
varias subunidades y se clasifican en receptores de clase | y Il que emplean a la
via JAK-STAT, cuya funcion es la de transmitir la sefial al interior de la célula,
generandose un conjunto de reacciones en cascada en las que intervienen un
gran numero de proteinas. Las cinasas de la familia JAK, reclutan y activan
factores de transcripcion de la familia STAT, como consecuencia de estas
reacciones en cadena, se inducen varios genes que son los que median las
actividades bioldgicas de las citocinas. Ademas de los receptores de membrana
en el suero se han detectado receptores solubles para las distintas citocinas
semejantes a los de membrana. Estos receptores se encuentran en grandes
cantidades y probablemente tienen como funcion regular la produccion de las

citocinas actuando como antagonistas de los receptores de membrana (9)(10).

Existen dos grupos de citocinas que se distinguen con base en su participacion en
los procesos de infeccién y/o inflamacion. Las citocinas que estan directa o
indirectamente involucradas en los procesos inflamatorios reciben el nombre de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-3, IFN-y, TNF-a) y promueven la
respuesta inmune mediada por células. Las citocinas que suprimen la actividad de
las citocinas pro-inflamatorias son las citocinas anti-inflamatorias, por ejemplo, IL-

4, IL-10 e IL-13, que son potentes mediadores de los linfocitos B. De esta manera,
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el perfil de expresion de citocinas presentes en una enfermedad determinara el

tipo de respuesta inmune activada (7).
LA INTERLEUCINA 2 (IL-2)

La IL-2 humana es una proteina monomérica de 15.5 kDa. Conformada
principalmente por la unién de cuatro hélices alfa. El gen que codifica para la IL-2
humana se encuentra localizado en el cromosoma 4 en la regidn g26-28, contiene
tres residuos de cisteina en las posiciones 58, 105 y 125, en donde los dos
primeros forman un puente disulfuro que es esencial para la actividad de la

molécula (11).

Figura 1. Estructura de la Interleucina 2. Conformada principalmente por cuatro hélices alfa.
(Tomado y modificado de John C. Morris 2000)

En condiciones normales, la IL-2 es producida principalmente por células T
cooperadoras CD4" en o6rganos linfoides secundarios, en menor cantidad es
sintetizada por células T CD8", por células naturales asesinas (NK) y por células T
naturales asesinas (NKT). Bajo ciertas condiciones, la IL-2 puede ser producida en

pequefias cantidades por la activacion de células dendriticas y por mastocitos(12).
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La IL-2 fue la primera citocina en ser clonada junto con su receptor. Realiza
funciones importantes y se considera una citosina pleiotrépica ya que interviene en
el crecimiento de células T, en el aumento de la actividad citolitica de las células
NK, en la diferenciacién 6 regulacion de células T, y también participa en la
activacion de la muerte celular (12). La IL-2 es producida principalmente por las
células T activadas y es requerida para la progresion del ciclo celular de la fase G
a la fase S; activa a los macrofagos y juega un papel muy importante en la

homeostasis de los linfocitos (13).
EL RECEPTOR DE LA IL-2

La IL-2 lleva a cabo sus efectos bioloégicos a través de la union a su
correspondiente receptor de superficie, el cual esta conformado por tres
subunidades: una cadena alfa (CD25), una cadena beta (CD122) y una cadena
gamma (CD132). La unién de las tres subunidades con la IL-2 forma un trimero de
alta afinidad, las subunidades 8 y y dan lugar a un dimero de afinidad intermedia y
la cadena a forma un mondémero de baja afinidad (14). La interaccion de la IL-2
con su receptor inicia una cascada compleja de eventos de senalizacion que
finalmente definen el resultado biolégico, este receptor se une con otras moléculas
de sefializacion para transmitir sefiales intracelulares especificas (Fig. 2). La IL-2
tiene un papel importante en la proteccion de los linfocitos T ya que induce

mecanismos anti-apoptéticos para evitar la muerte celular (15).
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Figura. 2 Estructura de las subunidades a, B y y del receptor de la IL-2. Cada una de las

subunidades tiene regiones de unidn a tirosinas utilizados por otros receptores. (Tomado y
modificado de Gaffen 2001)

Cada una de estas subunidades lleva a cabo distintas funciones. La cadena a
principalmente media la unién de la IL-2 con su receptor, la subunidad B también
participa en la union al ligando; ambas cadenas median la internalizacién y la
transduccion de sefales a través de las vias activadas por las cinasas JAK1 y
JAKS (14).La ausencia de cualquiera de las tres cadenas lleva a la abrogacién de
la sefial de la IL-2; por el contrario, la estimulacion del complejo receptor por la IL-
2 induce la activacion de la Statd (16). La mayoria de las investigaciones se
concentran en el papel que juega la IL-2 y su implicacién en la proliferacion
celular, pero también es importante el papel que desempefia en la proteccion de la
muerte de células inmunes mediante la induccidon de mecanismos anti-apoptoticos
(17).

La cadena y es un componente esencial para los receptores de las citocinas IL-4,
IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, y la presencia de mutaciones en la cadena causaria
severas combinaciones e inmunodeficiencias. Las subunidades B y v, sin incluir a
la cadena a, constituyen el complejo B/y una forma del receptor de la IL-2 con

afinidad intermedia, el cual esta presente en células NK y T (18).
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A pesar de la inhabilidad de la subunidad a para iniciar sefales intracelulares, su
significado fisiolégico no deberia ser subestimado. En ratones que presentan
deleciones en la cadena a demuestran claramente que la ausencia de esta
subunidad es funcionalmente equivalente a la ausencia de la IL-2. Por lo tanto, las
concentraciones de la IL-2 encontradas in vivo no son suficientes para unir y
disparar las sefales por el complejo IL-2RB/y, aunque este receptor sea
totalmente competente para liberar las senales (39). En consecuencia, la
expresion de la subunidad a del receptor de la IL-2 es regulada en varios tipos de
células inmunes y también inducida por las IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, citocinas
inflamatorias e infecciones por virus. Finalmente, la cadena a juega una funcién
critica en la respuesta regulatoria de la IL-2 para controlar la afinidad de su
receptor por su ligando, aunque esta cadena no contribuye directamente a la

transduccion de senales (17).

El caballo de batalla para la sefalizacion de la IL-2 parece ser la cadena [3, debido
a que casi todas las sefiales que han sido estudiadas tienen regiones especificas
del receptor de IL-2 que se conectan a través de la subunidad 3. Como otros
miembros de la superfamilia de receptores de citocinas, la cadena B contiene
motivos conservados en la region citoplasmatica préxima a la membrana llamadas

Box1 y Box2, con un dominio que se sobrepone llamado Box V.

Después de que la subunidad B fue clonada, un dominio rico en serina llamado la
region S, fue identificado en la regién proximal a la membrana en donde se
superponen Box1 y Box2 (aminoacidos 267-322); esta region es altamente
significativa en la sefializacién. Mas recientemente se ha demostrado que,Box1 y
Box2 tienen sitios de interaccidon para las cinasas JAK, los cuales se han asociado
con receptores de las citocinas. Los sitios de unién de la JAK3 en la cadena 3
también han sido identificados, y se localizan en las regiones que se superponen
con los sitios de unién a la JAK1. Ademas de las JAKs, la tirosina cinasa SyK
también se asocia con la region S, y esta activacién es indispensable para una
variedad de sefales inducidas por la IL-2. La activacion de la JAK ocurre

inmediatamente después de la dimerizacién de su receptor, cuando JAK1 y JAK3
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son fosforiladas en residuos de tirosina, estos residuos son localizados dentro de
las asas de activacion de su dominio de cinasa. La fosforilacion de las JAKs causa
un incremento dramatico en su actividad catalitica y funcional. Uno de los blancos
para la actividad de la JAK es la cola citoplasmatica de la cadena (3, la cual es
fosforilada en residuos de tirosina, consecuentemente sirven como sitios de
acoplamiento para la sefalizacion de otras moléculas que tienen dominios deunidn

a fosfotirosina (Fig. 3).

Lck
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Figura. 3. Sitios de acoplamiento para la sefializacion de otras moléculas que tienen
dominios de unién a fosfotirosina del dominio citoplasmatico de la cadena beta del receptor
de lalL-2 (Tomado y modificado de Gaffen 2001).

La subunidad B del receptor de la IL-2 contiene otros dos dominios que son
importantes para la sefalizacion, se encuentran en la cola citoplasmatica y son
denominados como regiones “A” y “H” (Fig. 3). Es muy claro que la mayoria de las
sefales asignadas a estos subdominios dependen de residuos especificos de
tirosina que se encuentran dentro de ellos. La cadena [ contiene seis sitios

potenciales de fosforilacion en tirosina, cuatro de los cuales se encuentran en la

11
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region “A” y dos en el dominio “H”. Dentro del dominio A, solo uno de los cuatro
residuos de tirosina parece estar implicado en la sefalizacion (Tyr 338). La tirosina
338 parece ser multifuncional, en ella pueden ligarse receptores de diversas vias
de sefalizacion, un ejemplo de ello es la via de las MAPK que cuando se activa
desencadena una serie de sefales que traen como consecuencia la baja
regulacion de varios genes tales como c-fos, Bcl2 y Bcl-x, estos dos ultimos son

mediadores anti-apoptoticos que promueven la supervivencia celular (17).

Otra de las vias implicadas es la de la cinasa de fosfatidilinositol (PI3K), una
cinasa lipidica que cataliza la fosforilacion del fosfatidilinositol (PI) en el grupo
hidroxilo D3, generando mensajeros intracelulares tales como el fosfatidilinositol
PI13-fosfato (PI3P), el fosfatidilinositol 3,4-bifosfato(PI3,4P) y el fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (P13,4,5P). PI3K esta conformada por una subunidad catalitica de
110 kDa y una subunidad regulatoria de 85 kDa. Cuando la IL-2 se une a su
receptor es capaz de activar a la PI3K induciendo la fosforilacion de p85 en
residuos de tirosina y por consiguiente el reclutamiento de la PI3K a la membrana
celular. Esta via de sefalizacion esta relacionada con la supervivencia y la

proliferacion celular (17).

Se ha encontrado que la region “A” es también un sitio de asociacion para otras
moléculas de sefalizacion, aunque no han sido mapeadas especialmente en Tyr
338. Por ejemplo, la tirosina cinasa Lck (p56 LCI‘) se encuentra asociada con la
subunidad B del receptor de la IL-2 en esta region, aunque aparentemente esta
activacion no es esencial para la proliferacion en las células T. Posteriormente, en
el dominio “H” se encuentran dos tirosinas que estan implicadas en la
sefalizacion, Tyr-392 y Tyr 510; después de la fosforilacidn, estos residuos activan
al factor de transcripcion STAT-5, que generalmente se asocia con otros co-

activadores (17).

Como se ha descrito anteriormente, la senalizacion iniciada por la IL-2 requiere de
la cadena B y y. Sin embargo, existen evidencias que indican que estas cadenas
no actuan de igual manera para activar y coordinar vias de sefalizacion cascada

abajo. Tanto la subunidad B como la y son miembros de la superfamilia de

12
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receptores de citocinas, y éstos contienen motivos extracelulares conservados, asi
como Box 1 y Box2 en la cola citoplasmatica, ademas la cadena y contiene una
region con homologia parcial a un dominio SH2. Esta subunidad solo se une a un
limitado numero de senales, el primero y el mas importante es la asociacion de la
cadena y con la JAK3. Se ha comprobado que los residuos de tirosina en la cola
de la cadena y son necesarios para la activacién de la JAK 3, ocurre en ambos

Box1 y Box2 asi como también en Box V (Fig.4) (17).

JAK1
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Dominio de internalizacion

E Dominio PEST

Figura 4. Asociacion de la JAK3 al dominio citoplasmatico de la cadena y del receptor de la
IL-2 (Tomado y modificado de Gaffen 2001).

La mayoria de las vias de sefalizacion conocidas estan asociadas al receptor por
medio de la cadena beta, generalmente a través de la fosforilacion de los residuos
de tirosina citoplasmaticos que reclutan varias proteinas tirosina cinasa del tipo no
receptor, como las Lck, Jak y Syk. El mecanismo de reclutamiento de las cinasas
se debe a la activacion y estimulacion con la IL-2, dando como resultado el
desencadenamiento de las vias de sefalizacion intracelular. Ademas, se ha
demostrado que el complejo del receptor con la IL-2 (IL-2R), esta relacionado con
las tres vias de sefalizacion celular diferentes que llevan a la induccién de genes

como c-fos/c-jun, c-myc y Bcl-2. Todas estas vias son muy importantes para la
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sefalizacion proliferativa de la IL-2, ya que coopera con cada una para asegurar la
transduccion de la sefal a una escala completa. Las vias de sefializacion del
receptor de la IL-2 median multiples procesos biolégicos en varias poblaciones
celulares como la proliferacion y la diferenciacion de células B y NK. Sin embargo,
las células T siguen siendo el mejor blanco para la IL-2 (17).
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Figura.5 Vias de sefializacion que estan asociadas al receptor de la IL-2.

La interaccion de la IL-2 con su receptor induce la heterodimerizacién de sus
componentes y posteriormente la transfosforilacion y activacién de las cinasas
JAK3 y JAK1 asociadas al receptor. Una vez activadas, las JAK son capaces de
fosforilar en tirosina a las cadenas del receptor creando sitios de union para los
dominios SH2 de los transductores y activadores de las sefiales de transcripcion
(STATs). Posteriormente, las STATs son reclutadas por el receptor fosforilado,
para que ellas a su vez sean fosforiladas por las cinasas JAK. Las STATs después
de ser fosforiladas, forman dimeros, se translocan al nucleo y estimulan la

expresion de los genes inducibles por citocinas (Fig. 4) (19,20).



fveﬁ'n %we& f&camz'/fa Eef/o

FAMILIA DE CINASAS DE TIROSINA Src

La familia consiste de ocho miembros que son Lyn, Hck, Lck, BIk, Src, Fyn, Yes y
Fgr, proteinas que muestran mecanismos de regulacion similares. Después de
varios afos de estudio, se han implicado en el control de arreglos de redes de
sefalizacion que regulan el metabolismo, la viabilidad celular, la proliferacion, la
diferenciacion y la migracion en gran variedad de linajes celulares. Estas cinasas
pueden agruparse en dos subfamilias, por un lado las que estan relacionadas con
Lyn (Lyn, Hck, Lck, BIK); y por el otro, las relacionadas con Src (Src, Yes, Fyn,
Fgr); ademas, existen tres cinasas relacionadas con las de la familia Src, que son
Brk, Frk y Srm. Todos los miembros de la familia comparten un arreglo de
dominios semejantes, poseen una regién N- terminal unica (50-70 residuos) de
alta variabilidad entre los miembros de la familia, seguido por aproximadamente 50
aminoacidos que representan el dominio 3 de homologia con Src, la cual dirige la
asociacion especifica con motivos ricos en prolina relacionados con el consenso
PXXP. En seguida se encuentra una region de 100 aminoacidos que presenta el
dominio 2 de homologia Src, que permite la interaccion con motivos de la
fosfotirosina. Los miembros de esta familia muestran una mayor afinidad por la
secuencia consenso PYEEI. El ultimo dominio corresponde al de cinasa
(aproximadamente 300 residuos), o de homologia Src 1, responsable de la
actividad enzimatica. El papel de las cinasas de la familia Src en el desarrollo y
progresion del cancer aun no se conoce completamente, apenas se estan
empezando a estudiar las multiples vias en las que participan las cinasas de la
familia Src, sus diversos sustratos y los productos de la expresion de genes que
son regulados por la actividad de estas cinasas. Esto debera conducir a un mejor
entendimiento de como las numerosas proteinas que interactuan con c-Src se
relacionan entre si en las vias moleculares que llevan a la transformacion y

progresion malignas (20).
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LA PROTEINA TIROSINA CINASA ESPECIFICA DE LINFOCITOS (Lck)

La familia de las cinasas Src juega un papel clave en la transduccidén de sefales
de muchos receptores de superficie celular que llevan a cabo diversas funciones
celulares tales como el crecimiento, la diferenciacion, la migracién y la
supervivencia. En células T, la cinasa Lck es vital en la propagaciéon y modulacién
de la sefializacién del receptor de células T (TCR).EI TCR esta compuesto por seis
cadenas polipeptidicas, que se asocian formando dimeros. La especificidad del
reconocimiento del antigeno esta determinada por las cadenas TCRa y TCR},
derivadas de un proceso de reordenacion génica. Estas cadenas forman un
heterodimero, que se une directamente al péptido unido a la molécula del MHC.
Una minoria de células T presenta un receptor compuesto por las cadenas TCRYy,
similar a TCRB, y TCRd, con gran homologia en su secuencia al TCRa. La
comunicaciéon con las moléculas sefalizadoras en el interior de la célula se realiza
mediante las cadenas de la CD3, que se encuentran formando dimeros: ye, o€ y
(C. Estos péptidos contienen unas secuencias caracteristicas, denominadas ITAM
(motivos de activacion basados en tirosina), una en cada cadena y, €y 9, y tres en
las cadenas (. Estas tirosinas son fosforiladas rapidamente por la tirosina cinasa
Lck, de la familia de proteinas Src (activada a su vez, por la fosfatasa CD45), tras
la unién del TCR al antigeno. Al fosforilarse, esos residuos de tirosina actuan
como sitios de union para las proteinas que contienen secuencias de tipo
SH2(dominios de homologia a Src). La fosforilaciéon de los ITAMs recluta a la
proteina cinasa asociada a la cadena zeta 70 (Zap 70), la cual requiere
adicionalmente la fosforilacién por la Lck para ser activada. La Zap70 en turno
fosforila a otras proteinas en la cascada de sefalizacion de la TCR, lo cual

eventualmente lleva a la activacion de células T (24)

Con el fin de mantener un sistema inmunoldgico funcional, los linfocitos necesitan
a los receptores de superficie celular para comunicarse con su entorno y también
para poder interpretar las sefiales ambientales de una manera apropiada. Algunas
de las moléculas claves en la superficie de las células T implicadas en la

interpretacién de estas sefiales ambientales son el receptor de células T (TCR) y
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la asociacion de componentes de transduccion de sefial, CD3, CD4 y CD8. El
compromiso del TCR resulta en la activacion de una cascada de sefalizacién que
en combinacion con sefiales de otras moléculas co-estimuladoras y receptores de
citocinas mandan la respuesta a la célula. Dos de las primeras moléculas que son
activadas rio debajo del TCR son las cinasas de la familia Src, Lck(p56'*) y Fyn
(p59™") (23).

La cinasa Lck se expresa principalmente en células T y NK. Esta proteina es una
de las mas importantes para la sefalizacidn y activacion del receptor de células T.
Su activacién provoca la fosforilacion de varias subunidades de transductores de
sefal del complejo TCR, llevando a la activacién de segundos mensajeros, como
la fosfolipasa C, la via del fosfatidilinositol, la Rho GTPasa, la via de las MAP
cinasa, y varios factores de transcripcion. Esta proteina juega un papel central en
la maduracion de linfocitos en el timo, y la activacion y proliferacién de células T

maduras (22).

La cinasa Lck es una proteina con peso molecular de 56 kDa, se encuentra
anclada a la membrana plasmatica via residuos de palmitoilacién y miristoilacion
en el amino terminal (N-terminal), estd conformada de un solo dominio SH2 y SH3
seguido por un dominio catalitico de tirosina cinasa (SH1) y de un extremo

carboxilo terminal (C-terminal) de regulacion negativa Figura 5 (25).

Unico SH3 SH2 — Cinasa

Y394 Y505

Figura 6. Estructura de los dominios de la cinasa Lck (Tomado y modificado de Gaffen 2001).

La estructura del dominio de esta molécula indica que no solo tiene funciones
enzimaticas de tirosina cinasa, sino también sirve como proteina adaptadora,
facilitando el ensamble de complejos macromoleculares via interaccién a través de

sus dominios SH2 y SH3. En efecto, diferentes complejos de proteinas co-
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inmunoprecipitan con las cinasas Lck y Fyn, la funcién de adaptadora es
importante para algunos aspectos de la sefalizacion y activacion de las células T
(23).

La cinasa Lck es regulada a través de dos residuos de tirosina; uno dentro del asa
de activacion del dominio catalitico, tirosina 394 (Y394), y el otro en el carboxilo
terminal (C-terminal) de la proteina, tirosina 505 (Y505). Cuando se fosforila el
residuo de la tirosina 505, interactua con el dominio SH2, la molécula adopta una
conformacién cerrada y como consecuencia un estado de actividad bajo. En
contraste, la autofosforilacién del residuo de la tirosina 394 dentro del asa de
activacion, induce a la proteina a adoptar una conformacién abierta con una
actividad enzimatica significativa. Como otros miembros de la familia Src, la
interconversion de la Lck es regulada por otras proteinas, en particular, las cinasas
Csk y CD45. Ademas, la fosfatasa CD45 inhibe la actividad de la Lck a través de
la desfosforilacidon de la Y394. (26)

Lck Y OTRAS ENFERMEDADES

Estudios previos basados en métodos bioquimicos e inmunocitoquimicos han
revelado que la actividad de Lck es importante en la patogénesis de algunas
infecciones cronicas en humanos. También se ha demostrado que la CD4 esta
asociada a la cinasa Lck, la cual es importante en la patogénesis del VIH. Por otro
lado, la cinasa Lck esta implicada en otras infecciones incluyendo Ilupus

eritematoso sistémico (LSE), lepra y enfermedades del corazon (26).

Recientes reportes clinicos describen niveles de regulacién baja de la Lck en el
hipocampo de pacientes con enfermedad de Alzheimer, sugiriendo asi una
asociacion de la Lck con este desorden. Se ha reportado que esta cinasa es un
regulador clave de la morfologia de las neuronas y ademas esta implicada en los

procesos eléctricos (27).

La mayoria de las muertes por cancer se deben al proceso de metastasis que es
muy resistente a las terapias convencionales; por ello, el desarrollo de nuevas

terapias dirigidas a las células metastasicas es importante. Muchos de los
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antigenos tumorales reconocidos por los linfocitos T citotoxicos (CTLs) se han
identificado en la ultima década. La Lck es esencial para el desarrollo y funcion de
las células T, se expresa en forma aberrante en cancer de colon, carcinoma de
pulmdn y en cancer de prostata. Aunque el papel biolégico de la Lck en células de
cancer aun no ha sido completamente aclarado, varias lineas de evidencia

sugieren que contribuye al proceso de transformacion neoplasica (28).
La PIBK

Las proteinas tirosina cinasas dentro de las cuales se encuentra la PI3K, son
reguladores importantes de las rutas de transduccién de sefiales intracelulares
que median el desarrollo y la comunicacion celular. Los lipidos fosforilados por las
cinasas son producidos a partir de algunos componentes lipidicos de la membrana
durante los eventos de sefalizacion y contribuyen al reclutamiento y activacion de
varios de los componentes de sefializacion. La fosforilacion de fosfatidilinositol en
la posicion D-3 del anillo de inositol por la enzima PI3K en respuesta a estimulos
celulares, como factores de crecimiento e insulina, coordina una serie de eventos
que permiten el crecimiento celular, la entrada al ciclo celular, la migracién y la

sobrevivencia celular (32).

Las PI3K estan divididas en tres clases, de acuerdo con sus estructuras,
especificidad de sustratos y formas de regulacion.

Las PI3K de clase | son enzimas heterodiméricas reguladas por receptores que
fosforilan, preferentemente, fosfatidilinositol -4, 5 bifosfato. Sus subunidades
cataliticas de 1.070 residuos interactuan con Ras-GTP por medio de un dominio
de unién a Ras cerca del N-terminal. Sus subunidades reguladoras son proteinas
adaptadoras que conectan las subunidades cataliticas con los acontecimientos de
sefalizacion corriente arriba.

Las PI3K de clase Il son monémeros de 1.650 residuos caracterizados por un
dominio C- terminal C2 que parece no unir a Ca®*. Ellas fosforilan preferentemente
Ptdins y PtdIns -4-P. Dado que no poseen adaptadores, no se conoce la manera

en que se controlan las PI3K de clase Il.
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Las PI3K de clase lll, que tienen solo una isoforma conocida, fosforilan sélo a las
Ptdins. Es un heterodimero con una subunidad catalitica de 887 residuos y otra
adaptadora conocida como p150. La PI3K de clase lll esta activa de forma
constitutiva, esto es, no esta regulada y en consecuencia, se piensa que es la
proveedora celular principal de PtdIns-3-P, cuyo nivel permanece constante ante

la estimulacién celular. Figura 6.

Dominio  Dominio Dominio
RB c2 Hélice Cinasa
Clase |

Figura 7. Estructura de los dominios de las tres clases de PI3K (Tomado y modificado de Voet
2006)

La PI3K de la clase | es una proteina heterodimérica que contiene una subunidad
catalitica p110 y una reguladora p85. El sustrato preferido para esta clase de
enzimas es Pl (4,5)P2 la activacion de la PI3K da como resultado la produccién
de PI(3, 4, 5)P3. Existen varias proteinas que tienen dominios que se enlazan a
los fosfoinositidos D3 fosforilados. Estas proteinas se localizan en el citosol de las
células no estimuladas, pero en respuesta a la fosforilacion de lipidos se acumulan
en la membrana donde se activan y pueden iniciar varias respuestas como son la
polimerizacion de actinas, el ensamble de complejos de sefalizacién y el
encendido de cascadas de proteinas cinasas. Las proteinas de sefializacién con
dominios de homologia a pleckstrina (PH) se acumulan en los sitios de activacion
PI3K enlazandose directamente al PIP3. De estas proteinas, son de interés
particular la proteina cinasa de serina/treonina PKB/Akt y la proteina cinasa 1
dependiente de fosfoinositidos (PDK1). Se ha establecido el siguiente modelo: la
activacion de los receptores con actividad de tirosina cinasa o RTK permite la
produccion de PIP3, PKB/Akt interactua con este ultimo fosforilandose, lo que

causa su translocacion a la membrana interna. La interaccion del dominio PH de
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PKB/Akt con el 3fosfoinositido induce cambios conformacionales en PKB/Akt, lo
que permite la exposicion de sus dos sitios principales de fosforilacion. EI dominio
PH de la proteina también puede mediar la proximidad entre PKB/Akt y PDK1,
esta ultima se cree que se activa constitutivamente y que fosforila a PKB/Akt en la
treonina 308, lo cual estabiliza el bucle de activacion en una configuracion activa.
La inactivaciéon de la ruta de sefializaciéon dependiente de PI3K es a través de la
desfosforilacion de los fosfoinositidos por la fosfatasa PTEN, la cual esta mutada

en muchos canceres, lo que permite la activacion constitutiva de la PI3K (29).

LA FAMILIA Bcl-2

El gen Bcl-2 (B cell leucemia/lymphoma 2 genes) fue descubierto por primera vez
en el linfoma humano de células B. La familia Bcl-2 contiene los principales
reguladores intracelulares de la apoptosis que se encuentran asociados a
diferentes membranas celulares como el reticulo endoplasmico, la mitocondria y el
nucleo. Los miembros de la familia Bcl-2 son capaces de alterar el funcionamiento
de estas membranas, cambiando el potencial de membrana vy facilitando la salida
o la entrada de iones. Pueden formar canales iénicos o pueden influir en la
actividad de las proteinas que forman un canal ya existente (30).

La familia Bcl-2 contiene hasta el momento 34 miembros que se pueden dividir en

tres grupos de acuerdo a sus estructuras:

Grupo | -Es el grupo que conserva los 4 dominios denominados de homologia a
Bcl-2 (BH):BH1;BH2;BH3;BH4.

Grupo Il - Es el grupo que contiene solo 3 dominios: BH1; BH2; BH3.

Grupo Il - Es el grupo que tiene solo el dominio BH3.
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Anti-
apoptoticas N T BH4 BH3 BH1 BH2 ™ D‘ C

Bcl-2,Bcl-XL, Mcl-1, A1,Bcl-W

Proteinas N+ BH3 BH1 BH2 ™ H-c
Bcl-2
Bax, Bak, Bok
Pro-
apoptéticas ~> N 1 BH3 ™ BC
Blk, BNIP
N+ BH3 TC

Bad, Bid, Bim, EGL-1

Figura 8. Familia de Bcl-2 conformada por treintaicuatro miembros que se dividen en tres
grupos de acuerdo a sus estructuras (Tomado y modificado de Rus 2005).

Parece que existe un balance entre los factores pro- y anti-apoptéticos de la
familia Bcl-2, que controla la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria. Se
describen dos mecanismos: uno por el cual se altera la permeabilidad del

poro,yotro independiente de la permeabilizacion del mismo. (30)

a) Los factores pro-apoptoticos determinan la apertura del poro de dos maneras:

* Interaccionando directamente con componentes de la transicion de la
permeabilidad (PT), como es el caso de Bax que se asocia a la adenina nucleétido

translocasa (ANT) o al canal aniénico dependiente de voltaje(VDAC).

* Regulando la actividad de los factores anti-apoptéticos, formando compuestos

heterodiméricos de tipo Bcl2-Bax o Bcl2-Bak, tras una dimerizacion.

b) La via independiente de la permeabilizacion del poro PT implica a los miembros

de la familia Bcl-2 como: Bak, Bax, Bcl-XL e incluso el Bcl-2, por dimerizacion,
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forman poros en la membrana mitocondrial, liberando factores mitocondriales

implicados en apoptosis.

Ademas, los miembros anti-apoptéticos secuestran a los pro-apoptoticos,
uniéndose al dominio BH3, e impiden su activacion, como es el caso del Bax y
Bak.

Aunados a sus efectos mitocondriales, el Bcl-2 controla de forma indirecta la
activacion del apoptosoma. Los representantes de la familia mas importantes y
mejor estudiados son: Bcl-2 y Bcl-X (30).

Proteina Bcl-2

El Bcl-2 fue el primer proto-oncogen asociado con procesos malignos de las
células B. Durante la maduracion de las células B puede ocurrir una translocacion
cromosomica 14,18 en el gen Bcl-2, que provoca un aumento en la expresion de la
proteina citoplasmatica, que a su vez induce inhibicion de la apoptosis en células

B y determina la supervivencia de la célula transformada.

Debido a su localizacion en la cara externa de la membrana mitocondrial, la
proteina Bcl-2 puede inhibir la liberacibn de factores apoptéticos desde la
mitocondria, tales como el citocromo c; Bcl-2 es una proteina antioxidante que
podria inhibir la apoptosis provocada por agentes oxidantes y por las propias
especies reactivas del oxigeno (ROS). Puede bloquear la accién pro-apoptética de
otros miembros de la familia Bcl-2, formando dimeros con ellos. Puede secuestrar
e inhibir la acciéon de algunos factores citoplasmaticos imprescindibles para la
posterior activacion de las caspasas efectoras. Debido a su ubicacién en las
membranas del reticulo endoplasmatico, impide la elevacion del Ca?* intracelular
que se da durante la apoptosis. Se puede asociar al factor de activacion de
apoptosis (Apaf-1) impidiendo la liberacidon del citocromo c y la activacion de las

caspasas 9y 3 (31).
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ANTECEDENTES

El CaCu es la segunda causa de muerte en el mundo (27). Este tipo de cancer es
un problema de salud publica muy importante en México, en el 2001 ocupd el
primer lugar entre los tumores malignos en la poblacién femenina (33). Por lo que
es de gran importancia conocer las vias de sefalizacion que utilizan las células de
carcinoma de cérvix para mantener su fenotipo maligno, ya que esto nos permitira
desarrollar inhibidores especificos dirigidos hacia las cinasas que participan en la
sobrevivencia celular y que sirvan como tratamiento a futuro. Se ha demostrado
que las lineas celulares de carcinoma de cérvix, establecidas en la Unidad de
Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer a partir de biopsias de pacientes
mexicanas, CALO e INBL expresan las tres subunidades del receptor de la IL-2
(38). Ademas, se ha analizado la activacion de la via JAK-STAT en respuesta a la
unién de la IL-2 a su receptor. Se sabe que una de las primeras cinasas en
activarse es la JAK3, y que ésta a su vez activa a las STATSs. Las lineas celulares
responden al tratamiento con 10 U/ml de la IL-2, aumentando su proliferacion.
También se ha demostrado que la cinasa Lck esta presente en estas lineas
celulares tumorales y que se asocia con la cadena beta del receptor para la IL-2 y
con la STAT-5 (39). En linfocitos normales se ha demostrado que la cinasa Lck se
asocia con la cadena beta del receptor para IL-2, que es un factor de proliferacion
de las células T, y que Lck se activa de manera independiente de las JAKs, y es
capaz de activar a STATS para inducir sefales anti-apoptéticas.(Referencias) Por
lo tanto, es de gran interés analizar si la cinasa Lck expresada en las lineas
tumorales se comporta de manera similar a la cinasa encontrada en linfocitos
normales para inducir sefales anti-apoptoéticas, ya que esto permitira entender los
mecanismos de sefializacidn en las células tumorales y compararlos con las
células normales para desarrollar tratamientos alternativos para el carcinoma de

cervix.
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HIPOTESIS

La cinasa Lck presente en las lineas de carcinoma de cérvix CALO e INBL formara
un complejo con la cinasa PI3 (PI3K) en respuesta a la IL-2 para inducir sefales
anti-apoptdéticas mediadas por la Bcl-2, de manera similar a lo que ocurre en
linfocitos normales.
OBJETIVO GENERAL
Analizar el papel de la cinasa Lck en la induccién de procesos anti-apoptéticos (via
intrinseca) en las lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO e INBL.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la interaccion entre la cinasa Lck y la cinasa PI3K.

2. Determinar la colocalizacion de la cinasa Lck y la cinasa PI3K

3. Analizar la presencia y el estado de activacion de la proteina Bcl-2.
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METODOLOGIA
MATERIAL BIOLOGICO

El material bioldgico consistid en las lineas celulares de carcinoma de cérvix
CALO e INBL y la linea de células T leucémicas Jurkat. Estas células
permanecen criopreservadas en la Unidad de Investigacion en Diferenciacion
Celular y Cancer de la FES Zaragoza UNAM.

Como fuente de la IL-2 se utilizd IL-2 recombinante (Sigma Chemical Co. USA)
(10,000Ul).

Las células CALO, INBL y Jurkat se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma
Chemical Co. U.S.A.) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB)
previamente desactivado (Hyclone U.S.A.), todos los cultivos se mantuvieron en
incubadora (Scientific, Division of Mallincrodt, Inc. U.S.A.) en un ambiente al 5%
de CO,, 37°C y humedad saturada.

EXTRACCION DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Se extrajeron 20ml de sangre periférica humana con una jeringa la cual contenia
heparina (anticoagulante), la sangre se agregé a un tubo coénico y se centrifugé a
1500rpm por 5 min, se retird el plasma sin llevarse las células. Se agregé RPMI
solo (la misma cantidad de plasma retirado), se llevo a centrifugar, este paso se
repitié 3 veces. Posteriormente, la sangre se agregd a unos tubos con ficoll (3ml
de ficoll por cada 5ml de sangre), se centrifugaron 30 min a 1500 rpm. Los
linfocitos se recolectaron y se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma Chemical
Co. U.S.A.) suplementado con 10% SFB previamente desactivado (Hyclone
U.S.A)) y 10U de la IL-2. Todos los cultivos se mantuvieron en incubadora
(Scientific, Division of Mallincrodt, Inc. U.S.A.) en un ambiente al 5% de CO,,

37°C de temperatura y humedad saturante.
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INMUNOPRECIPITACION DE LAS CINASAS Lck Y PI3K

Se sembraron 3 x 10° células por cada linea, se les adicioné medio RPMI al 0.5%
con SFB por 48 h. Una vez pasado este tiempo las células se incubaron con
medio soOlo por 15’; posteriormente fueron tratadas con la IL-2 recombinante
durante diferentes tiempos: 10, 20 y 30 min, se agregé 1mL de buffer de lisis, se
despegaron las células con gendarme, se coloco la solucion en tubos Eppendorf y
se incubo por 15 min en hielo. El lisado se centrifugo a una velocidad de 12000
rpm. durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente las proteinas fueron cuantificadas

por el método de Lowry (BioRad).
INCUBACION DE LAS ESFERAS DE AGAROSA

En tubos Eppendorf se colocaron 25uL de esferas de agarosa conjugadas con
proteina A (Gibco) y se lavaron 2 veces con buffer de lisis (500uL). Una vez
lavadas se agregaron 1.5uL de anticuerpo (Ab) especifico para la Lck o la PI3K
(Santa Cruz Biotecnology, USA), o para la proteina de interés, mas 40uL de buffer
de lisis y se incubd por 1 hora a 4°C con agitacion. Después de este tiempo, las
esferas con anticuerpo unido se lavaron y se incubaron con los lisados de células
expuestas a la IL-2, o células sin exponer como control negativo durante 3 h a 4°C
con agitacion constante. Una vez transcurrido ese tiempo, las esferas se lavaron
con buffer de lisis de 3-5 veces, y se agregaron 20uL de buffer de Laemmli a cada

tubo, se hirvieron por 5 min y se guardaron a —20°C.
ELECTROFORESIS (SDS-PAGE)

La electroforesis SDS-PAGE se realizoé de acuerdo al método de Laemmli, excepto
que la concentracion del gel concentrador fue de 4.5%. Las concentraciones
finales en el gel separador fueron de 0.375 M Tris-HCI (Sigma Chemical, Co.
U.S.A) (pH 8.9y 0.1% p/v de SDS, y la concentracién de acrilamida a usar fue de
10% p/v). Los geles se polimerizaron por la adicion de 0.05% p/v de persulfato de
amonio (Sigma Chemical, Co. U.S.A.) y tetrametiletileno-diamina (TEMED),

(Sigma Chemical, Co. U.S.A.) para el gel separador, 6 0.1% de cada catalizador
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en el gel concentrador. El buffer de corrida (pH 8.3) contenia 0.025 M de Tris y
0.192 M de glicina.

La electroforesis se realizé con un voltaje constante de 85V por 2 h en una camara
vertical (ATTO).

WESTERN-BLOT

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (segun el método de Kyhse- Andersen) en un aparato
de transferencia semiseca, a corriente constante de 125 mA durante 1.5 h
utilizando para este fin una solucién amortiguadora de transferencia (Tris 0.033M,
Glicina 0.5M, SDS 0.002M, Metanol 20%). La membrana de nitrocelulosa con las
proteinas inmovilizadas se bloqued con albumina bovina al 3% (p/v) en buffer TBS

durante toda la noche a 4°C.

Todas las membranas fueron incubadas con el anticuerpo anti-fosfotirosina
(1:1000), conjugado con peroxidasa durante 1.5 horas. Una vez transcurrido el
tiempo de la incubacion las membranas se lavaron 5 veces con TBS-Tween por 5
min cada una, y las proteinas se revelaron utilizando quimioluminiscencia (Pierce,
USA).

ELUCION DE ANTICUERPOS

Esta técnica se utiliza para probar anticuerpos diferentes sobre una misma
membrana, en este caso se utilizd para determinar la identidad de las proteinas
fosforiladas en tirosina. Se lavd la membrana 1 vez con TBS, se incubd con la
solucién acida de elucion (SDS y Glicina) durante 1 h a 70-80°C, se lavo 1 vez
con TBS-Tween por 15min con agitaciéon constante, se lavé 3 veces con TBS-

Tween por 5 min y se bloqued toda la noche con albumina de bovino (BSA) al 3%.

Una vez hecho, la membrana se incubd con otros anticuerpos. Los anticuerpos
utilizados fueron anti-Lck y anti-PI3K, la dilucién de estos anticuerpos fue de
1:1000, se incubaron por 2 h, se lavaron las membranas con TBS-Tween 5 veces

por 5min cada una. Estas membranas se incubaron con un anticuerpo secundario
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anti-conejo conjugado con HRP (Zymed) por 1 hora a una dilucién de 1:6000 en
TBS-Tween-BSA 1%. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, las
membranas se lavaron 5 veces con TBS-Tween por 5min. El revelado de las

proteinas se hizo por quimioluminiscencia.
TECNICA DE MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células CALO e INBL se cultivaron en porta objetos con medio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co. U.S.A.) suplementado con 0.5% de SFB durante 72 hrs. Las
células fueron estimuladas con 10U de la IL-2 a diferentes tiempos: 35 seg, 5y 15
min. Se lavaron 2 veces con PBS-SFB al 5%, se fijaron con paraformaldehido al
1% durante 10 min y se lavaron dos veces con PBS. Se permeabilizaron con triton

X-100 por 5 min en hielo a una concentracion del 2%.

Las células se bloguearon con PBS mas SFB al 5% durante 30 min, se lavaron
una vez con PBS y se incubaron con el anticuerpo primario (Ab) especifico para la
Lck (Santa Cruz Biotecnology, USA) por 1 h en una solucién de PBS-SFB al 3%
en hielo, se lavaron 2 veces con PBS, se agregd el anticuerpo secundario
conjugado con FITC (1:300) y se incubaron 30 min a 4°C; se lavaron con PBS-
SFB, enseguida se les agregd el segundo anticuerpo primario (Ab) especifico para
la PI3K (Santa Cruz Biotecnology, USA), se incubaron por 1 h a 4°C. Se agregé el
anticuerpo secundario Texas Red conjugado con estreptavidina (ZYMED) (1:300)
por 30 min a 4°C. Las células se lavaron dos veces con PBS, se montaron en
porta objetos de vidrio en el medio de montaje balsamo de Canada y se sellaron

con barniz.
EXTRACCION MITOCONDRIAL Y CITOPLASMATICA.

Se sembraron 1 x 10° células por cada linea (CALO, INBL y JURKAT), se les
adicion6 medio al 0.5% con SFB por 48 h. Una vez pasado este tiempo las células
se incubaron con medio sdélo por 15 min; posteriormente, se trataron con la IL-2
recombinante durante diferentes tiempos: 10, 20 y 30 min. Se agregé 1mL de
medio RPMI a las cajas con células, se cosecharon con gendarme y se pusieron

en un tubo Eppendorf, se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min, se lavaron con
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500ul de PBS, posteriormente se agregaron 300yl de buffer de Digitonina
(Digitonina y PBS 1X), se resuspendid y se incubo 5 min a 37°C, se centrifugd
durante 10 min a 4°C (5-10000rpm), el sobrenadante es el citosol. El boton se
resuspendié en 100ul de buffer mitocondrial (10mM de Tris, 150mMdeNaCl, 2mM
de EDTA, 0.2% de Triton X100,0.3%de NP40 y 0.3% de PMSF), se centrifugé a
12000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante es la fraccion mitocondrial.
Estas fracciones se separaron mediante SDS-PAGE vy la presencia de la Bcl-2 se

analizé mediante inmunoblot.
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RESULTADOS

Presencia de las cinasas Lck y PI3K en las lineas de carcinoma de cérvix
CALO e INBL.

En linfocitos normales, se ha demostrado que la cinasa Lck participa en la
activacion de sehnales anti-apoptéticas, por lo que es de nuestro interés analizar si
la cinasa Lck presente en las células CALO e INBL activa sefiales anti-apoptéticas
a través de la via de PI3K en respuesta a la IL-2. Para determinar la presencia de
Lck y PI3K y analizar su activacion en respuesta a la IL-2, realizamos la
inmunoprecipitacion de estas cinasas a partir de lisados totales, y posteriormente
se analizd mediante inmunoblot. Las células CALO e INBL fueron incubadas
durante 24 horas con la tirfostina AG-490 para inhibir a la cinasa JAK3, esto con la
finalidad de observar si en ausencia de esta cinasa se activa la via que involucra a
la cinasa Lck para inducir sefales anti-apoptéticas, tal como sucede en los

linfocitos normales.

Como control positivo se realizé un inmunoblot de lisados totales de linfocitos
extraidos de sangre periférica de donadores sanos, los cuales se cultivaron en
ausencia o en presencia de IL-2. En la figura 1A, en los linfocitos tratados con IL-
2 se observa un aumento en la fosforilacién de la cinasa Lck en comparacién con
los linfocitos que no fueron tratados, en los que se observa una fosforilacion basal
de la cinasa Lck. Para corroborar la presencia de la cinasa Lck se eluyeron los
anticuerpos anti-fosfotirosina y se realizo un inmunoblot anti-Lck. Se observa una
banda en el peso molecular de 56 kDa que corresponde a la cinasa Lck, también
se realizé un estudio densitométrico para corroborar que hay un aumento en la

fosforilacién cuando los linfocitos son tratados con la IL-2 (figura 1A).

Para analizar la interaccion de las cinasas Lck y PI3K se realizdé la co-
inmunoprecipitacion de ambas proteinas en las lineas de carcinoma de cérvix
CALO e INBL. Las células fueron incubadas en presencia de IL-2 durante
diferentes tiempos y se llevo cabo la inmunoprecipitacion de Lck o PI3K con

anticuerpos especificos para cada una de ellas.
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En la figura 1B se muestra la inmunoprecipitacion de la cinasa Lck a partir de
lisados totales de ambas lineas celulares. Para analizar la co-inmunoprecipitacion
se realizo el inmunoblot con anticuerpos especificos anti-PI3K, se observa una
proteina con un peso molecular de 85 kDa que corresponde al peso de la cinasa
PI3K

Posteriormente se llevd a cabo la elucion de anticuerpos en medio acido y la
misma membrana se incubo con el anticuerpo anti-Lck. En la figura 1C se muestra
un inmunoblot en donde se detectd la presencia de Lck, cuyo peso molecular es
de 56kDa, en ambas lineas celulares CALO e INBL. Se realizaron ensayos

densitometricos para corroborar los resultados en ambos experimentos.
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Figura 1. Interaccion entre las cinasas Lck y PI3K en las lineas celulares CALO e INBL. (A)
Se obtuvieron linfocitos de sangre periférica, se estimularon con 100 U/mL de la IL-2 y se
inmunoprecipitd la cinasa Lck. Las células CALO e INBL fueron tratadas con un inhibidor para la
JAK3 (AG490) durante 24 h. Posteriormente se trataron con IL-2 (10 U/mL) durante 35 segundos, 5
y 15 minutos. Se obtuvieron los lisados celulares, se inmunoprecipitdé Lck, las proteinas se
separaron mediante SDS-PAGE 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se llevo
a cabo un inmunoblot anti-PI3K (B). Posteriormente, los anticuerpos se eluyeron en medio acido y
se incubo nuevamente la membrana con anticuerpos anti-Lck (C). Las proteinas se visualizaron

mediante quimioluminiscencia. Se realizaron estudios densitometricos para ambas lineas celulares.
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Para corroborar la interaccion de las dos cinasas se llevd a cabo la
inmunoprecipitacion de la PI3K a partir de lisados de ambas lineas celulares
estimuladas con IL-2 y el inmunoblot con anticuerpos especificos anti-Lck. En la
figura 2A se observa una banda que corresponde al peso molecular de Lck (56
kDa) cuando se inmunoprecipita la PI3K. Ademas, se observa mayor cantidad de
la cinasa Lck en la linea celular INBL en comparacion con la linea celular CALO.
Para determinar la presencia de PI3K, los anticuerpos se eluyeron en medio acido
y se incubo nuevamente la membrana con el anticuerpo anti-PI3K, en la figura 2B
se muestra una banda en el peso molecular de 85 kDa que corresponde a la

cinasa PI3K.
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Figura 2. Interaccién entre las cinasas PI3K y Lck en las lineas celulares INBL y CALO. Las
células fueron tratadas con un inhibidor para la JAK3 (AG490) durante 24 h. Posteriormente se
trataron con la IL-2 (10U/ml) a diferentes tiempos (35 segundos, 5 y 15 minutos). Se obtuvieron los
lisados celulares, se inmunoprecipitaron con la PI3K, las proteinas se separaron mediante SDS-
PAGE 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se llevé a cabo un inmunoblot anti-
Lck (A). Posteriormente, los anticuerpos se eluyeron en medio acido y la membrana se incubd
nuevamente con anticuerpos anti-PI3K (B). Las proteinas se visualizaron mediante

quimioluminiscencia. Se realizaron estudios densitometricos para ambas lineas celulares.



fveﬁ'n %we& f&camz'/fa ﬁef/o

Co- localizacién de las cinasas Lck y PISK en lineas de carcinoma de cérvix.

Con la finalidad de corroborar la interaccidn entre las cinasas PI3K y Lck se
realizaron ensayos de co-localizacién por medio de microscopia confocal. En la
Figura 3 se observa una micrografia de células CALO que fueron tratadas y no
tratadas con la IL-2 durante 15 minutos, las imagenes 1A, 2A, 1B y 2B muestran
tincién citoplasmatica para Lck y para PI3K. En las imagenes 1C y 2C se muestra
el contraste de fases de la poblacidon de células CALO con y sin tratamiento de la
IL-2. Cuando se hace la sobreposicion de imagenes para corroborar la co-
localizacion de las cinasas Lck y PI3K se observa un aumento en la fluorescencia
de ambas cinasas (1D) comparandolo con las células CALO que no recibieron

tratamiento con la IL-2, figura 2D.

En la figura 4 se observa una micrografia de células INBL que fueron tratadas y
no tratadas con IL-2 durante 15 minutos, se visualizd tincidn citoplasmaticas de
ambas cinasas en las imagenes 1A, 2A, 1B y 2B. También se muestra el
contraste de fases de las células INBL (1C y 2C). En las figura 1D y 2D
observamos que hay un aumento en la fluorescencia de las cinasas Lck y PI3K
en células INBL que fueron tratadas con la IL-2, comparandolas con las células

INBL que no fueron tratadas.

Con los datos obtenidos podemos sefalar que existe co-localizacion de las
cinasas Lck y PI3K en células CALO e INBL, también observamos que existe un

aumento en la fluorescencia de las células que se trataron con IL-2.

36



fveﬁ'n %we& fscami/fa ﬁef/o

Figura 3. Co-locallzacion de l&s cinasas PI3K y Lck en la linea celular CALO sin tratamento
(1A, 1B,1C y 1D) y con tratamento (2A,2B,2C y 2D) de IL-2. (1A-2A) Tincién con el anticuerpo
anti-PI3K y secundario conjugado con Texas red. (1B-2B) Tincién con el anticuerpo anti-Lck y
secundario conjugado con FITC. (1C-2C) Contraste de fases. Se observa la poblaciéon de células
CALO sin tratamiento y con tratamiento de la IL-2. (1D-2D) Sobreposicion de imagenes para

determinar co-localizacion.
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Figura 4.Colocalizacion de las cinasas PI3K y Lck de la linea celular INBL con tratamiento
(1A,1B,1Cy 1D) y sin tratamiento (2A,2B,2C y 2D) de la IL-2 (1A-2A).Objetivo 60x. Tincion con
el anticuerpo anti-PI3K y secundario conjugado con Texas red. (1B-2B) Tincién con el anticuerpo
anti-Lck y secundario conjugado con FITC. (1C-2C) Contraste de fases. Se observa la poblacion de

células INBL con la IL-2. (1D-2D) Sobreposicion de imagenes para determinar co-localizacion.
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Efecto de la camptotecina sobre la fosforilacién de la Lck.

Para analizar el efecto de la camptotecina, un agente inductor de apoptosis, sobre
la fosforilacion de la Lck, las células CALO e INBL se incubaron en presencia de
5ug de camptotecina por 24 h. Se obtuvieron los lisados celulares y se separaron
mediante SDS-PAGE y se analiz6 la presencia de la Lck fosforilada. En la figura
5A se muestra el inmunoblot anti-Lck en donde se observa la presencia de una
banda con peso molecular de 56 kDa que corresponde a la Lck. En el blot anti-PY

no se detectd la banda de la cinasa Lck, figura 5B.

A INBL CALO
C+ C+

. Lck
antick [N scio:

INBL CALO
B C+ C+

L.
Anti-PY R T

b

Figura 5. Efecto de un agente inductor de apoptosis sobre la fosforilacién de la Lck en
células CALO e INBL. Se obtuvieron lisados totales de las lineas celulares CALO e INBL tratadas
durante 24 hrs con camptotecina (C+). Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE al 10%,
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se realiz6 un inmunoblot anti-Lck (A) y un

inmunoblot anti-fosfotirosina (B); las proteinas se visualizaron mediante quimioluminiscencia.
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Presencia de la Bcl-2 en las células CALO e INBL.

Se analizé la presencia de la Bcl-2 en fracciones mitocondriales de las lineas de
carcinoma de cérvix CALO e INBL, las cuales fueron incubadas en presencia o
ausencia de 10 U/ml de la IL-2 a diferentes tiempos. También utilizamos la linea
celular JURKAT que son linfocitos T extraidos de sangre periférica de un paciente
con leucemia linfoide aguda. Esta linea celular se utiliz6 como control positivo para
Bcl-2.

En la figura 6 podemos observar la inmunodeteccion de la Bcl-2 de lisados
celulares de las lineas CALO, INBL y JURKAT. En el inmunoblot anti-Bcl-2 se
detect6 una banda con peso molecular aparente de 29 kDa que corresponde al
peso molecular de la proteina Bcl-2. También podemos sefalar que
aparentemente hay un aumento de la proteina Bcl-2 cuando las células son

tratadas con la IL-2 en ambas lineas celulares.

Blot a Bcl-2
INBL CALO

IL-2 IL-2

15M 5M 358 c 15M 5M 35M C c

Figura 6. Inmunodeteccion de la Bcl-2 en fracciones mitocondriales obtenidas a partir de
lisados totales de las lineas celulares CALO, INBL y JURKAT. Las células fueron tratadas con

la IL-2 a diferentes tiempos: Control, 35 segundos, 5y 15 minutos.
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Determinacion de la presencia de la Bcl2, en las lineas celulares CALO, INBL

y JURKAT tratadas con la IL-2 a dos concentraciones 100U/ml y 10U/ml.

Debido a que en nuestro laboratorio se ha demostrado que 100 U/ml de IL-2
inducen una inhibicion de la proliferacién celular y que posiblemente se activan
mecanismos de muerte celular, las células CALO, INBL y JURKAT fueron tratadas
con 10U/ml y 100 U/ml de IL-2, para analizar si esa inhibicion de la proliferacion
podria deberse a una induccién de apoptosis en las células tumorales. Todas las
células fueron tratadas con el inhibidor AG-490 para la JAK3 durante 24 h. En la
figura 7 se muestra la imunodeteccién de la Bcl2 en las lineas celulares INBL y
JURKAT. Las células INBL fueron estimuladas con 10U/ml y 100 U/ml de IL-2
durante 35S, 5M y 15M. Se utiliz6 la linea celular JURKAT como control positivo
para determinar la presencia de la Bcl2. Las células JURKAT fueron tratadas
durante 15 min con la IL-2 (100U/ml). En las células INBL se observa una banda
que corresponde al peso molecular de la Bcl-2 (29 kDa), que disminuye después
de 5 minutos en las células tratadas con 100 U/ml de IL-2 en comparacion con la
proteina que se mantiene constante cuando las células son tratadas con 10 U/ml
de IL-2. Se realizaron ensayos densitometricos para corroborar el aumento de Bcl-
2.
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Figura 7. Presencia de la Bcl-2 en fracciones mitocondriales de las lineas celulares INBL y
JURKAT. Las células INBL se trataron con la IL-2 (10y 100 U7ml) a diferentes tiempos: 35
segundos, 5 y 15 minutos. Las células JURKAT se trataron con 100 U/ml de la IL-2 durante 15
minutos. Se obtuvieron lisados celulares y se separd la fraccidbn mitocondrial, las proteinas
mitocondriales se separaron mediante SDS-PAGE al 15% y posteriormente fueron transferidas a
membrana de nitrocelulosa. Se realizé un Western Blot para la Bcl-2 y las proteinas se visualizaron

mediante quimioluminiscencia. Posteriormente se realizaron estudios densitometricos.

En la figura 8 se muestra la inmunodeteccion de la Bcl-2 en lisados celulares de
las lineas JURKAT (control positivo) y CALO tratadas con la IL-2 por 35S, 5 My 15
M. Se observa una banda con el peso molecular aparente de 29 kDa que
corresponde al peso esperado de la proteina Bcl-2. En las células CALO se
observa la presencia de la proteina que se mantiene constante cuando las células
son tratadas con 10 U/ml de IL-2 y disminuye después de 5 min en las células
tratadas con 100 U/ml de U/ml de IL-2.
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Figura 8. Presencia de la Bcl-2 en fracciones mitocondriales de las lineas celulares CALO y
JURKAT. Las células CALO fueron tratadas con la IL-2 (10 y 100U/ml) a diferentes tiempos: 35
segundos, 5 y 15 miutos. Las células JURKAT fueron tratadas con 100 U/ml de la IL-2 durante 15
minutos. Se obtuvieron las fracciones mitocondriales a partir de lisados celulares, se separaron
mediante SDS-PAGE al 15% y las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa.
Se realizd6 un inmunoblot para la Bcl-2 y las proteinas se Vvisualizaron mediante

quimioluminiscencia. Se realizaron estudios densitometricos.
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DISCUSION

Se ha demostrado que la IL-2 recombinante (IL-2r) ofrece beneficios importantes
para el tratamiento del cancer, particularmente en células de carcinoma renal,
CaCu y melanoma maligno. La IL-2 lleva a cabo su efecto cuando interactua con
su receptor, el cual esta formado por tres subunidades alfa (a), beta (B) y gamma
(y) (33). Nuestro equipo de trabajo ha demostrado que las lineas celulares de
CaCu, CALO e INBL, que son tratadas con la IL-2 expresan las tres subunidades
del receptor. También se ha demostrado que la cinasa Lck esta presente en estas
lineas celulares tumorales y que se asocia con la cadena beta del receptor para la
IL-2 y con la STAT-5. Los resultados obtenidos en el presente estudio nos
permiten sugerir que la cinasa Lck, que esta presente en las lineas de CaCu
CALO e INBL, interacciona con la cinasa PI3K. Para ello se realizé una
inmunoprecipitacion de la cinasa Lck y posteriormente se revelé con anticuerpos
contra la PI3K. En el blot se observé una banda con el peso molecular de 85 kDa,
que corresponde a la cinasa PI3K. Posteriormente, se inmunoprecipité la cinasa
PI3K y se revel6 con anticuerpos contra la Lck, detectando una banda de 56 kDa.
Estos resultados nos sugieren que la cinasa Lck se asocia con la cinasa PI3K, lo
cual concuerda con las investigaciones realizadas por Ellery et al (2000), en donde
se ha demostrado que en linfocitos normales estimulados con la IL-2 la cinasa
PI3K puede ser activada por la Lck. Esta asociacion puede ser mediada a través
de los dominios SH3 de la cinasa Lck y los sitios de unidén ricos en prolina de la
subunidad p85 de la cinasa PI3K. En estudios posteriores se ha demostrado que
la cinasa Lck se asocia con la cadena beta del receptor de la IL-2 y se activa de
manera independiente de las JAKs, ademas es capaz de activar a la STAT5 para

inducir sefiales anti-apoptoticas (33).

Se ha propuesto que en ausencia de la actividad de la cinasa JAK3, Lck se activa
parcialmente por la desfosforilaciéon del residuo Y-505 por un factor asociado con
el dominio PROX (region proximal de la membrana) de la subunidad gamma del
receptor para la IL-2. Para que la cinasa Lck alcance su actividad maxima, el

residuo de tirosina Y-505 debe ser desfosforilado para permitir el acceso al sitio

44



fveﬁ'n %we& f&camz'/fa Eef/o

catalitico, y el residuo Y-394 debe ser fosforilado para mejorar la actividad de la
cinasa. Otra cinasa asociada con el IL-2R, podria fosforilar el residuo Y-394
(15,39). Con la disminucion de los niveles de la JAKS3, la sefializacién por el
receptor IL-2R cambia hacia la activacion de la PI3K independiente de la JAK3 y
mediado por Lck. Se propone que una fosfatasa asociada con el dominio PROX
de la subunidad y del IL-2R promueve la actividad cinasa de Lck mediando la
desfosforilacion del residuo inhibidor de tirosina en el carboxilo terminal. Una vez
desfosforilada, Lck aumenta su actividad de cinasa y es capaz de fosforilar a la
PI3K que se asocia con la subunidad B del IL-2R, a un nivel suficiente para inducir
sefales anti-apoptéticas (15). Una sefal derivada del dominio PROX de la
subunidad y conduce a la activacion de la Lck. Este es probablemente un
mecanismo importante a largo plazo para la sobrevivencia de células inmunes en
la periferia que puede proveer de “memoria” contra un nuevo desafio antigénico
(39). Con base en estos antecedentes, nosotros decidimos tratar a las células
CALO e INBL con un inhibidor de la JAK3, los resultados muestran que existe una
interaccion entre la cinasa Lck y la cinasa PI3K por ensayos de co-
inmunoprecipitacion y por co-localizacion por microscopia confocal. Estos
resultados nos permiten sugerir que la interaccion entre las cinasa podria inducir
una via de sobreviencia. Es importante mencionar que las células CALO y INBL
fueron tratadas con IL-2 para activar vias de sefalizacion en donde participan las
cinasas Lck y PI3K. Estas cinasas participan en las vias de sefalizacion de
sobrevivencia; en estudios anteriores se ha reportado que la IL-2 es un poderoso
factor de crecimiento de células T, cuando la IL-2 se une a su receptor,
desencadena muchas de las vias que participan en el crecimiento, diferenciacion,

proliferacion y supervivencia celular (36).

Nuestro resultados también mostraron que aparentemente hay una mayor
expresion de las bandas que corresponden a las cinasas PI3K y Lck en la linea
celular INBL en comparacion con las células CALO, lo que probablemente puede
deberse a INBL se encuentra en un estadio de transformacion mas avanzado. En
las células tratadas con la IL-2 observamos que existe un aumento en la co-

localizacion de las cinasas Lck y PI3K que se encuentran en el citoplasma cerca
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de la membrana plasmatica. Los datos obtenidos de la inmunoprecipitacion y co-
localizacion de las cinasas Lck y PI3K nos indican que probablemente ambas
cinasas estan asociadas formando un complejo. Existen evidencias de proteinas
que forman complejos con Lck, algunas de ellas son la PI3K, la ZAP-70 y la
subunidad beta del receptor de la IL-2, entre otras (30). Probablemente una mayor
expresion de estas proteinas podria conferirle mayor sobrevivencia a las células

metastasicas, como el caso de la linea INBL.

Ademas, se analizd la presencia de la Bcl-2 en estas lineas celulares para
entender los mecanismos anti-apoptéticos que estan utilizando cuando son
expuestas a la IL-2 a diferentes concentraciones 10 y 100U/ml. En linfocitos T se
ha encontrado que las cinasas Lck y PI3K participan en las vias de sefalizacion
que tienen que ver con la sobrevivencia celular activando proteinas anti-
apoptéticas como Bcl-2, (33). En los blots se observaron bandas con el peso

molecular de 29 kDa que corresponden al peso de la Bcl-2.

Nuestro grupo de trabajo ha observado que las células CALO e INBL que son
tratadas con una concentracion de 10U/ml de la IL-2 proliferan; por el contrario,
cuando las células son tratadas con 100 U/ml se detiene su crecimiento (Valle
Mendiola, datos no publicados). Nosotros observamos que cuando las células
CALO e INBL son tratadas con 10U/ml de la IL-2, se logra detectar un aumento en
las bandas que corresponden al peso molecular de la Bcl-2, en comparacion con
las que son tratadas con 100U/ml, donde hay una disminucién aparente de la
proteina. Esto se debe probablemente a que las células que son tratadas con 100
U/ml de la IL-2 se detienen en alguna fase del ciclo celular o que entren en

apoptosis.

Los miembros de la familia de la Bcl-2 son proteinas anti-apoptéticas que protegen
a muchas células de la muerte celular programada (apoptosis). Wong et al (2008)
han reportado que hay una sobre expresion de la Bcl-2 en enfermedades malignas

tales como leucemias, linfomas, tumores pancreaticos y de mama.
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También, analizamos el efecto de la camptotecina, un agente inductor de la
apoptosis, sobre la fosforilacion de Lck en las lineas celulares CALO e INBL,;
encontramos que la cinasa Lck no se fosforila y no observamos la presencia de la
proteina Bcl-2 en los inmunoblots anti-Bcl-2. Estos resultados sugieren que la

cinasa Lck podria estar participando en la activacion de vias anti-apoptoticas.

Con base en nuestros resultados nosotros podemos suponer que en las células
CALO e INBL el tratamiento con 10 U/ml de IL-2 induce la interaccion entre la
cinasa Lck y la cinasa PI3K, lo que trae como consecuencia que se mantenga
estable la presencia de proteinas como la Bcl-2, que son mediadores involucrados
en la sobrevivencia celular tal y como se ha observado en linfocitos normales. Las
rutas de sefalizacion de la IL-2 que inducen diversas respuestas celulares son
sumamente complejas y no han sido totalmente aclaradas. En las células
tumorales, los resultados aqui presentados contribuyen a esclarecer como es que
las células tumorales activan mecanismos que les permiten sobrevivir

manteniendo asi el proceso continuo de proliferacion y crecimiento de un tumor.
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CONCLUSIONES

La cinasa Lck presente en las células CALO e INBL interactua con la
cinasa PI3K.

Bcl-2 esta presente en las células CALO e INBL y se modifica en

respuesta al tratamiento con IL-2.
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PERSPECTIVAS

» Realizar ensayos densitométricos para los Blots a Bcl-2

» Utilizar inhibidores para las cinasas LCK y PI3K.

> Realizar ensayos de apoptosis en las lineas celulares CALO e INBL en
presencia de IL-2 a 100U/mL.
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ANEXOS
Preparaciéon de Sustancias
A) Gel Separador
1) 3.33 ml de acrilamida con Bis-acrilamida
2) 1.25mlde TRIS a pH 8.8
3) 100ul de SDS al 10%
4) 500 pl de Persulfato de Amonio a 1.5%
5) 4.8 ml de agua
6) 15 yl de TEMED
B) Gel Concentrador
1) 625 ul de acrilamida y Bis-acrilamida
2) 1.25mlde TRISapH 6.8
3) 250 pl Persulfato de Amonio a 1.5%
4) 2.8 ml de agua

5) 7.6 pl de TEMED
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C) Buffer de Transferencia
1) 3.02 grs. de TRIS
2) 14 .4 grs. Glicina
3) 0.5 grs. de SDS
4) 800 ml de agua y se ajusta a pH 8.3

5) 200ml de Metanol

D) Buffer de Corrida para Electroforesis a 5X
1) 5 grs. de SDS
2) 72 grs. de Glicina
3) 15.15 grs. de Tris

4) 1000ml de Agua y se ajusta a pH 8.3

E) Buffer de Lisis
Preparacion para 50 ml.
1) 500 pl de Triton al 1%
2) 500 pl de PMSF (0.1 M)
3) 50 ul de Ortovanadato de Sodio
4) 100 yl de EDTA0.5M
5) 1.5 ml de Na Cl a 5M

6) 3mlde NaF a0.5M
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7) Pirofosfato de Sodio a 1M

8) 500 ulde TRISa 1My pH 7.5

F) Buffer de Elusion
1) 2.5 grs. de SDS
2) 3.75 grs. de Glicina
3) 500 ml de agua

4) Se ajustaapH 2.5

G) TBS-Tween
1) 20 ml de TRIS
2) 30 ml de Na ClI

3) 1000 ml de agua

H) Verseno
1) 0.2 grs. de EDTA
2) 3.04 grs. de TRIS
3) 8 grs. NaCl
4) 0.4 grs.KClapH 7.7

5) Para 1000 ml
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) Buffer de Mitocondria
1) 0.1 mlde TRIS a 10mM
2) 0.3 ml de NaCl a 50mM
3) 40 yl de EDTA a 2mM
4) 20 pyl de TRITON a 0.2%
5) 30 pl de de NP40 a 0.3%
6) 30 pl de PMSF a 0.3mM

Para preparar 10 mi

J) Buffer de Digitonina

1) PBS 1X

2) 10 ug/ ml de Digitonina
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