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ABREVIATURAS

AGC: Células Glandulares Atipicas, término usado en el sistema de clasificacién Bethesda
AIS: Adenocarcinoma Endocervical in Situ, término usado en el sistema de clasificacién
Bethesda

AP-1: Factor de transcripcion genético, implicado en diversos procesos celulares como:
Diferenciacion, Proliferacion y Apoptosis.

APOZ2-L: Nombre con el que también se le conoce a TRAIL-L

ASC: Células Escamosas Atipicas, término usado en el sistema de clasificacién Bethesda
ASC-H: Células Escamosas Atipicas de Alto grado, término usado en el sistema de
clasificacion Bethesda

ASC-US: Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado, término usado en el
sistema de clasificacion Bethesda

ATF-2: Factor Activador de la Transcripcion 2; Factor de Transcripcion, que forma
homodimeros y homotrimeros con c-jJun

BiDt: Proteina Pro-Apoptotica de la sub familia BH3 que favorece la activacién de BAX y
BAK, otros miembros Pro-Apoptéticos

BAX: Proteina citoplasmatica Pro-Apoptoética que se inserta en la membrana externa
mitocondrial, para formar poros y desregular la misma

BAK: Proteina que promueve la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial,
para la liberacién de mas factores Pro-Apoptéticos como Citocromo C

C-FLIP: Proteina inhibidora del proceso Apoptotico al impedir estéricamente a la proteina
adaptadora FADD

c-Jun: Proteina cuya activacion se produce a través de la ruta JNK y que junto con c-Fos
conforman al factor de transcripcion AP-1

C-kit: También conocido como CD117, es un receptor de superficie que tras su
activacion por su ligando, fosforila y activa moléculas de transduccion de sefiales que
propagan sefales de supervivencia celular, proliferacion y diferenciacion.

CaCuU: carcinoma de Cérvix y de Cuello Uterino

CARD: Dominio de Reclutamiento y Activacion de Caspasas

CD4+: Marcador por excelencia de Linfocitos T colaboradores, éste participa en la
adhesion de los linfocitos T a sus células diana, esta implicado también en la maduracion
de éstos en el timo al transmitir sefales intracelulares para la formacién de los Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA) del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase Il
CD8+: Marcador por excelencia de Linfocitos T citoliticos o citotéxicos, participa como
co-receptor en la estabilizacion de la adhesion a moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) clase |, Implicada también en la maduracién timica de
linfocitos T y en la transmision de sefiales intracelulares durante la activacion de los
Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA)

CrmA: Citocina de Respuesta Modificadora-A. Es una Serpina viral, una toxina producida
por el virus de la viruela en vacas que bloquea la apoptosis mediante la unién a proteasas
en su forma activa, evitando de este modo la activacion de Caspasas efectoras

DCC: carcinoma Color Rectal

DD: Dominio de Muerte

DED: Dominio Efector de Muerte

DISC: Complejo de Sefalizacién Inductor de Muerte

DNA: Acido Desoxirribonucleico




DR: Receptores de Muerte

DR3: Receptor de Muerte miembro 3

DR4: Nombre con el que también se le conoce a TRAIL-R1

DR5: Nombre con el que también se le conoce a TRAIL-R2

DRG6 Receptor de Muerte miembro 6

E2F: Factor de Transcripcion que activa los genes necesarios para entrar en la fase S (de
sintesis del DNA)

EDA-R: Receptor de Displasia Ectodérmica; Miembro de la superfamilia del receptor del
Factor de Necrosis Tumoral (TNF-R1) que pueden inducir la apoptosis

EE. UU.: Estados Unidos de América

FADD: Dominio de Muerte Asociado al Receptor FAS; Es una proteina adaptadora que se
asocia al FAS-R y otros receptores de muerte, activando a la Caspasa -8 a través de su DD
para formar el Complejo de Sefalizacién Inductor de Muerte (DISC) durante la Apoptosis
FAS-L: Ligando del FAS-R

FAS-R: Es un receptor de muerte (DR) de superficie en las células que conduce a la
Apoptosis tras su activacién por FAS-L

FitC: Isotiocianato de fluoresceina o fluoresceina-5-isotiocianato;(Fluorescein
IsoTioCyanate). Es una molécula que pertenece al grupo de los colorantes de xanteno
derivados de la fluoresceina. Los fluorocromos son moléculas capaces de emitir
fluorescencia al ser excitadas a ciertas longitudes de onda

Gl:La G, o fase de crecimiento 1, es la primera de las cuatro fases del ciclo celular que
tiene lugar en la division de células eucariotas. En esta parte de interfase, la célula crece
en tamano y sintetiza RNAm y proteinas para la preparacion de las etapas posteriores que
conducen a la mitosis. La fase G, termina cuando la célula se mueve en la fase S o de
duplicaciéon del material genético

G2: La G, o la fase Pre-Mitdtica, es la segunda y ultima interfase en el ciclo célula, ésta
precede dlrectamente a la mitosis. Su entrada desprende la conclusion con éxito de la fase
S, durante la cual el DNA de la célula se replica. La fase G, termina con el comienzo de la
profase, la primera fase de la mitosis en la que la cromatina celular se condensa en
cromosomas

Hrs/H: Horas

IAP’s: Inhibidores de la Apoptosis; Son una familia de proteinas funcionales durante toda
la vida de la célula, sirven como inhibidores endégenos de la Apoptosis. La familia IAP
humana se compone de 8 miembros: AP, Cp-IAP, Op-IAP, XIAP, c-IAPL, C-IAP2, NAIP,
Viviendo y Survivin

IKK (IKKT1): Es una proteina cinasa que en los humanos se codifica por el gen CHUK.

IKK es parte del complejo cinasa IkB que juega un papel importante en la regulacion del
factor de transcripcion NF-KB. Sin embargo, IKK tiene muchas dianas celulares adicionales
y se cree que funciona independientemente de la ruta de NF-KB para regulacion y
diferenciacion epidérmica

IKKB (IKK2): Esta proteina es parte de la via de sefalizacién del factor de transcripcion
NF-KB. Forma el complejo IxBa, formado por IKK1 e IKKB que mantienen inactivo al NF-K
mediante el enmascaramiento de sefiales de localizacion nuclear. IKK1, especificamente,
fosforila la proteina inhibidora IKKPB. Esta fosforilacion resulta en la disociacion de IKKB de
NF-KB, que es ahora migra libremente al nlcleo y activa la expresiéon de al menos 150
genes, algunos de los cuales son Anti-Apoptoticos

IKKy (NEMO):Proteina conocida por ser la que activa en su totalidad a NF-KB resultando
en la activacion de genes implicados en la inflamacioén, la inmunidad, la supervivencia
celular y otras muchas vias aun no dilucidadas
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IL-2: Interleucina 2
INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

JNK: Familia de proteinas con actividad cinasa activadas por mitégenos (MAPK),
responden a estimulos de estrés, como citocinas, radiacién UV, choque térmico y choque
osmotico. Se encuentran implicadas en el proceso de diferenciacion de los linfocitos T,
como en procesos de Apoptosis, neurodegeneracion, diferenciacién y proliferacion
celular, procesos inflamatorios y produccion de diversas citocinas. En su mayoria estos
procesos son mediados por el factor de transcripcion AP-1, ha demostrado estar implicada
en la regulacién de la proteina c-Jun mediante fosforilacion

JNKK (JNK Quinasa): Junto con JNKK2, las JNKs modifican mediante fosforilacién la
actividad de numerosas proteinas que residen en la mitocondria o en el nicleo, con lo que
regula diversas e importantes funciones celulares de Apoptosis, heurodegeneracion,
diferenciacion y proliferacion celular, procesos inflamatorios y produccion de diversas
citocinas

KDa: Kilo Dalton.Es una unidad de masa, especialmente usada en la medida de masas
atomicas y moleculares. Esta definida como la doceava parte (1/12) de la masa de un
atomo neutro y no enlazado de Carbono-12 en su estado fundamental eléctrico y nuclear
y su valor recomendado es de 73 x 10™% kg

LAK Actividad: Nombre con el que se le conoce a las células NK activadas por
Interleucina 2 (IL-2) de forma artificial en laboratorio, de exhibir una capacidad citolitica
aumentada. También se les denomina Linfocitos agresores activados por Linfocina.

LPC: Lisofosfatidilcolina; Esta presente como un fosfolipido menor en la membrana
celular y en el plasma sanguineo

LSIL: Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo grado

LTa: Nombre con el que también se le conoce al TNF-p

MAPK: (Proteina Activada por Mitdgenos) En realidad es una ruta de transduccion de
sefal en células de eucariotas, principalmente iniciada por receptores tirosin cinasa asi
como la mayoria de receptores de citocinas. En términos globales, la sefial se transporta
mediante GRB2, de Sos a Ras. Esta Ras, ya activada, estimulara a tres proteinas cinasas
gue actuaran de forma secuencial y que culminaran con la activacion de la MAP Cinasa
(también denominada como ERK), que es capaz de traslocarse al nicleo para regular las
transcripciones y modulaciones de la expresiéon de distintos genes que modificaran la
actividad de proteinas. incluyendo factores de transcripcion

MCP: Muerte Celular Programada

MEKKT: Proteina Activada por Mitdgeno/ERK Quinasa-1; Proteina que ejerce un papel
fundamental en la red de enzimas que fosforilan integrando respuestas celulares de un
cierto numero de estimulos mitogénicos y metabélicos, incluyendo, por ejemplo, la
insulina y factores de crecimiento. Presente en la ruta MAPK

MKK 1-4: Proteinas cinasa activadoras directas de las MAPK en respuesta a diversas
situaciones de estrés ambientales o estimulos mitogénicos

mL: Mililitro; El mililitro es una unidad de volumen equivalente a la milésima parte de un
litro. También equivale a 1 centimetro clbico (1 cm?)

MORT-1: Adaptador citoplasmatico de la proteina adaptadora FADD, juntas forman el
complejo FADD/MORTT1, capaz de iniciar con el reclutamiento de Caspasa -8 y la
formacion del DISC

MTNF-a: Nombre con el que también se le conoce al TNF-a

NCCD: Comité de Nomenclatura en Muerte Celular

NF-kp: Es un complejo proteico que controla la transcripcién del DNA. NF-KB se
encuentra en la mayoria de tipos de células animales y esta implicado en la respuesta
celular frente a estimulos como estrés, citocinas, radiacion UV y antigenos bacterianos o
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virales. La regulacion defectuosa del NF-kB esta relacionada con el cancer, enfermedades
inflamatorias y autoinmunes

NGF-R: Receptor del Factor de Crecimiento Nervioso; Es una proteina transmembrana
miembro de los DR y de la subfamilia del TNF-R. Es de los miembros menos estudiados
de la familia con potencial inductor de Apoptosis

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical, puede existir de tres niveles I, Il y Il

NIK: Proteina Cinasa de NF-kB; Es la primera Proteina Cinasa involucrada en la ruta de
activacion del factor de transcripcién NF-kp, ésta se cree fosforila a una proteina IKK
citoplasmatica, la cual fosforilara al complejo IxkBa

NK Célula: Natural Killer Cell; Son un tipo de célula citolitica linfocitaria perteneciente al
sistema inmunitario. También se las conoce como células nulas. Morfolégicamente son
practicamente indistinguibles a los linfocitos grandes excepto por los granulos que
contienen. También se les llama tercera poblacidon, ya que cuando se conocieron bien los
linfocitos T y B por marcadores, las células NK no acoplaban estos marcadores (ni CD4+ ni
CD8+)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

P53: Proteina esencial para inducir una respuesta de la célula ante el dafio del DNA,
deteniendo el ciclo celular en caso de mutacién. El gen p53 es un gen supresor tumoral
que desempefa un papel importante en apoptosis y control del ciclo celular. Un p53
defectuoso podria permitir que las células anormales proliferen dando por resultado
cancer (alrededor de un 50 % de todos los tumores humanos contienen mutaciones en
p53)

P55: Nombre con el que se le conoce a la cadena « del receptor de IL-2 (RIL-2)

P64: Nombre con el que se le conoce a la cadena y del receptor de IL-2 (RIL-2)

P70: Nombre con el que se le conoce a la cadena B del receptor de IL-2 (RIL-2)

PBS: Solucion Buffer de Fosfatos

PH: Potencial de Hidrogeno; Es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. El
pH indica la concentracién de iones hidronio [H3O] presentes en determinadas sustancias
PLAD: Dominio de Ensamblaje Pre-Ligando; Fendmeno de auto asociamiento que
implican la formacién de un dominio funcional por separado y distinto al montaje del
receptor de unién al ligando

PS: Fosfatidilserina; Fosfolipido que usualmente se mantiene en la monocapa lipidica
interior, en el lado citoplasmatico, de las membranas celulares gracias a una enzima
Ilamada flipasa. Cuando una célula sufre Apoptosis, la Fosfatidilserina ya no se limita a la
parte citoplasmatica de la membrana, sino también queda expuesta a la superficie de la
célula

RAIDD: RIP asociada por ICH-1 a proteina CED-3 homéloga con Dominio de Muerte

Rb: Retinolastoma

RIL-2: Receptor de Interleucina 2

RIP: Proteina de Interaccion con el Receptor

RNAmM: Acido Ribonucleico mensajero

SFB: Suero Fetal Bovino

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute Medium var. 1640. Contiene 2mM de L-

glutamina, HEPES 10mM, piruvato de sodio 1 mM, 4,500 mg de glucosa /Ly 1500 mg
bicarbonato / L

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SODD: Silenciadora de Dominios de Muerte; Proteina reclutada en la parte citoplasmatica
del TNF-R1 capaz de evitar el reclutamiento de TRADD vy asi evitar el proceso de muerte
STNF-a: Forma soluble del TNF-a




TACE: Enzima metaloproteasa convertidora de TNF-a a STNF- «

TH1: Sub-Poblacién linfocitaria altamente efectiva en la eliminacion de patégenos
intracelulares. La IL-12 promueve la transformacion desde linfocitos quiescentes a este
tipo de Sub-Poblacion

TNF-R1: Es un receptor de muerte (DR) de superficie en las células que conduce a la
Apoptosis tras su activacién por TNF-a

TNF-a: Ligando del Receptor TNF-R1, unidad inmersa en la membrana
celular

TNF-B: Forma soluble del ligando de TNF-R derivada de células linfocitarias usado como
citocina, para sefalizacién autocrina o paracrina

TRADD: Dominio de muerte asociado a TNF-R1; Proteina que interactia con TNF-R1 o
TNF-R2 y media la Apoptosis o la sefializacion y activacion de NF-KB. Esta proteina se une
a la proteina TRAF-2 y reduce el reclutamiento de los inhibidores de la apoptosis, las
proteinas IAP’s, por lo tanto suprime a TRAF-2. Esta proteina también puede interactuar
con los receptores TRAIL-R2, FAS-R o con el complejo proteico adaptador FADD/MORT vy
estd implicado en la via de la muerte celular inducida por FAS-R

TRAF-2: Factor 2 de Asociacién a TNF-R1; Proteina miembro de la familia (TRAF). TRAF-2
se asocia y media la transduccion de sefnales de los miembros de la superfamilia de
receptores de TNF, especificamente con TNF-R1 y TNF-R2, donde forma complejos con
otras proteinas TRAF. Se requiere TRAF-2 para la activacién de TNF MAPK8/JNK y NF-kB. El
complejo de proteina formado por TRAF-2 y TRAF-1 interactiia con las IAP’s clAP1 y clAP2
y funciona como un mediador de las sefiales Anti-Apoptoéticas de receptores de TNF
TRAIL-L: Ligando de los Receptores TRAIL -R1, -R2, -R3 y -R4

TRAIL-R2: Es un receptor de muerte (DR) de superficie en las células que conduce a la
Apoptosis tras su activacién por TRAIL-L

TRIzol: Tiocianato de guanidinio fenol-cloroformo; Es una solucién quimica utilizada en
la extraccion de DNA/RNA/ Proteina

Ul: Unidad Internacional; Es una medida de la actividad enzimatica y catalitica.
Enzimaticamente se define como la cantidad de enzima que produce 1pmol de producto
por minuto. Cataliticamente es la cantidad de enzima que puede transformar 1mol de
sustrato por segundo

UNCS5A-D: Proteina transmembranal miembro de los Receptores de Netrina-1, segin
reportes este receptor, sin ser parte de la subfamilia del TNF, es capaz de inducir
Apoptosis en DCC

VPH: Virus del Papiloma Humano

RNAsas: Ribonucleasas; Son enzimas que cortan las secuencias de RNA para su
posterior degradacion

UV Radiacion: Radiacién electromagnética cuya longitud de onda esta comprendida
aproximadamente entre los 400 nm (4x10” m) y los 15 nm (1,5x10® m). Su nombre
proviene de que su rango empieza desde longitudes de onda mas cortas de lo que los
humanos identificamos, como el color violeta

Rx: Reaccion

RT: Retrotranscripcion

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

dNTP “s: (Desoxirribonucleétidos Trifosfato); Son cuatro dATP, dTTP, dCTP y dGTP,
llevan a cabo la sintesis de la nueva cadena de DNA emparejando los
Desoxirribonucleoétidos Trifosfato con los Desoxirribonucledtidos complementarios
correspondientes del DNA molde




cDNA: DNA complementario; Es una hebra de ADN que se constituye en secuencia
totalmente complementaria a la del una cadena a (se sintetiza a partir de una hebra
simple d un RNA mensajero (RNAm)

TBE: Tris borato y EDTA; Solucién buffer alta en electrolitos que facilitan la conduccién
eléctrica
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RESUMEN

El cancer de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
caracteriza por ser un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolado
de células, que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del
cuerpo. En el ano 2011, en México, segun el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), las 3 principales causas de muerte fueron
por: Enfermedades del corazén, diabetes mellitus y tumores malignos. En
este ultimo rubro INEGI reportdé que en el 2010 los tumores malignos que
mas afectaron a la poblacion femenina adulta de 20 anos o mas y que
fueron hospitalizadas por este diagnéstico fueron: Cancer de mama
(24.3%), Cancer cervicouterino (9.7%) y Cancer de colon (3.2%); en los
varones las estadisticas se concentron en torno al cancer de prostata
(7.9%), cancer bronquio-pulmonar (4.9%) y cancer de colon (4.6%).

Al respecto, nuestro grupo de trabajo ha centrado esfuerzos en el
entendimiento y en el desarrollo de terapias en torno al tratamiento del
Carcinoma de Cérvix y de Cuello Uterino (CaClU), estudiando el papel de la
Interleucina 2 (IL-2) y su efecto sobre lineas celulares de este tipo de
Carcinoma, prestando especial atencion en dos lineas provenientes de
pacientes mexicanas llamadas, CALO e INBL. Actualmente sabemos que
estas ultimas responden de manera diferencial ante estimulos de IL-2,
dependiendo de la concentraciéon utilizada, donde se ha visto que ante el
uso de 100 Ul/mL de IL-2 se inhibe la proliferacion y se provocan cambios
en la morfologia celular, tomando cierta similitud a la de células
apoptoticas (Ayala, 2005) y que a 10 Ul/mL de IL-2 se observa una
induccion a proliferacion. También se han identificado la presencia de dos
de las tres cadenas que conforman al receptor de IL-2 (RIL-2) (Alvarado,
1997). Estos resultados fueron reproducibles en cortes histoldégicos de
modelos animales inoculados con estas lineas (Rangel-Corona et al., 1998).

Basados en estas observaciones previas, desde hace anos se dio a la tarea
de esclarecer los mecanismos moleculares que participan en la inhibicidn
de la proliferacion de las lineas de CaCU; CALO e INBL, a las cuales se les
debe recalcar el hecho de que ambas son lineas celulares provenientes de
pacientes mexicanas y por lo tanto poseedoras de un genotipo
latinoamericano (Weiss-Steider et al., 1992).

Parte de los resultados obtenidos durante estos afos de investigacion
fueron las mediciones en el incremento de la transcripcion de genes
reflejado en el Acido Ribonucleico mensajero (RNAm) de madltiples
moléculas claves intermediarias en el proceso de muerte celular tipo
apoptotica como: Procaspasa -8 (Sierra, 2011), Procaspasa -3 (Torres,
2012) y BiDt (Masse, 201 3).
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Lo relevante de este estudio es que sugiere el modo por el cual la IL-2
inhibe la proliferacién, al regular la sintesis de RNAm de una serie de
proteinas transmembranales, ubicadas en la superficie celular, dicha
regulacién sensibilizaria a las células a detonar de forma extrinseca la
muerte celular de tipo apoptotica, ocasionando que en la parte
citoplasmatica del receptor se recluten diversas proteinas adaptadoras o
cople, que en consecuencia provocan la activacion de los cambios
bioquimicos, enzimoldgicos y morfoldgicos propios de la Apoptosis.

Por lo antes mencionado, en el presente estudio se evalu6 la participacion
de IL-2 en la regulacion de la expresion de RNAm de las proteinas
iniciadoras de la muerte celular tipo apoptética FAS-R (CD95, TNFRS6,
APO-1), TRAIL-R2 (CD262, TNFRSF10B, DR5) y TNF-R1 (CD120a, TNFR1-d2).
Asi como del Dominio de Muerte Asociado a FAS-R (FADD) en las lineas
CALO e INBL.

Nuestros resultados indican que existen cambios significativos en la
expresion del RNAm para los diferentes receptores de superficie celular, en
ambas lineas celulares ante la presencia de 100 Ul/mL de IL-2.

Dicha regulaciéon positiva de RNAm denota su mayor expresion en ambas
lineas celulares a las 48 Hrs de estimulo con IL-2 en FAS-R y TRAIL-R2; caso
totalmente contrario para TNF-R, el cual muestra su minima expresion al
mismo tiempo de 48 Hrs. Asi bien, los resultados para la sintesis de RNAm
de la proteina adaptadora con Dominio de Muerte Asociado al receptor FAS
(FADD) nos muestra el mismo patréon de regulacion positiva mostrado en
los receptores FAS-R y TRAIL-R2. Este aumento en la expresiéon de FADD
nos indicaria una aparente funcionalidad y la correcta actividad bioldgica
de los receptores transmembranales de muerte FAS-R y TRAIL-R2, ya que
FADD es de las primeras moléculas que interviene en la cascada de
senalizacion que induce a muerte a las células.

De forma igual y repetitiva durante los anos de este grupo de investigacion
se han detectado regulaciones de distintas moléculas y aspectos
apoptoticos; como el aumento en la proteina Citocromo C detectado
mediante microscopia confocal, la deteccion del fosfolipido Fosfatidilserina
(PS) en la capa lipidica externa de la membrana celular, mediante la
utilizacion del anticuerpo contra la molécula Anexina V/conjugado con el
fluorocromo FitC por citometria de flujo y la fragmentacién
oligonucleosomal del Acido Desoxirribonucleico (DNA) por la técnica de
escalera de muerte (Del Rio-Ortiz, 201 3).
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1. MARCO TEORICO

1.1 INTERLEUCINA 2 (IL-2)

La IL-2 es una proteina descubierta en 1976 en los laboratorios del
Instituto Nacional del Cancer de EE. UU. Se describio inicialmente como un
factor de crecimiento en células T y fue hasta el Segundo Taller
Internacional de Linfocinas en Suiza en el ano de 1979 que se le nombra
como IL-2, nombre con el que actualmente se le conoce (Morgan et al.,
1976). Es producida principalmente por una sub-poblacion de linfocitos T
conocida como células TH1 (Smith, 1988). Tras la activacion de los
linfocitos T, se puede detectar secrecion de IL-2 durante las primeras 4-8
horas, alcanzando niveles maximos a 24 - 48 horas. La secrecion produce
respuestas proliferativas de otros linfocitos y de mas células del sistema
inmune, pasados estos tiempos, disminuye la concentracion de la citocina
por consumo de la misma y por inhibicion de su produccion. Estudios
muestran que IL-2 regula y produce distintos efectos en sus células blanco
solo en los tiempos de transcripcion genética de G1 y G2 del ciclo celular
(Ullman et al., 1990).

Su gen fue transferido y clonado en 1984, lo que permiti6 obtener grandes
cantidades de IL-2 recombinante (Rosenberg et al., 1984). A partir de
entonces se han desarrollado multiples ensayos clinicos que han
demostrado el efecto antitumoral de la IL-2.

La IL-2 humana es una proteina monomérica de 15 kDa, con 153 aa.
(Taniguchi, et. al., 1983). Una vez traducida puede ser blanco de Ny O
Glicosilaciones que le ocasionan incrementos en su peso molecular que
pueden variar desde los 33-55 kDa (Leonard et al., 1985). No se conocen
motivos de estas glicosilaciones, ya que no afecta su actividad bioldgica
(Rosenberg et al., 1984), pero si provoca modificaciones en el rango de su
punto isoeléctrico, que va de entre 6.6 a 8.2 (Robb & Smith, 1981). Es
catalogada como una molécula hidrofébica la cual es mas estable en pH
bajo; compuesta principalmente por una union de seis hélices alfa
acomodadas en una aparente conformacion esferoidal (Brandhuber et al.,
1987). El gen que codifica para la IL-2 humana se encuentra localizado en
el cromosoma 4 brazo q region 26-27, contiene 4 exones y 3 intrones
(Seigel et al., 1984). El primer ex6n codifica para el péptido sefal y el
comienzo de la proteina, mientras que los tres restantes para el resto de la
secuencia proteica. Para su correcta actividad biolégica necesita tener
cuatro motivos altamente conservados a lo largo de la cadena peptidica;
Acido aspartico en la posicién 20, lisina en la 35 y fenilalanina en el 42 y
124, asi mismo necesita poseer un puente disulfuro entre los residuos de
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cisteina 58 y 105 para estabilizar toda la estructura. Alteraciones en
alguno de estos motivos inhibe la interaccion con su receptor, el cual se
expresa conspicuamente en células T CD4+ y células B activadas. Tras
estimulacion antigénica, el receptor de IL-2 (RIL-2) presentado en estos
tipos celulares tiene una isoforma de alta afinidad (Takeshita et al., 1992),
es decir presenta las tres cadenas proteicas « (p55) B (p70) y (p64)
(Rebollo & Silva, 1994).

Los efectos fundamentales y mejor caracterizados de la IL-2 son los que
produce sobre las células Natural Killer (NK) y sobre los linfocitos T CD8+.
Estas poblaciones, tras incubarse in vitro con IL-2, en ausencia de
antigenos o mitdgenos, se hacen mas citotoxicas contra células tumorales,
lo que se define como actividad LAK (Grimm et al., 1982a; Grimm et al.,
1982b).La actividad LAK es un fenédmeno in vitro Unico que se diferencia
claramente de otras actividades citotoxicas linfocitarias. Fisiol6gicamente,
las células NK son las que responden mas rapidamente, pero si existe
suficiente IL-2 pueden responder linfocitos T e incluso otro tipo de células
como los monocitos o neutréfilos (Damle et al., 1986). La destruccién de
células neoplasicas o anormales por la actividad LAK forma parte del
sistema de inmunidad innata independiente de antigeno.

Investigaciones mas recientes sefalan que en algunas clonas de linfocitos
B y algunas lineas celulares de carcinomas humanos e hibridomas, también
existe secrecion de IL-2 y presencia del RIL-2 para senalizacion autocrina y
paracrina (Ciacci et al., 1993; Rebollo & Silva, 1994; McMillan et al., 1995;
Coventry et al., 1996; Mire & Thorpe, 1998; Rangel-Corona et al., 2010).

Como vya se vio la IL-2 por si misma posee multiples efectos biologicos e
inmunoreguladores al unirse a su receptor RIL-2, éstos son reproducibles y
estan bien documentados, por esta razon se ha usado como inmunoterapia
para tratamiento de algunos tipos de cancer, como metastasis pulmonares
provenientes de sarcoma (Rosenberg, et. al., 1985a; Rosenberg, et. al.,
1985b; Rosenberg, et. al., 1987; Rosenberg, et. al., 1989a; Rosenberg, et.
al., 1989b), cancer renal, aunque con aplicaciones limitadas (Abrams et al.,
1990), neoplasias linfoides (Barca, 1997) y en modelos animales para tratar
leucemias (Thompson et al., 1986), sin embargo no existe reporte alguno
sobre el uso de IL-2 para el tratamiento de CaCU.

Tomando estos antecedentes, nuestro grupo de trabajo demostro la
presencia de las cadenas y (p64) y B (p70) del RIL-2, que de acuerdo a la
literatura conforman un receptor de afinidad media (Rebollo & Silva, 1994)
y que éste es activado tanto por IL-2 exdgena, asi como por C-Kit ligando
en células de cuello uterino asociadas al Virus del Papiloma Humano (VPH)
(Rocha et al., 2004). El reporte de nuestro equipo de trabajo, fue en las
lineas celulares de CaCU, CALO e INBL, las cuales ademas de tener una
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expresion diferencial de acuerdo al estadio del tumor, muestran un patrén
de fosforilacion de proteinas cinasas diferente al del RIL-2 de linfocitos T
de donadores sanos (Rangel-Corona et al., 1998). Asimismo, se determind
que la proliferacién de estas lineas celulares se ve inhibida ante la
presencia de altas concentraciones de esta citocina, por lo cual se dio
origen a la idea de que la IL-2 podria ser utilizada como una alternativa
terapéutica para las pacientes con CaCU (Rangel-Corona et al., 1998; Ayala,
2005).

1.2 CARCINOMA DE CERVIX

El Carcinoma de Cérvix y de Cuello Uterino (CaCU) es solo uno de los mas
de 100 tipos distintos de cancer y de los pocos en el cual se es capaz de
identificar una lesion precursora que permita la oportuna intervencion
médica para prevenir que esta lesion, también llamada Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC), progrese hacia cancer invasivo. Se cree que la
progresion del cancer in situ hacia cancer invasivo ocurre después de un
periodo de 10 a 15 anos; citolégicamente es resultado de mutaciones en
las células basales del epitelio escamoso en su union con el epitelio
escamocolumnar del cuello uterino; clinicamente, como ya se menciond, se
manifiesta de forma inicial a través de pequefas lesiones precursoras, de
lenta a progresiva evolucion producidas en etapas de displasia leve,
moderada y severa; éstas primariamente evolucionan a cancer in situ en
grados variables, pero cuando éste se circunscribe a la superficie epitelial
se considera micro-invasor y posteriormente invasor cuando se traspasa la
membrana basal (Clarke-Pearson & Soper 2011).

Segun el INEGI en el afno del 2010 en México, las principales causas de
muerte por tumores malignos en la poblacién femenina mayor a 20 afos
fueron el Cancer de Mama con 13.8% de las defunciones totales y el CaCU
con 10.8%. De esta forma el CaCU se coloca como el segundo cancer mas
letal entre las mujeres mexicanas. Estadisticas en este mismo afno
mencionan que son tres los grupos de edad mas afectados. Mujeres de
entre 40 a 49 anos, donde mueren 10 de cada 100 mil, esta tasa
incrementa a 30 de cada 100 mil en mujeres pertenecientes al grupo de
edad de entre 65 a 74 anos, hasta alcanzar la maxima tasa de mortalidad
en mujeres mayores de 80 afnos en donde 55 de cada 100 mil mueren por
este mal.

Es importante resaltar el hecho de que en general todas las mujeres son
propensas al desarrollo de esta enfermedad sin importar el grupo de edad,
pero su probabilidad aumenta considerablemente al iniciar su vida sexual,
ya que se hacen mas propensas al contagio por el Virus del Papiloma
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Humano (VPH), principal factor implicado al desarrollo del CaCU, aunque
no el unico.

Hoy en dia es bien sabido que la presencia de algun serotipo de VPH vy el
surgimiento de neoplasias intraepiteliales cervicales esta presente en el
99% de los nuevos reportes de CaCU (Clarke-Pearson & Soper, 2011).

El VPH es un DNA virus de doble cadena que induce la proliferacién de
células epiteliales. Existen mas de 100 tipos diferentes de VPH, de los
cuales alrededor de 40 son los capaces de infectar al tracto genital. Cada
tipo varia en cuanto a una porcion de su genoma y esto ha permitido que
se dividan en dos grupos. Los tipos VPH de bajo riesgo, los cuales se
asocian a cambios benignos tales como condilomas y los tipos de alto
riesgo o también conocidos como oncogénicos de los cuales se han
reportado en alrededor del 99% de las NIC y los canceres cervicales. El VPH
tipo 16 representa el mayor porcentaje (50%), seguido por el VPH 18 (12%),
el VPH 45 (8%) y el VPH 31 (5%) (Alonso et al., 2000; Nazzal et al., 2006).

Los tipos oncogénicos incorporan su propio DNA dentro del genoma de las
células humanas y bloquean la capacidad celular para repararse o
destruirse. Todos los VPH son poseedores de distintas combinaciones de 7
genes denominados (E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7) y dos genes codificantes
para unas llamadas proteinas tardias (L1-L2) que se expresan solo después
de la infeccién y estan implicadas en la formacién de la capside de los
viriones. Los genes E6 y E7 son oncogenes conocidos de los tipos de VPH
de alto riesgo, ellos producen proteinas que inhiben a los genes
supresores de tumores humanos; notoriamente a p53 y Rb. La proteina E6
se enlaza e inactiva a p53, la cual es responsable de la reparacion del DNA
danado o de la apoptosis en las células humanas danadas. La proteina E7
se enlaza primariamente a la proteina Rb, lo que permite la liberacion del
factor de transcripcién E2F que es responsable del paso de G1 hacia la fase
de sintesis de DNA o fase S. Estas oncoproteinas alteran la regulaciéon de la
proliferacién celular, promoviendo el crecimiento tumoral vy la
transformacion maligna. Sin embargo, E6 y E7 tienen propiedades de
Trans-Regulacion de genes celulares independientes de su asociacion con
p53 y Rb que también contribuyen al avance del proceso neoplasico
(Alonso et al., 2000).

1.3 CLASIFICACIONES DEL CaCU

Las alteraciones del epitelio maduro anormal han sido motivo de
numerosas clasificaciones. La primera nomenclatura se realiz6 en 1930 y
contempla como criterio de clasificacion a las displasias, dividiendo entre
leves, moderadas y severas, refiriéndose a las lesiones precancerosas que
culminan con el carcinoma in situ. En 1968 se acufa el concepto de
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Neoplasia Cervical Intraepitelial (NIC) y se le tipifica a diferentes grados:
NIC I, NIC Il y NIC lll, este ultimo denominado carcinoma in situ. Una
tercera clasificacion es la desarrollada en 1988 y se conoce como el
Sistema Bethesda, ésta hoy en dia es la mas usada en laboratorios de
analisis clinicos en México y el mundo, ya que es sobre la que se basa el
informe de resultados de la prueba de Papanicolaou, Unica prueba de
tamizaje y prevencion frente al CaCU. Segun este sistema, las muestras sin
anomalias celulares se reportan como “negativas de lesion o negativas de
cancer Intraepitelial”. En un informe negativo de la prueba de Papanicolaou
se puede incluir ademas, algunos resultados benignos o no cancerosos,
como infecciones comunes o inflamaciones (Barbara & Zoschnick, 2001).

El Sistema Bethesda clasifica por separado las anomalias de las células
escamosas y el de células glandulares. En el caso de células escamosas los
criterios son separados por morfologias de células individuales o por el de
lesiones visibles, las cuales en ambos casos varian de las mas leves a las
mas graves. Las células escamosas atipicas, (Atypical Squamous Cells,
ASC), son el resultado anormal mas comun de las pruebas de
Papanicolaou.

Las anomalias de las células y lesiones del tipo escamosas se dividen en las
siguientes categorias

- ASC-US, células escamosas atipicas de significado indeterminado,
(Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, ASC-US). Las
células escamosas no parecen completamente normales, pero los médicos
no estan seguros del significado de los cambios celulares. Para las mujeres
con ASC-US, se puede analizar una muestra de células en busca de tipos de
VPH de los tipos oncogénico. Si hay algun serotipo de VPH presente, por lo
general, se hara una prueba de seguimiento. Por otro lado, un analisis
negativo de VPH puede ofrecer certeza de que no hay cancer o un estado
precanceroso presente.

- ASC-H, las células escamosas atipicas de alto grado, (Atypical Squamous
Cells High, ASC-H) no pueden excluir una lesion Intraepitelial escamosa de
alto grado. Las células no parecen normales, pero los médicos no estan
seguros del significado de los cambios celulares. Es posible que exista un
riesgo mayor de que las lesiones ASC-H sean precancerosas en
comparacion con lesiones ASC-US.

- LSIL, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado, (Low-grade
Squamous Intraepithelial Lesions, LSIL), se consideran anomalias leves
causadas por una infeccion por VPH de bajo grado, que significa que se
han observado los primeros cambios en el tamano y en la forma de las
células. Intraepitelial se refiere a la capa de células que forma la superficie
del cérvix. Las LSIL a veces se clasifican como displasias leves. Estas
también se pueden clasificar como NIC.
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- HSIL, lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado, (High-grade
Squamous Intraepithelial Lesions, HSIL), son anomalias mas graves que
tienen una probabilidad mayor de que se conviertan en cancer si no son
tratadas. De alto grado significa que hay cambios mas marcados en el
tamano y en la forma de las células anormales (precancerosas) y que las
células se ven muy diferentes de las células normales. Las HSIL
comprenden lesiones con displasia moderada o grave y carcinoma in situ.
A veces las lesiones HSIL se clasifican como NIC-2, NIC-3, o NIC-2/3 en
donde las células escamosas anormales han invadido mas profundamente
el cérvix, asi como otros tejidos u 6rganos.

Las anomalias de las células glandulares se dividen en las siguientes
categorias:

- AGC, células glandulares atipicas, (Atypical Glandular Cells, AGQO),
significan que las células no parecen normales, pero los médicos no estan
seguros del significado de los cambios celulares y se clasifican en
Adenocarcinomas.

- AlS, adenocarcinoma endocervical in situ, (Endocervical Adenocarcinoma
In situ, AIS), significa que las células precancerosas se encuentran
solamente en el tejido glandular del cérvix. El adenocarcinoma incluye no
solamente el cancer del canal endocervical mismo, sino también, en
algunos casos, el cancer endometrial, el cancer extrauterino y otros
canceres (Barbara & Zoschnick, 2001).

Cualquier resultado atipico en la clasificacién de la muestra, como
morfologia anormal, lesiones visibles o cualquier otro aspecto inusual, es
probable que desencadene un crecimiento y una proliferacién incontrolada
de estas células, a las cuales se les debera eliminar; como ya se ha
mencionado hoy en dia existen distintas formas de hacerlo,
desafortunadamente son invasivas o toxicas. Lo ideal seria encontrar
métodos que induzcan a las células a morir por sus propias rutas
naturales.
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1.4 MUERTE CELULAR

La vida y la muerte son temas que nadie se toma a la ligera. En las células
la muerte es tan importante como la supervivencia y la proliferacion, esto
para regular un complejo proceso conocido como homeostasis de tejido;
desequilibrios de éste, puede conducir al organismo a severos problemas
en el desarrollo fisiolégico normal, enfermedades neurodegenerativas,
autoinmunes y quiza en el peor de los casos a cancer.

La muerte de las células es un proceso reconocido desde hace mas de un
siglo, pero su importancia y los mecanismos moleculares que la
desencadenan y modulan, apenas estan siendo aclarados (Xiao-Ming &
Zheng, 2003).

En las ultimas dos décadas hemos sido testigos del rapido y sustancial
avance en torno a la investigacion en muchos campos de la ciencia. La
Biologia Molecular y la Bioquimica no han sido la excepcioén, al desarrollar
técnicas y ensayos cada dia mas sensibles y especificos que actualmente
son piezas medulares y de rutina en los laboratorios dedicados al estudio
de la biologia de las células. Como resultado ha habido una explosién en la
informacion que por un lado nos ha ampliado drasticamente la
comprensiéon mas profunda de las distintas vias moleculares celulares vy
por otro ha ocasionado confusiéon. El fendmeno de la muerte celular no ha
sido la excepcion y para infortunio la comunidad cientifica no se ha
adoptado alguna clasificacion que ayude a la tipificacion sistematica de las
distintas modalidades de muerte celular que existen y a la correcta
nomenclatura en el tema (Galluzzi et al., 2012).

Teniendo conciencia de este enorme problema, nuestro grupo de trabajo
se apego en este estudio de muerte celular, de acuerdo a las definiciones y
recomendaciones del Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD), el
cual principalmente basa sus tipificaciones en caracteristicas bioquimicas
mensurables (Galluzzi et al., 2012).
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1.5 APOPTOSIS

La apoptosis es solo uno de los nueve morfotipos de muerte celular
evaluados vy tipificados por el NCDD (Tabla 1) (Galluzzi et al., 2012). El
término fue acunado por Kerr JF en 1972 (Kerr et al., 1972), pero se tienen
reportes de algunos afos mas atras, en donde se describen morfologias
celulares muy parecidas a las descritas y aceptadas por el groso de la
comunidad cientifica hoy en dia. Es el tipo de muerte celular mas tipificado
en la literatura y al cual se le ha englobado como la unica Muerte Celular
Programada (MCP) incorrectamente (Kroemer et al., 2009).

Tabla 1. Clasificacién funcional de la regulacién de los modos de muerte celular segun la NCCD

(Galluzzi et al., 2012)

Morfotipo

Caracteristicas
Bioquimicas principales

Dependencia de
Caspasas

Acciones de Inhibicién

Anoikis

Autofagia

Apoptosis Intrinseca
Caspasa-Dependiente

Apoptosis Intrinseca
Caspasa-Independiente

Cornificacién

Desregulacion de EGFR,
Inhibicion de ERK1, baja
0 ausencia de
sefalizacion o
participacion de
B1-Integrina,
sobreexpresion de Bim
y activacion de Caspasa
-36(6y-7)

Prenilacion por lipidos
de MAPTLC3 y
degradacién de SQSTM1

MOMP y disipacion
irreversible del Aym

Liberacion de proteinas
al espacio
intermembrana
mitocondrial e
inhibicion de la cadena
respiratoria
mitocondrial

Activacién de
Transglutaminasas y
activacion de Caspasa -
14

++

++

Sobreexpresiéon de
BCL-2 e inhibicién por Z-
VAD-fmk

Inhibidores de VPS34 e

inhibicién genética de

AMBRAT1, ATG5S, ATG7,
ATG12 o BCNI1

Sobreexpresion de
BCL-2 e inhibicién por Z-
VAD-fmk

Sobreexpresion de BCL-
2

Inhibicién genética de
TG1, TG3, TG5 y
Caspasa -14
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Entosis

Apoptosis Extrinseca
por Receptores de
Muerte

Apoptosis Extrinseca
por Receptores de
Dependencia

Catastrofe Mitotica

Necroptosis

Netosis

Partanatos

Activacién de RHO y
ROCK-1

Seinalizacion de los
receptores de muerte,
Activacion de Caspasa

-8 (-10), Escision de

BiD, MOMP y
activacion de Caspasa
-3(6y-7)

Sefializacién del
receptor de
dependencia, activacion
de PP2A, activacion de
DAPK-1, activacion de
Caspasa -9, activaciéon
de Caspasa -3 (-6,-7)

Activacion de Caspasa -
2 (en algunos casos),
activacion de P53 o P73
(en algunos casos) y
arresto mitético

Sefalizacion de
receptores de muerte,
inhibicion de caspasas y
activacion de RIP-1 y/o
RIP-3

Inhibicién de Caspasas,
oxidacion de NADPH y
liberacion de NET (en

algunos casos)

Acumulacién de PAR

mediada por PARP-1,

disipacion irreversible

del Aym, agotamiento

de ATP y NADH, unién
de PAR a AIF y

Inhibicién genética de
inhibidores lisosomales
o Metalotioneinas 2A

++ Expresion de CrmA,
inhibicion genética de
Caspasa-8y-3e
inhibicion por Z-VAD-
fmk

++ Inhibicién genética de
Caspasa -9y -3,
inhibicién genética de
PP2A e inhibicion por
Z-VAD-fmk

- Inhibicién genética de
P53 (en algunos casos)
e Inhibicién
farmacolégica o
genética de Caspasa -2
(en algunos casos)

Inhibicién genética de
RIP-1/RIP-3 por
administracion de
necrostatina-1

Inhibicion de Autofagia,
inhibicion de la
oxidacién de NADPH e
inhibicién genética de
PAD-4

Inhibicién genética de
AIF e inhibicion
farmacolégica o

genética de PARP-1
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translocacién al nucleo

de AIF
Piroptosis Secrecion de IL-1B e ++ Inhibicién genética de
IL-18 y activacion de Caspasa -1 e inhibicion
Caspasa-1y-7 por Z-YVAD-fmk

Abreviaturas por sus siglas en ingles: Aym, Potencial Transmembranal de la Mitocondria; AIF, Factor
Inductor de la Apoptosis; CrmA, Modificador de la Respuesta de Citocinas A; DAPKI1, Proteina
Cinasa 1 Asociada a Muerte; EGFR, Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico; ERK1, Cinasa 1
Regulada por sefiales Extracelulares; IL, Interleucina; MAPILC3, Proteina Asociada a los
Microtubulos de la Luz en la Cadena 1; MOMP, Permeabilizacion de la Membrana Mitocondrial
Externa; NET, Trampa Extracelular de Neutréfilos; PAD4, Peptidil-arginina deiminasa 4; PAR, Poli
ADP-Ribosa; PARP1, Poli ADP-Ribosa Polimerasa ; PP2A , Proteina Fosfatasa 2A; ROCK1, Proteina
Cinasa 1 asociada a una Hélice por R-OH; SQSTM1, Sequestosoma 1; TG, Transglutaminasa; Z-VAD-
fmk, N-Benciloxicarbonil - Val - Ala - Asp - Fluorometilcetona; Z-YVAD-fmk, N-benciloxicarbonil - Tyr
- Val - Ala - DL - Asp - Fluorometilcetona (Galluzzi, 2012). Tabla tomada de articulo “Molecular
definitions of cell death subroutines: recommendations of the Nomenclature Committee of Cell Deth
2012".

La Apoptosis posee una gama de caracteristicas morfocitolégicas muy
conspicuas como redondeamiento y reduccion del volumen celular o
“Picnosis” de hasta de un 30%, esto provocado por el movimiento de
fluidos fuera de la célula debido a la inhibicion de los sistemas de
transporté de los iones Na*, K*y Cl (Kurosaka et al., 2003), condensacion
de la cromatina en la periferia del nacleo (Savill & Fadok, 2000), nulas
modificaciones ultraestructurales en organulos citoplasmaticos, formacion
de cicatrices en la membrana celular, mantenimiento de integridad
intracelular hasta etapas finales del proceso y presencia de fagocitos
residentes en inducciones in vivo (Kroemer et al., 2009). Es importante
recalcar que hoy en dia la manifestacion de estos rasgos morfoldégicos no
son criterios suficientes para poder clasificar esta muerte celular y solo
deben de ser tomados como rasgos adjuntos de la heterogeneidad
bioquimica (Galluzzi et al., 2012). Entre estos rasgos bioquimicos adjuntos,
podemos mencionar la fragmentacion oligonucleosomal también
denominada, Cariorrexis, esto debido a endonucleasas que escinden el
DNA en regiones ricas en Adenina/Timina (A/T) dando fragmentos de
entre 80-200pb. Esto produce el caracteristico patron de DNA en escalera
cuando se analiza en una electroforesis (Guimaraes & Linden, 2004); otro
rasgo bioquimico notable es que el fosfolipido Fosfatidilserina (PS),
presente en la cara interna de la membrana plasmatica se transloca al
exterior de la misma, ademas se ha propuesto que una Lisolectina derivada
de la Fosfatidilcolina de nombre Lisofosfatidilcolina (LPC) hace el mismo
movimiento y actua como atrayente quimico de reconocimiento para
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células fagociticas (Leyton & Quest, 2004), asi mismo se ha visto la
activacion de una intrincada red de moléculas y proteinas que participan en
el proceso como adaptadoras o segundos mensajeros, para lograr la
escision y consecuente activacion de una a una familia de cisteina
proteasas llamadas, Caspasas, que se consideran los efectores centrales
del proceso apoptotico (Vogelstein & Kinzler, 2004), aunque no los unicos
(Galluzzi et al.,, 2012). Fisiologicamente la Apoptosis se encarga de
eliminar a las células genéticamente dafadas, viejas, infectadas por virus o
gue se encuentran inmersas en alguna fase de eliminaciéon del desarrollo
embrionario natural (Mazumder et al., 2004).

Actualmente se conocen dos rutas por las cuales se puede desencadenar la
apoptosis, éstas se clasifican por el lugar de origen de donde provenga el
estimulo inductor, clasicamente estas vias son conocidas como “Extrinseca”
e “Intrinseca”. Hoy en dia sabemos que estas dos rutas no son homogéneas
bioquimicamente y pueden subdividirse de acuerdo a algunos criterios
enzimologicos. La via intrinseca de la Apoptosis suele separarse en
dependiente e independiente de Caspasas (Galluzzi et al., 2012), mientras
que la via extrinseca puede ser clasificada dependiendo de la familia de
receptores que de origen a la via de senalizacion molecular. Existen
clasificadas dos familias detonadoras de senal. La primera y mayormente
estudiada es la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) (Fig. 1) a la
que pertenecen los receptores FAS-R, TNF-R1, DR-3, DR-6, EDA-R, NGF-R,
TRAIL-RT y -R2 (Xiao-Ming & Zheng, 2003). La segunda familia es la de los
receptores de Netrina-1 a la que pertenece la proteina UNC5A-D, a la cual
se le atribuye un nuevo mecanismo regulador de la apoptosis en
Carcinoma Colorrectal (DCC) (Mehlen & Bredesen, 2011).

La muerte celular en Biomedicina es esencial para evitar la formacion de
masas tumorales, evitar enfermedades autoinmunes o neurodegenerativas
y su desregulacion se cree esta involucrada en la patogénesis de muchas
otras enfermedades humanas mas. En el Cancer el proceso de muerte se
vuelve imperfecto por defectos en la expresion de oncogenes o genes
supresores de tumores, asi como por la incorrecta funcion de proteinas
Anti-Apoptoéticas y Pro-Apoptoticas contribuyendo a la supervivencia y
dispersion del tumor (Shirley et al., 201 3).

Asi mismo durante anos, la tendencia en la investigacion en torno al cancer
ha sido las de generar agentes que actuen o ataquen las vias de
supervivencia y proliferacién implicadas en la formacién y progresién de
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las masas tumorales, por otro lado de algunos afios a la fecha ha iniciado
un interés creciente en encontrar maneras de restablecer las rutas
naturales de muerte celular (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

Figura 1. Representacion esquematica de los receptores y ligandos de la superfamilia de proteinas
TNF (Aggarwal, 2003). Todos los miembros pertenecientes a esta superfamilia son clasificados
debido a homologias de identidad en un 20-30% de aminodacidos en la region C-terminal con el
ligando del TNF, estos residuos que comparte entre todos los integrantes son los responsables de la
unién con el receptor. Los ligandos relacionados al TNF, son inductores de apoptosis por excelencia
y presentan un dominio de muerte en la parte intracelular del receptor. La mayoria de los miembros
de la superfamilia de TNF se liberan de la superficie celular por protedlisis a través de proteasas
distintas, todos los ligandos escindidos a excepcion de la Linfotoxina-alfa (LTa) y el inhibidor del
crecimiento celular endotelial vascular (VEGI), son proteinas multipaso o de tipo Il. A diferencia de
los ligandos, los receptores de la superfamilia TNF (TNF-R’s) se caracterizan por ser proteinas
transmembrana de tipo |. Hasta ahora, ocho receptores han sido clasificados como de muerte, por
contener un dominio de muerte (DD) que ha sido identificado induce Apoptosis a las células, estos
son el receptor DR1 (también conocido como TNF-R1), DR2 (CD95 o FAS-R), DR3, DR4 (también
conocido como TRAIL-R1), DR5 (también conocido como TRAIL-R2), DR6, EDA-R y el factor de
crecimiento del nervio receptor (NGF-R).
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1.6 ViA EXTRINSECA DE LA APOPTOSIS

El término de Apoptosis extrinseca se ha utilizado ampliamente para
indicar los casos de muerte celular apoptotica que son inducidos por
senales de estrés extracelulares, que son detectadas y propagadas por
receptores transmembranales (Thome et al., 1997; Schulze-Osthoff et al.,
1998; Wajant, 2002; Schutze et al., 2008; Mehlen & Bredesen, 2011). Estos
tienen la caracteristica de ser de tipo 1 o unipaso, esto significa que sélo
atraviesan a la membrana celular en una sola ocasion. Todos los
Receptores de Muerte (DR) presentan una caracteristica que los homologa,
ésta es la presencia de un dominio de muerte (DD) en la cola carboxilo
terminal de la region citoplasmatica, que tiene una longitud de
aproximadamente 60-80 aminoacidos y contiene islas ricas en cisteina
(Boldin et al., 1995; Schulze-Osthoff et al., 1998).

La apoptosis extrinseca es iniciada tras la unién de ligandos especificos,
tales como FAS ligando (FASL), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-x) o el
miembro 10 de la subfamilia del TNF (TNFSF10/APO2L), también conocido
como TRAIL-L a los receptores de muerte FAS-R/CD95-R, TNF-R1 y TRAIL-R,
-R2, respectivamente. Por otra parte, se tienen registro de que estos
receptores pueden ser activados mediante la unién de anticuerpos
monoclonales especificos, citocinas (Xiao-Ming & Zheng, 2003) o moléculas
afines capaces de ocasionar el estrés extracelular (Elumali et al., 2012). Es
importante mencionar que hoy en dia se conocen prototipos de
senalizacion que conducen a la apoptosis extrinseca en ausencia de
ligando mediante el montado espontaneo del Dominio de Ensamblaje Pre-
Ligando (PLAD) o también conocido como triplete de activacion, el cual es
parte esencial de los cambios conformacionales, esta ordenacién trimerica
que deberan adoptar los receptores, detonara la senalizacion inductora de
muerte aunque de forma muy débil (Siegel et al., 2000). Cualquiera que
sea la forma de activacion de alguna de estas proteinas, se sabe que
yuxtaponen sus dominios de muerte citoplasmaticos para mediar la
oligomerizacion del receptor, esto implica el reclutamiento de diversas
proteinas adaptadoras que proporcionan el enlace entre el receptor y los
efectores de la muerte celular.

Proteinas reclutadas por los DD incluyen; al Receptor de Interaccion
Proteina- Cinasa 1 (RIPK1) Dominio de Muerte Asociado a FAS-R (FADD),
Dominio de Muerte Asociado a TNF-R1 (TRADD), entre otras. La adopcion
de estas proteinas requiere la eliminacion o ubiquitinizacién de proteinas
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inhibidoras de la apoptosis como, multiples isoformas de c-FLIP (Thome et
al., 1997; Budd et al., 2006), proteinas Inhibidores de Apoptosis (IAP’s),
ubiquitinizacion de ligasas E3 (Deveraux et al.,, 1998), entre otras. El
blanco principal de estas proteinas anti-apoptéticas es interferir con la
activacion de Caspasas o con la sintesis de Procaspasas iniciadoras -8 6 -10
(Boldin et al., 1996; Wang et al., 2001).

El complejo supramolecular resultante de esta eliminacion y subsecuente
reclutamiento se ha denominado, complejo de Senalizacion Inductor de
Muerte (DISC, por sus siglas en ingles), el cual constituye la plataforma que
regula la activacion de las Caspasas iniciadoras -8 6 -10 (Kischkel et al.,
1995; Muzio et al., 1996).

Es de destacar que cada receptor descrito a la fecha posee su propia via
canonica de senalizacion, pero las proteinas mencionadas anteriormente
son homologas (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

FAS RECEPTOR (CD95/APO-1)

Es una proteina de superficie celular glicosilada, que consta de entre 325-
335 aminoacidos, posee un peso molecular de 45-52 kDa. El gen que
codifica para este receptor se encuentra en el brazo largo del cromosoma
10. Se expresa de forma ubicua en diversos tejidos, pero es
particularmente abundante en el timo, higado, corazén, riidn, y en los
linfocitos T maduros activados. Existe una estrecha regulacién de la
apoptosis mediada por FAS-R/FAS-L, la cual de forma fisioldgica es esencial
para el adecuado equilibrio de las células. FAS-R se localiza en la
membrana plasmatica, asi como en el citoplasma y en el complejo de Golgi
y la red Trans-Golgi (Bennet et al., 1998; Sodeman et al., 2000). La
translocacién de FAS-R es mediada por vesiculas hacia la superficie de la
célula y se ha observado que tras cierta estimulacion de células para
aumentar la sintesis de FAS-R, también se regula la densidad del ligando
en el plasma sanguineo, pero evitando las activaciones espontaneas
(Sodeman et al., 2000; Feng & Kaplowitz, 2000). Se tienen reportes en
linfocitos de que la expresion o la activaciéon de la apoptosis por FAS-R es
modulada por la glicosilacion del mismo receptor, asi como por el nivel
transcripcional mediante la regulacion de la expresion del mismo (Peter et
al., 1995). Esta regulacion podria estar ocasionada por la aparente
presencia de sitios de unién en las posiciones 286 a 295 del gen promotor
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de FAS-R a factores de transcripcion como NF-kB, esto regularia la
expresion de FAS-R, sin necesidad de pasar por un proceso de maduracion
(Chan et al., 1999). La proteina p53 también es importante en la regulacién
de FAS-R/FASL, ya que se encuentra dentro del primer intron del gen que
modula al receptor y coopera con tres secuencias en el promotor del
ligando, esto regula el alza tanto del receptor de FAS y la expresion de FAS
ligando durante la apoptosis inducida por farmacos en las lineas celulares
de carcinoma hepatocelular y leucémicas (Friesen et al., 1996; Muller et al.,
1997; Muller et al., 1998).

FAS LIGANDO (CD95-L/Fas-L)

FAS-L (CD95-L) es una proteina que se puede presentar de forma soluble y
transmembranal, esta ultima tiene un peso aproximado a los 40 kDa vy
tiene una estructura tipo Il o multipaso con una distribucion parecida a un
homotrimeros (Suda et al., 1993). Se expresa en la superficie celular de las
células T activadas y, junto con su receptor, juega un papel importante en
el mantenimiento de los linfocitos T periféricos y en la homeostasis de
linfocitos B, asi como en la muerte de las células daninas, tales como
células infectadas por virus o células de cancer (Kagi et al., 1994; Lowin et
al., 1994; Berke, 1995). FAS-L puede ser escindida proteoliticamente entre
sus residuos de Serina 126 y Leucinal27 por una metaloproteasa en su
region extracelular, lo que genera una forma recortada soluble cuya
actividad bioldgica sigue siendo controvertida (Schneider et al., 1998),
aunque se le ha descrito capacidad de induccion de Apoptosis. Sin
embargo, se tienen reportes de altos niveles séricos de FAS-L soluble en
Hepatitis, SIDA y varios tipos de tumor sin consecuencias aparentes
(Tanaka et al., 1996). Otros estudios han demostrado que la capacidad de
inducir apoptosis con la forma proteica soluble es aproximadamente 1,000
veces menos efectiva en comparacion con el FAS-L unido a membrana,
proporcionando una explicacion para la ausencia de dano tisular en
enfermedades asociadas con los elevados niveles circulantes de FAS-L
(Suda et al., 1997; Schneider et al., 1998; Shudo et al., 2001).

29




ViA DE SENALIZACION DEL RECEPTOR FAS

Tras la activacion de FAS-R por cualquiera de sus distintas maneras, la
proteina se auto conduce hacia la formacién de microagregados triméricos
de receptor, posteriormente se da el reclutamiento de la proteina
adaptadora FADD junto con MORT-1 (Mediadora 1 de la Toxicidad Inducida
por el Receptor) (Wallach et al., 1999). La proteina MORT-1 es bastante
ubicua en el citoplasma de muchos tipos celulares y posee un peso
aproximado a los 28kDa, en su extremo C - terminal posee un Dominio de
Muerte (DD) y en el extremo N - terminal presenta un Dominio Efector de
Muerte (DED). FADD se une al DD del receptor a través de su DD analogo,
mientras que su DED es intermediario para la auto asociacion con MORT-1
y la unién a Procaspasa -8. El reclutamiento y la acumulacion de Procaspasa
-8 da como resultado al Complejo de Senalizacion Inductor de Muerte
(DISC, por sus siglas en inglés) y con él, la activacion hacia Caspasa -8 a
través de escisiones auto proteoliticas, y asi mismo el inicio de la senal de
Apoptosis. Procaspasa -10 también ha demostrado participacion para ser
reclutada y activada en el DISC de FAS-R. Estudios recientes han
demostrado que ambas Procaspasas -8 y -10 se activan con una cinética
similar y ambos pueden iniciar la apoptosis independientemente una de
otra (Kischkel et al., 2001; Wang et al., 2001).

Algunas proteinas codificadas por genes virales son capaces de prevenir la
Apoptosis mediante la inhibicion de Caspasas. Uno de los inhibidores mas
potentes de la Caspasa -8, es la Serpina viral CrmA (Citocina de Respuesta
Modificadora-A), una toxina producida por el virus de la viruela en vacas,
que bloquea la apoptosis mediante la unién a la proteasa en su forma
activa, evitando de este modo la activacion de Caspasas efectoras.
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Figura 2. Representacién esquematica de la via de sefalizacién candnica de FAS-R, provocada tras
el acoplamiento de FAS-L al receptor (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

RECEPTORES TNF

El sistema de senalizacion de los receptores TNF, se compone de dos
receptores distintos, el TNF-R1, también llamado p55 o CD120a vy el
TNF-R2, también llamado p75 o CD120b, asi como de tres ligandos, la
primera, una unidad inmersa en la membrana celular, llamada de TNF-a o
MTNF-a, el segundo es el TNF-a soluble o sTNF-a y el tercero, un derivado
soluble de linfocitos, usado como citocina, para sefializacion autocrina o
paracrina, conocido como LTa o también llamado TNF-g (Wallach et al.,
1999). Tanto TNF-R1 y TNF-R2 son proteinas transmembranales de tipo |
que contienen es su region extracelular, dominios ricos en aminoacidos
sulfurados, que reconocen al TNF ligando, ademas de una region
citoplasmatica, solo presente en el TNF-R1, que posee el DD y por lo tanto,
se describe como el unico mediador de la senal apoptotica. Ambos
receptores se expresan de forma generalizada en las células, sin embargo,
la expresion de TNF-R1 parece ser constitutivamente alta, mientras que la
expresion de TNF-R2 esta regulada de manera inducible por una serie de
estimulos extracelulares. TNF-R1 y TNF-R2 interactuan con las dos
isoformas de TNF-a, asi como con LTa, sin embargo TNF -R1 parece ser el
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unico responsable de la senalizacion activada por TNF- o, en cualquiera de
sus distintas formas para la mayoria de tipos de células. Estudios in vivo en
modelos de raton knock-out para TNF-R2 mostraron que éste es esencial
para la apoptosis inducida por el TNF, pero s6lo en células infectadas por
patogenos bacterianos (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

TNF-a

El Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) fue originalmente llamado asi por
su capacidad de provocar necrosis hemorragica en tumores de ratdn
trasplantados y por su citotoxicidad selectiva para las células
transformadas. En afos posteriores, al TNF-a se le describieron papeles
claves en la modulacion de la inflamacién y la inmunidad. Por otra parte, el
TNF-a es capaz de inducir la proliferacién y la diferenciacion de muchos
otros tipos celulares. Se produce principalmente por macréfagos,
monocitos, linfocitos B, fibroblastos, hepatocitos y linfocitos T, en
respuesta a infecciones o condiciones inflamatorias. Como ya se menciond,
TNF-a se expresa como una proteina transmembranal e integral de 26 kDa
de tipo Il con estructura homotrimérica. De este precursor, una forma
soluble de 17 kDa que se libera después de la escisiéon por una enzima
metaloproteasa convertidora de TNF-a denominada TACE (Black et al.,
1997). Tanto soluble o unida a membrana TNF-o es bioldgicamente activo,
y mientras la forma soluble actia como una molécula efectora a distancia
de la célula productora, la forma unida a membrana probablemente tiene
un papel especifico en las respuestas de TNF-a localizadas (Xiao-Ming &
Zheng, 2003).

SENALIZACION DE TNF - R1

Las senales intracelulares procedentes de la activacion de TNF-R1 son
extremadamente complejas y pueden conducir a multiples respuestas en
las células, tan opuestas como que ocasione proliferacion celular,
inflamacién o la muerte celular. Sin embargo, la mayoria de las células
tratadas con TNF-a, no se someten a Apoptosis, lo que sugiere el
predominio de senales de supervivencia sobre las sefiales de muerte en
circunstancias normales y el constante requerimiento de proteinas
supresoras de estimulos apoptoticos. La expresion de estas proteinas anti
apoptoéticas es probable que sea controlada por la actividad del factor de
transcripcion NF-kB, ya que la inhibicion de ésta sensibiliza a las células a
una induccién de apoptosis con TNF-a.
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Una vez comprometido el receptor TNF-R1 a una senalizacion apoptotica,
éste sufre cambios conformacionales en su dominio intracelular, que
ocasiona el reclutamiento de varias proteinas adaptadoras citoplasmaticas,
éstas poseen un DD homologo a través del cual interactuaran con el
receptor. Una de las peculiaridades que tiene TNF-R1 es que es el unico
receptor capaz de reclutar a una molécula con DD homologo capaz de
detener el estimulo apoptotico. Esta es la proteina Silenciadora de
Dominios de Muerte (SODD, por sus siglas en inglés, que de una manera
muy efectiva evita la auto agregaciéon de otras proteinas con DD
apoptoéticas y el inicio de la senalizacion (Jiang et al., 1999). De no ser
reclutada SODD, TNF-R1, permite que la proteina adaptadora TRADD
(Dominio de Muerte Asociado a TNF-R) se una al DD del receptor. TRADD
funciona como una proteina de acoplamiento que recluta a varias
moléculas de senalizacion para el receptor activado, tales como FADD,
TRAF-2 (Factor 2 de asociacion a TNF-R), RIP (Proteina de Interaccién con el
Receptor) y RAIDD (RIP asociada por ICH-1 a proteina CED-3 homoéloga con
Dominio de Muerte). Estas proteinas no tienen actividad enzimatica, a
excepcion de RIP, que posee actividad cinasa de Serina- Treonina, aunque
el papel de ésta aun falta por esclarecerse.

RIP si se une a RAIDD activa una muerte mediada por el reclutamiento de
Caspasa -2 (Duan & Dixit, 1997). RIP también puede asociarse con TRAF-2 y
estimular vias de supervivencia (Wajant & Scheurich, 2001). La primera es
mediada por senales a través de la activacion de la proteina cinasa NIK
(Cinasa de NF-kB), que activa el complejo IKK que consta de las proteinas
IKK (IKKT), IKKB (IKK2) e IKKy o (NEMO), esto conduce a la fosforilacién del
inhibidor IxBa, lo que permite a NF-kB trasladarse al nucleo e iniciar la
transcripcion de sus genes diana. La segunda ruta implica la Proteina
Activada por Mitogenos (MAPK) que activa a JNK y esto consecuente a
MEKK-1 (Proteina Activada por Mitogeno/ERK Cinasa-1) y JNKK (JNK Cinasa).
Estas activan varios factores de transcripcion, incluyendo c-Jun, ATF-2
(Factor Activador de la Transcripcion 2) y AP-1. Ademas se ha demostrado
que TRAF-2 se unen a las proteinas anti apoptoéticas IAP’s -1 y -2, para
formar un complejo receptor de sefalizacion que inhibe la via apoptética,
posiblemente facilitando la ubiquitinizacién y la degradacién de la Caspasa
-8 (Huang et al., 2000; Wang et al., 1998).

La Unica via conocida de induccion de muerte celular Apoptotica es la
reflotacién de FADD para la subsecuente activacion de Caspasa -8, a través
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de una via similar, aunque probablemente no idéntica, a la desencadenada
por FAS-R (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

Figura 3. Representacion esquematica de la via de sefializacién canénica de TNF-R1/CD120a,
provocada tras el acoplamiento de TNF-« al receptor (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

RECEPTORES TRAIL

Los receptores TRAIL también llamados, afines por APO-2-L o TRAIL-L, son
un conjunto de cinco isoformas proteicas afines al mismo ligando. Dos de
ellos, TRAIL-R1, también llamado DR4 y TRAIL-R2, o DRS5, Killer o TRICK2,
se consideran receptores de muerte reales, esto debido a que presentan
dos dominios ricos en cisteina en su region citoplasmatica, mejor
conocidos como dominios de muerte o DD, que permiten transducir la
senal apoptotica. TRAIL-R1 se expresa en la mayoria de los tejidos
humanos, incluyendo el bazo, timo, higado, leucocitos de sangre
periférica, linfocitos T activados, intestino delgado y algunas lineas de
células tumorales (Golstein, 1997). La expresion de TRAIL-R2 tiene una
distribucion ubicua tanto en tejidos normales y lineas celulares tumorales,
pero es particularmente alta en el bazo, leucocitos de sangre periférica, y
linfocitos activados. Otros dos receptores TRAIL-R3 y TRAIL-R4 conocido,
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son los llamados receptores sefiuelo. Aunque son bastante similares a
TRAIL-R1T y TRAIL-R2 en sus regiones extracelulares y transmembrana,
TRAIL-R3 y TRAIL-R4 carecen de un dominio de muerte, o poseen un
dominio de muerte no funcional, por lo tanto, la unién de TRAIL ligando a
estos receptores no provoca induccion a Apoptosis. De igual forma la
transcripcion de TRAIL-R3 y TRAIL-R4 se expresan en tejidos humanos
sanos, pero no en la mayoria de lineas celulares de cancer (Golstein, 1997).
La distribuciéon preferencial de los receptores sefiuelo en los tejidos
normales, junto con su capacidad para competir con los inductores a
muerte tras la union de TRAIL ligando, se cree es para otorgar mayor
resistencia de las células normales ante sefiales de apoptosis vagas (Xiao-
Ming & Zheng, 2003).

El quinto receptor identificado con afinidad hacia TRAIL ligando, es el
receptor de la Osteoprotegerina (OPG-R), que interactua también con el
Factor de Diferenciacion de los Osteoclastos (ODF), otro miembro de la
familia de TNF. OPG-R también puede actuar como un receptor sefiuelo,
porque se une de manera eficiente a TRAIL-L, pero no induce Apoptosis
(Truneh et al., 2000).

TRAIL LIGANDO (APO-2L)

TRAIL-L/APO-2L se identifico en 1995 mediante el tamizado de bases de
datos de DNA, que tomaron como referencia las homologias de secuencia
de otros miembros, tanto ligandos como receptores de la familia TNF
(Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996). Particularmente se encontrdé una
homologia de secuencia muy alta con FAS-L, pero tras estudios, no se
encontro union a FAS-R o cualquiera de los otros receptores previamente
conocidos de los receptores de TNF (TNF-R).

El gen que transcribe para TRAIL-L se encuentra ubicado en el cromosoma
3 vy su RNAm, se expresa constitutivamente en muchos tejidos, es una
proteina transmembrana de tipo Il de 281 aminoacidos que puede ser
escindida por metaloproteasas para generar una forma soluble (Wiley et al.,
1995; Ashkenazi & Dixit, 1999). La forma integra y biol6égicamente activa
de TRAIL-L es un homotrimero con un residuo de cisteina en la posicion

230, que cuenta con la presencia de un ion Zn?*, el cual es esencial para el
correcto plegamiento y actividad. TRAIL-L parece desencadenar Apoptosis
mas especificamente en lineas celulares tumorales y xenoinjertos de tumor
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que en células normales, aunque la razéon de esta sensibilidad diferencial
aun no se ha explicado (Xiao-Ming & Zheng, 2003).

SENALIZACION DE TRAIL- R1 y TRAIL -R2

Asi como FAS-R, en TRAIL- R1 y TRAIL -R2 tras su correspondiente
activacion, se reclutan a la proteina adaptadora FADD y posteriormente
esta por medio de su DED interactua con Caspasa -8 o Caspasa -10, para la
formacién de los DISC (Kuang et al., 2000). FADD y las Caspasas -8 6 -10
no sé6lo son componentes integrales del DISC en el receptor TRAIL, también
son esenciales para la apoptosis inducida por el mismo. Ambiguamente,
TRAIL- R1 y TRAIL-R2 parecen desencadenar Apoptosis a través de una via
similar a la activada por FAS-R (Peter, 2000).

Varios informes también muestran que TRAIL, ademas de inducir la muerte
celular, promueve la activacion de NF-kB y JNK a través de vias,
independientes. En particular, TRAIL-R1, TRAIL-R2, y TRAIL-R4 se ha
demostrado que activan a NF-kB a través de una cascada de senalizacién
TRAF2-NIK-IKKo/B, mientras que TRAIL-R1 induce la activacion de JNK
mediante un TRAF2-MKK1-MKK4. Esto sugiere una bifurcacion en la via de
senalizacion para activar TRAF2 similar a la descrita para TNF-R1. TRAF-2
no se asocia directamente con alguno de los receptores de TRAIL, es
concebible que esta via requiera de un adaptador de proteinas aun no
identificado que no sea TRADD o FADD (Hu et al., 1999). Curiosamente, la
activacion de NF-kB no es suficiente para bloquear la apoptosis inducida
por TRAIL, lo que sugiere que esto podria ser simplemente un
epifenomeno (Walczak & Krammer, 2000).
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Figura 4. Representacion esquematica de la via de sefalizacién candnica de los receptores TRAIL.
Solo en TRAIL-R1 y TRAIL-R2, se observa la formacion del DISC tras el acoplamiento de TRAIL-L (Xiao-
Ming & Zheng, 2003).

1.7 CASPASAS

Las Caspasas pertenecen a la familia de cistein proteasas (Cisteyn
Aspartato Specific Protease), que cortan las cadenas proteicas ubicadas
después de residuos de acido aspartico (Alnemri et al., 1996). Son
proteasas altamente conservadas a lo largo de la evolucion (Stennicke et
al., 1998). Estan presentes normalmente en las células sanas como
zimogenos (precursores inactivos) con poca o nula actividad y deben
someterse a una proteodlisis para su activacion la cual ocurre en el proceso
apoptoético (Creagh et al., 2003).

Las Caspasas activas fragmentan muchas proteinas celulares vitales como
las de la familia de las Bcl-2 o actian en varios substratos nucleares,
ademas de que activan proteoliticamente enzimas tales como la DNAsa
DFF40/CAD que contribuyen a la destruccion celular (Janeway et al., 2000).
La familia génica de las Caspasas contiene 14 miembros en mamiferos de
los que se conocen 12 enzimas humanas (Figura 5).
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El analisis filogenético indica que esta familia de genes esta compuesta por
dos grandes subfamilias que estan relacionadas con ICE (grupo
inflamatorio) o con el homologo de mamiferos de CED-3 (grupo
apoptotico). Las Caspasas comparten similitudes en la secuencia de
aminoacidos, en la estructura y especificidad de sustratos (Alnemri et al.,
1996).

Las Caspasas, contienen tres dominios: un prodominio N-terminal, una
subunidad grande (p20) que contiene el centro activo con cisteina dentro
de un motivo conservado QACXG y una subunidad pequena (p10) en el C-
terminal. Las Caspasas iniciadoras poseen un prodominio mayor que las
Caspasas efectoras que contiene dominios como los de reclutamiento vy
activacion de Caspasas (CARD) en el caso de Caspasa -2 y Caspasa -9, o
efectores de muerte celular (DED) en el caso de Caspasa -8 y -10, que le
permite interactuar con otras moléculas que regulan su activacion.

Las Caspasas son unas de las proteasas mas especificas con un
requerimiento inusual y absoluto de cortar después de un residuo de Acido
Aspartico (Asp). Para maduracion del zimdgeno se requieren de un
minimo de dos cortes, uno que separe el pro-dominio de la subunidad
grande y otro que separe la subunidad pequena. La presencia de Asp en
los motivos de corte para la maduracion es consistente con la habilidad de
las Caspasas de auto activarse o de ser activadas por otras Caspasas como
parte de una cascada de amplificacién (Pistritto et al.,, 2002; Rai et al.,
2005).

Figura 5. Representacion esquematica de la familia génica de las Caspasas en mamiferos, de las
cuales Caspasa -9, -2, -8 y -10 son iniciadoras al poseer un dominio CARD o DED, mientras las
Caspasas -3, -7 y -6 son efectoras y llevan a cabo los cambios morfolégicos principales en la
célula durante la Apoptosis (Riedl & Shi, 2004).
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Se conocen mas de una docena de Caspasas las cuales pueden participar
en tres vias de senalizacion principalmente:

1 Activadoras de citocina inflamatorias como es el caso de las
Caspasas -1, -4, -5, -11, -12, -13, y -14 (Martinon & Tschopp, 2007).

1)) Iniciadoras o precursoras de muerte celular: Caspasa Pro-Apoptoticas
-2, -8, -9, -10 y -12, que son generalmente consideradas como las
responsables de iniciar la cascada de activacion durante la apoptosis.
Estas Caspasas tienden a tener pro-dominios largos N- terminal, los
cuales presentan motivos de interaccion proteina-proteina que son
Los Dominios Efectores de Muerte (DED), el cual es el caso de
Caspasa -8 y -10 y los Dominios de Reclutamiento de Caspasas
(CARD) en donde se encuentran las Caspasas -1, -2,-9 y -12.

llI)  Ejecutoras o efectoras: 3, 6 y 7 que se encargan de la destruccion
efectiva de las células (Elmore, 2007). Las Caspasas efectoras son
responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos que
ocurren en las células apoptoticas.

Cabe mencionar que la Caspasa -8 puede activar a la proteina apoptodtica
BiD mediante protedlisis, la cual se transloca a la mitocondria para
cooperar con BAX y BAK, provocando poros en la membrana y la liberacion
automatica de proteinas mitocondriales apoptoticas. Por lo cual, la proteina
BiD puede ser el puente de union de dos vias apoptdticas que se
mencionaran a continuacion.

1.8 ACTIVACION DE LAS CASPASAS

Las Caspasas como ya se habia mencionado, son cimdgenos que necesitan
ser activados para llevar a cabo el proceso apoptotico, existen varios
mecanismo de activacion que pueden ser Trans-activaciones, por corte
proteoliticos de otras Caspasa o por auto activacion (Caballero & Mora
2002). Dicha activacion requiere de un minimo de dos cortes, uno que
separe la subunidad grande y otro que separa la subunidad pequena, la
enzima se madura a un heterotetramero compuesta por dos heterodimeros
constituidos por dos sitios cataliticos (Thornberry & Lazebnik, 1998). La
presencia de residuos de aspartico en el sitio DED separacion de las
subunidades se relaciona con la capacidad de las Caspasa de ser activadas
entre ellas, o auto activarse (Pistritto et al., 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Representacién esquematica de la estructura de las Caspasas donde se muestran las dos
subunidades: Grande (p20) y Pequefa (p10), asi como un prodominio, en donde se lleva a cabo el
corte de residuos de Acido Aspartico (Asp), para ocasionar la activacion (Oocities.org)

Existen diferentes mecanismos de activacion entre las Caspasa iniciadora y
efectoras, por ejemplo se ha propuesto mecanismo de activacion por
medio de dimerizacion en caso de las iniciadoras y de escision en caso de
las efectoras (Riedl & Salvesen, 2007).

Activacion por dimerizacion: Ocurre principalmente en las
iniciadoras, las cuales se encuentran en monomeros inertes que
requieren homo dimerizacion para su activacion (Boatright &
Salvesen, 2003; Shi, 2004). Se requiere la participacion de ciertas
proteinas para la formacion de complejos activadores, esto ocurre
cuando los prodominios de las Caspasas, se unen especificamente,
los cuales pueden ser los DEDs (Dominios Efectores de muerte) de
las Caspasa -8 y -10 y los CARDs (Dominios de reclutamiento de
Caspasas) pertenecientes a las Caspasa -1, -2, -9 y -12. Estos
dominios les sirven para unirse a otras proteinas o plataformas de
activacion, que al reclutar moléculas de Caspasas, las acercan
permitiendo su activacion; el reclutamiento exige un aumento local
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de la concentracion de la Caspasa y genera la actividad por la
dimerizacion inducida por la proximidad (Riedl and Yigong 2004).

= Activacion por escisiéon: se lleva a cabo en las efectoras por escision
proteolitica en un residuo de aspartico, para separa las subunidades
pequenas y grandes, mencionada anteriormente (Shi Yiogong, 2005).

1.9 FUNCIONES PRINCIPALES DE LAS CASPASAS EFECTORAS
EN LA APOPTOSIS

Las Caspasa efectoras 3, 6 y 7 tienen una funcion especifica y definida,
que dan como consecuencia la muerte celular: Caspasa -3: Es la encargada
de activar a CAD/DFF40 una DNAsa responsable de la fragmentaciéon del
DNA, al ser liberada de su inhibidor ICAD (Inhibidor de la
Desoxiribonucleasa activada por Caspasas), cabe mencionar que CAD
nucleasa de 40 kDa fragmenta el material genético en 50 a 300 Kilobases
(Kb) vy posteriormente en pequenos fragmentos de 180 a 200 pares de
bases (pb) y multiplos de ellos, por corrimiento electroforético generan lo
que se conoce como patron en escalera o escalera de la muerte. Caspasa
7. Elimina a PARP (Poli ADP ribosa), molécula implicada en la maquinaria
celular para reparar el dano en el DNA. Caspasa -6 es la encargada de
activar la via que conduce a la condensacion de la cromatina y participa en
la destrucciéon de la lamina nuclear y proteinas del citoesqueleto: laminina,
actina, gelsolina, vicentina, etc. (Buendia et al., 1999).
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2. JUSTIFICACION

A pesar de los programas de deteccion oportuna implementados por las
instituciones de salud publica, el CaCU continua siendo la segunda causa
importante de muerte por cancer en mujeres de nuestro pais.

Por esta razon, desde hace décadas se han movido innumerables recursos
humanos, técnicos y economicos a instituciones de investigacion que
trabajan en esclarecer y comprender los mecanismos moleculares que
utilizan las células tumorales para su sobrevivencia.

Sumados a estos esfuerzos y con el fin de intentar establecer nuevas
alternativas terapéuticas, se ha empleado la administracion sistémica de
IL-2 para activar la respuesta inmunologica antitumoral e inducir regulacion
en proteinas claves mediadoras del fendmeno de la apoptosis.

En particular, en el Laboratorio de Oncologia Celular de la FES-Zaragoza, se
han obtenido resultados positivos con las lineas de CaCU CALO e INBL que
han sido cultivadas en presencia de 100 Ul/mL de esta citocina,
obteniéndose una inhibicién de la proliferacién in vitro e in vivo. Por esta
razon es preciso seguir en la linea de investigacion y tratar de dilucidar
aspectos que nos ayuden a comprender mas la biologia de las células de
CaCu.

El CaCU es una las principales causas de muerte por neoplasias malignas
entre las mujeres mexicanas. Por lo cual, en la actualidad se buscan
alternativas para el tratamiento de este tipo de cancer. Al respecto nuestro
grupo de trabajo desarrolla diferentes lineas de investigacion con el
propoésito de contribuir al conocimiento de los mecanismos de regulacion
de la proliferacion de las células de este tipo de cancer. Hasta el momento
se ha demostrado la presencia del receptor para IL-2 (RIL-2) en células de
CaCU, tanto en cortes histolégicos, como en cultivos celulares observando
que existe una expresion diferencial de dos de las tres subunidades, que
conforman el receptor, dependiendo del estadio del tumor.

Por otro lado, experimentos realizados con las lineas de CaCU; CALO e
INBL, establecidas en nuestro laboratorio, confirman que 100 Ul/mL de IL-2
tienen un efecto inhibidor de su proliferacion in vitro, la cual se repite en
modelos in vivo teniendo como resultado la reduccion en un 80% de masas
tumorales. Sin embargo, poco se sabe de los procesos moleculares que
estan siendo regulados por IL-2, por esta razon, el presente trabajo tiene
como objetivo estudiar la participacion de IL-2 en la regulacion de la
expresion del RNA mensajero de genes implicados en el inicio de la
cascada de senalizacion de la muerte celular tipo apoptotica en CALO e
INBL.
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3. HIPOTESIS

Se ha comprobado que 100 Ul/mL de IL-2 recombinante humana exdgena,
inhibe la proliferacion de células de las lineas de CaCU CALO e INBL, esto
debido a que regula la expresion de la proteina caspasa -3 y del RNAm de
caspasa -8, esta ultima necesaria en la Apoptosis via extrinseca mediada
por receptores de muerte. Por lo tanto, si cultivamos a estas mismas lineas
en presencia de 100 Ul/mL de IL-2, induciremos una regulacion positiva en
la transcripcion de RNAm para los receptores de muerte FAS-R, TRAIL-R2 y
TNF-R1, asi como para el RNAm de la proteina adaptadora FADD.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de la IL-2 en la regulacion de la expresion de
genes implicados en la muerte celular tipo apoptotica via extrinseca (FAS-R.
TRAIL-R2, TNF-R1 y FADD) de las lineas de CaCU CALO e INBL.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cultivar las lineas celulares CALO e INBL y estimularlas ante
100 Ul/mL de IL-2.

2. Extraer y purificar el RNAm de las lineas celulares de CaCU CALO e
INBL cultivadas en presencia de 100 Ul/mL de IL-2, asi como la de
sus controles.

3. Retrotranscribir las muestras de RNAm y amplificar el cDNA por
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) wusando los
oligonucleotidos: FAS-R, TRAIL-R2, TNF-R1 y FADD.

4. Analizar los amplificados por la técnica in silice de densitometria
para comprobar la expresion total en nano gramos (ng) del
amplificado por PCR.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material bioldgico consistio en lineas celulares derivadas de CaCU: CALO
e INBL (Tabla 2), las cuales fueron obtenidas del material crio preservado
de la Unidad de Investigacion en Diferenciaciéon Celular y Cancer,
Laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM.

Linea Estadio HPV Caracteristicas
Celular clinico
CALO ]33 18 Carcinoma de origen epidermoide de

células grandes no queratinizadas. No
metastasico.
INBL IVB 18 Carcinoma de origen epidermoide de
células grandes no queratinizadas.
Metastasico.

Tabla 2. Caracteristicas de las lineas celulares de CaCU CALO e INBL. (Caceres et al, 2001; Rangel-
Corona et al, 1998)

5.2 CONDICIONES DE CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares CALO e INBL se cultivaron en medio de cultivo
RPMI-1640™<®o4®. syplementado con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino)©®<©,
previamente desactivado a bano maria por 30 minutos a 57°C, en botellas
de cultivo de 75cm?3©"NO tratadas para cultivo de células adherentes en
monocapa. Los cultivos fueron mantenidos bajo condiciones constantes a
37°C, con un pH de 7.0-7.2 y con una atmosfera hiumeda saturante al 5% de
C02 en una incubadora(FORM SCIENTIFIC EE.UU.)-

Las células tumorales CALO e INBL en fase de confluencia fueron separadas
del sustrato con la solucion Verseno, transferidas a tubos conicos@No de
15mL, centrifugadas en una centrifuga clinica®"#®® a3 1500 rpm y re
ingresadas a botellas de cultivo de 25cm3“*®™N® tratadas para cultivo de
células adherentes en monocapa, para comenzar el protocolo de ensayo
experimental. A estos cultivos celulares, se les realiz6 una sincronizacion
celular para que partieran del mismo punto en su ciclo celular (G1), esto se
logro cultivandolas por 24h en ausencia del SFB.

La densidad y viabilidad de las células tumorales en el cultivo fueron
expresadas en camara de Neubauer®MeRICAN OPTICAL USA v ayaluadas por técnica
de exclusion con azul de tripano®“™?, Estableciendo como valor minimo de
viabilidad 95%.
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5.3 TRATAMIENTO CELULAR CON IL-2 EXOGENA EN CALO E
INBL

Los ensayos experimentales partieron de 1x10° células en ambas lineas
celulares CALO e INBL, las cuales fueron cultivadas en presencia de IL-2
recombinante humana®® =stem  (]L-2) a 100 Ul/mL. Los cultivos fueron
mantenidos en incubadora®orM SCENTIFIC, EE- W) 3 370C . con un pH de 7.0-7.2 y
con una atmosfera humeda saturante al 5% de CO,. Durante los diferentes
tiempos de 24h, 48h y 72h, para posteriormente realizar una extraccion de
RNA total.

Se realizaron cultivos celulares en ausencia de IL-2 a 100Ul/mL, empleando
las mismas condiciones antes mencionadas, los cuales fueron utilizados
como controles en el presente estudio.

Los tiempos de estudios establecidos para medir la expresion del RNAm de
los receptores de muerte FAS-R, TNF-R1, TRAIL-R2 y de FADD, en células
estimuladas y no estimuladas con IL-2 se establecieron para ambas lineas
celulares CALO e INBL, a los lapsos de 24, 48 y 72 horas. La razén se
fundamenta en trabajos previos, donde se observa que en ambas lineas
celulares, tras el estimulo con 100 Ul/mL de IL-2, se potencializa la
expresion del RIL-2 de una forma funcional a tiempos largos (48 Hrs) y que
son capases de desencadenar senalizacion, por ejemplo; Patrones de
fosforilacion de tirosina - cinasa de diferentes proteinas, como la cinasa
JAK-3, STAT-3 y STAT-5 (Rocha et al, 2004).

5.4 EXTRCCION DE RNA TOTAL

Transcurridos los tiempos de interaccién con IL-2®&svstems) |35 células fueron
lavadas con 5mL de solucidn PBS(VerApéndice . Y posteriormente despegadas de
su sustrato con la solucidon Verseno ..., Para transferirlas a tubos
conicos estériles N de 15mL, se centrifugaron en una centrifuga clinica
BIOHAZARD 3 1500 rpm durante 5 minutos, se elimino el sobrante de la solucion
Verseno, . .., bara después agregar la solucion TRIzo|"™VTROCEN  de
isotiocianato de guanidinio.

El boton celular se homogenizé en 1mL de la solucion de TRIzol™ WO an
tubos de micro centrifuga®™ " de 2mL, donde se dejé reposar durante 15
minutos a temperatura ambiente, para favorecer la lisis y disociacion de los
complejos de nucleoproteinas. Transcurrido el tiempo, se anadieron 200 pL
de cloroformo en grado para biologia molecular®™ |ogrando asi una
emulsion, la cual se agito vigorosamente en un Vortex®N"" por 2 minutos,
para incubarlos por 5 minutos a 4°C. Una vez finalizada la incubacién, se
centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C, con esto
conseguimos la separaciéon de la mezcla en 3 fases (organica, acuosa y
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lipidica/proteica), nuestras distintas formas de RNA se encuentran en la
fase acuosa la cual se aisla y se transfiere a tubos para micro
centrifuga®™=™® de 1.5mL en donde se mezclan con 500 pL de
isopropanol en grado para biologia molecular®" con el fin de bajar el
coeficiente de floculacion y precipitar el RNA. Este proceso puede ser algo
lento, por lo tanto se incubaron las muestras durante 24h a -4°C para
promover dicho efecto, pasada la incubacién de toda la noche, las
muestras se centrifugan a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C, la
finalidad es obtener un pequeno pellet al cual se le retira el sobrenadante y
se le lava y purifica con TmL de etanol en grado para biologia molecular®’
SR frio al 70%, asegurandose de que se mezcle bien el pellet. Se
centrifuga una ultima ocasién a 7500 rpm durante 10 minutos a 4°C, para
posteriormente quitar el sobrenadante y dejar evaporar el etanol durante
90 minutos, para conseguir el mayor grado de sequedad en las paredes
laterales del micro tubo de centrifuga. El precipitado obtenido se re
suspende en 20pL de agua libre de RNAsas ™™™ conservando el stock a -
72°C.

5.5 CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La concentracion de RNAmMm se determin6 y normalizd6 en un
biofotdmetro®orhoometer. Eppenderd " nara jgualar las concentraciones. Se realiz6 por
muestra una dilucion 1:50 tomando 4L del stock de la extraccion total de
RNA vy resuspendiendo en 196 pL de agua inyectable estéril®™®, las
muestras se colocaron en una celdilla®™®®" permeable a la luz UV.
Posteriormente se realizo la lectura en el biofotdémetro®Orhotometer. Eppendord 13 g
determinar las concentraciones de RNAm (ug/mL), se tomaron las
absorbancias de 260nm y se relaciona con la absorbancia 280nm para
obtener un valor que nos indica su estado de pureza. Para un grado de
pureza 6ptimo e indicativo de no degradacion de RNA se tomo el valor de
260/280nm superior a 1.5 e inferior a 2.0. Se aplico la relacion existente
en el Apéndice | para el calculo de la cuantificacion espectrofotométrica de
acidos nucleicos, en este caso el RNA, de 1 unidad de densidad optica
(10D) equivale a 40ug/mL.

Para mayor seguridad sobre la integridad y pureza de la muestra, se
realizo un gel de integridad del RNA total en agarosa nativa al 1.5%, con la
finalidad de observar dos bandas muy conspicuas que corresponden a la
unidad 28S y a la unidad 18S del RNA ribosomal, este par de bandas serian
indicativo del correcto manejo y de la no degradacion de las muestras.
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5.6 RETROTRANSCRIPCION (RT)

Esta técnica permite la generacion de una doble cadena de acido
desoxirribonucleico (DNA) a partir de la extraccion del acido ribonucleico
(RNA) de cadena simple, mediante la utilizacion de retrotransciptasas de
retrovirus.

La concentracion de RNA utilizado para la técnica fue de 2pg para cada una
de las muestras, para lo cual se utilizo un kit de RT-PCR®Y€A en el que
para el caso de la RT se establecieron las condiciones proporcionadas en la
Tabla 9 del Apéndice | para cada reaccion (Rx).

Toda la manipulacién de reactivos y muestras se realizd en frio y
resuspendiendo a la incorporacion de cada uno de los reactivos.

Las Rx se colocaron en un termociclador®?eporr ETaNoar o] cyal fue
programado a 42° C durante 1 hora. El cDNA obtenido se conservoé a -4°C.

5.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Con los cDNA obtenidos, producto de la RT, se llevd a cabo la PCR
utilizando una concentracién inicial de 4pg/pL, las condiciones
establecidas por Rx puede verse en la Tabla 10 del Apéndice I, se utilizo6 el
kit Go tag Polimerasa®™°"«® = se multiplicaran por el numero de muestras
(Controles y tratamientos con IL-2). Toda la manipulacién de reactivos y
muestras se realizd en hielo y resuspendiendo tras la incorporacion de
cada uno de los reactivos.

El programa usado en termociclador®?NPorRFETANDAR cqonsistio en los siguientes
pasos:

* Paso 1: 94°C por 6 minutos - Fase de desnaturalizaciéon del DNA
e Paso 2: 55.9°C (FAS-R), 56.6°C (TNF-R1), 57.5°C (TRAIL-R2), 52.7°C
(FADD) y 52.6°C (B Actina) durante 2 minutos - Fase de alineamiento
del DNA. (Temperaturas optimas recomendadas para cada Primer
(hoja técnica del proveedor®oMEem)
e Paso 3: 72°C por 2 minutos - Fase de extension de DNA.
e Paso 4: 94°C 45 segundos - Fase de disociacion.
* Paso 5: Se repite 30 veces del paso 2 al 4
e Paso 6: 20°C por 30 minutos. -Fase de Estabilizacion
Cada Rx y condicion de RT-PCR fue reproducida para los siguientes
primers:
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Gen Secuencia del primer sentido Pares ™ %G-C

(5°-37) y anti sentido (3’ - 5’) de °O)
Bases
(pb)

FAS-R 5’ - TCA GTA CGG AGT TGG GGA AG - 3’ 207 55.9 559%
3’ - CAG GCC TTC CAA GTT CTG AG -5’

TNF-R1 5’ - GAG AGG CCA TAG CTG TCT GG - 3’ 218 56.6 559%
3’ - GTT CCT TTG TGG CAC TTG GT - 5’

TRAIL-R2 5’ - AGA GAG AAG TCC CTG CAC CA - 3’ 184 57.5 559%
3’ - GTC ACT CCA GGG CGT ACA AT - 5’

FADD 5°- CTC CAA GGA AAT GGG ACA AA - 3~ 289 52.7 45%
5°- GAG GTT CCT TTACCC TGT TT - 3~

B ACTINA 5’ - GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG - 3’ 234 52.6 50%

3’ - GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG - 5’

Tabla 3. Secuencias de los primers. Se muestran las pares de bases de cada uno de los primers
utilizados para la deteccion de los distintos genes de interés involucrados en el trabajo (FAS-R, TNF-
R1, TRAIL-R2 y FADD), asi como B-Actina usada como un control interno de la técnica. Estos fueron
disefiados con ayuda del software Primer 3® y probados in silice antes de su sintetizacion en el
software Electronic-PCR™

5.8 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA NATIVA

Para visualizar la expresion del producto obtenido de la PCR
semicuantitativa de cada una de las muestras se realizé una electroforesis
con 4pl del producto amplificado en un gel de agarosa nativa al 1.5%.

Para la preparacion del gel de agarosa, se pesaron 1.5g de agarosa nativa
la cual se diluyé con 100 mL de TBE 1X Para tener un mejor
homogeneizado la dilucion se calenté durante 4 minutos
aproximadamente. Después se monté y calibr6 la camara de
electroforesis©" ¥ ") para verter la dilucion de agarosa nativa mas 15ul de
bromuro de etidio en grado de biologia molecular®™* inmediatamente
se colocd un peine con el numero de pozos deseados de una capacidad de
15pul cada uno.

Terminado el tiempo de polimerizacion de la agarosa (20 minutos
aproximadamente) se procede a retirar el peine, con el fin de dejar libre
cada uno de los pozos en donde ira la muestra, después se inunda la
camara con aproximadamente 600mL de buffer de corrida (TBE O.5X)(Ver

Ver Apéndice° "
50

Apéndice IIl)

osteriormente se colocaron 4pul de muestra por pozo y en uno extra se
coloca la escalera de pares de bases(CENERULER 25-700P8, THERMO SCIENTIFIO  F| tjempo de
corrida es aproximadamente de Thora a 80-90 volts.

En la electroforesis hay un movimiento de particulas cargadas en un campo
eléctrico, los acidos nucleidos estan cargados de forma negativa debido a
su esqueleto de grupos fosfato, por lo tanto migraran hacia el catodo. De
tal manera la electroforesis de acidos nucleidos es el método habitual para
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separar, identificar y purificar moléculas o fragmentos de DNA y RNA en
funciéon de su tamafno y movilidad.

La utilizacion del quimico bromuro de etidio en grado de biologia
molecular®°"<r es para la visualizacion de los acidos nucleicos. Este
colorante tiene la propiedad de intercalarse entre las bases nitrogenadas,
especificamente con las purinas adenina y guanina, y hacer visible la doble
hebra en un tono naranja-rojizo, al ser excitado por radiacion ultravioleta
(100 - 400nm). En el caso especifico de este reactivo, su excitacién inicia a
los 365nm y su pico de excitacién es a los 510nm. Este efecto luminiscente
fue logrado mediante un Transluminador®'" v

De este modo logramos la visualizaciéon del DNA vy la identificacién de los
productos de interés por sus tamanos de amplificado en pares de bases,
comparandolos en relacion al recorrido de cada banda con el marcador o
escalera de pares de bases, asi como la identificacién del RNAr en sus
subunidades 28S y 18S.

La metodologia mencionada se realiz6 en tres ocasiones de manera
independiente para confirmar que los resultados fueran confiables y
reproducibles.

5.9 DENSITOMETRIA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Como ya se ha mencionado, la electroforesis de forma habitual es usada
con el uUnico proposito de separar los componentes moleculares
individuales del DNA, RNA o proteinas en un gel plano. Pero de una forma
mas cuantitativa y exacta, este procedimiento también nos permite
determinar la cantidad de moléculas de un cierto tipo que se encuentren
presentes en cada carril de muestra por medio de un equipo denominado
Sistema de oscuridad controlada para la adquisicion, documentacion vy
analisis de bioimagenes usadas en investigacion protedmica y gendmica,
también conocido como Fotodocumentador, que como indica, fotografia el
gel que contiene las moléculas que han migrado y las cuantifica con ayuda
de un software con el fin de proporcionar en valores numéricos la
intensidad de lumiscencia y concentracion, esto es tabulado y comparado
contra la escalera de pares de amplificadQ(CENERULER 25700PB, THERMO SCIENTIFIO = @
aparte de ofrecer los marcadores especificos de los tamanos de
amplificado, también ofrece concentraciones en microgramos (ug) (Ver
Apéndice 1, Figura 19) y finalmente el resultado es arrojado en nano
gramos (ng) de cada producto amplificado.

En el caso de nuestro grupo de investigacion, utilizamos un
Fotodocumentador®” & " Modelo DigiDoc-it® 120 Imaging System aunado
al software Doc-ItLS Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54, el cual
alimentamos y calibramos en funcion de los protocolos de las técnicas de
RT-PCR, electroforesis en gel de agarosa nativa y los datos de la escalera
de amplificado antes mencionados. Es importante mencionar que este
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software cumple con la norma 21CFR Parte 11 de los requisitos y
reglamentos de los modulos de imagenes opcionales por software para
laboratorios de investigacion (170-9691).

Para el analisis de los resultados, tomamos como valor aceptable de
variacion entre lectura y lectura la cantidad de 0.50 ng, esto en funcién de
lo recomendado por el manual de operacion del equipo de
fotodocumentacion.
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6. RESULTADOS

6.1 INTEGRIDAD DE RNA TOTAL

El Acido Ribonucleico (RNA), es la molécula que dirige las etapas
intermedias en la sintesis proteica mediante tres formas principales (RNAr,
RNAmM y RNAt), la molécula de RNAm esta formada por una cadena de
nucleétidos enlazados mediante enlaces fosfodiéster cargados
negativamente. Cada nucleétido a su vez esta ligado a un monosacarido de
cinco carbonos llamado ribosa. Este RNAm lleva la informacién sobre la
secuencia de aminoacidos para formar las proteinas, desde el DNA, lugar
en que esta inscrita, hasta los ribosomas en el citoplasma, lugar en donde
se traduce y sintetiza la proteina. Es por tanto, una molécula intermediaria
entre el DNA y la proteina, de ahi que se le conozca como "mensajero”.

Por su parte, los ribosomas son una combinaciéon de proteinas y RNA
ribosomal (RNAr), que da como resultado un agregado en varias sub-
unidades; la subunidad mayor contiene tres moléculas de RNAr y la menor,
una. Las proteinas adjuntas a los ribosomas se encuentran sobre el
armazoén constituido por los RNAr, este ultimo es muy abundante y
representa el 80% del RNA hallado en el citoplasma de las células humanas
(Kampers et al., 1996). Los RNA ribosomicos son el componente catalitico
de los ribosomas que se encargan de crear los enlaces peptidicos entre los
aminodacidos de la proteina en formacién, los ribosomas a su vez son
asistidos por un tercer tipo de RNA; Los RNA de transferencia o RNAt que
se encargan de transportar y transferir aminoacidos a la cadena
polipeptidica en crecimiento.

Con el proposito de demostrar la integridad del RNA total (RNAr, RNAm y
RNAt) extraido de las lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO e INBL,
se corrido un gel de agarosa, en el cual se colocaron cada una de las
muestras de RNA total extraido de cada linea celular cultivada a 24, 48 y
72 horas en presencia y ausencia de 100 Ul/mL de IL-2. En el gel de
integridad se observan las bandas correspondientes a la sub-unidad
grande ribosomal (28S) y sub-unidad pequena ribosomal (18S), para las 12
muestras obtenidas. Es de notar en la parte inferior del gel, en los carriles
de las muestras cultivadas en presencia de IL-2, se obtuvieron bandas de
mayor densidad que corresponden al RNAt y RNAm (Figura 7).
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Figura 7. Integridad de RNA total de las muestras de las lineas celulares de carcinoma de cérvix
CALO (C) e INBL (), utilizando el filtro en alto contraste del equipo de Fotodocumentacion
DigiDoc-it®“" v Cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 100 Ul/ml de IL-2. Se observa para las
muestras de ambas lineas celulares la Integridad de las subunidades ribosomales 18Sy 28S, asi
como un aumento en la densidad del mensajero total, de las muestras cultivadas en presencia de
IL-2.

6.2 RT-PCR DE B-ACTINA

La RT-PCR, es una las técnicas fundamentales en los laboratorios de
biologia molecular, es usada para evaluar la regulacion de la expresion
génica debido a su alta sensibilidad. Esta ultima, se consigue al
retrotranscribir unas cuantas copias de RNAm y obtener su cDNA, el cual
mediante el uso de primers especificos se unen por complementariedad de
bases a secuencias diana altamente conservadas de los genes a analizar,
esto permite amplificar millones de veces la region de un gen especifico y
asi medir su expresion. Por lo antes mencionado, en este trabajo se uso la
técnica de RT-PCR para evaluar la regulacion en la expresion del RNA
mensajero, para los genes promotores de los receptores de muerte FAS-R,
TNF-R1 y TRAIL-R2, asi como del dominio de muerte FADD.

En primer lugar se evaluaron las condiciones de la técnica de RT-PCR, para
ello se amplifico el gen para B-Actina, una proteina constitutiva del
citoesqueleto celular. Los datos obtenidos para B-Actina muestran un
producto de amplificacion homogéneo de 234pb para todos los tiempos,
sin cambios en los amplificados de las muestras cultivadas en presencia de
las 100 Ul/mL de IL-2 (Figura 8).
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Figura 8. Productos de amplificacién para B-Actina de las muestras de las lineas de carcinoma de
cérvix CALO (C) e INBL (), utilizando el filtro en alto contraste del equipo de Fotodocumentacion
DigiDoc-it®" & W Cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 100 Ul/mL de IL-2. Se observa un
producto de amplificacién homogéneo de 234 pares de bases para las 12 muestras; pb: Tamafo de
amplificado en pares de bases.

En ocasiones la evaluacion de la expresion genética, producto de la
RT-PCR en geles de agarosa, se vuelve una tarea bastante compleja. Esto
atribuido al hecho de que los cambios de expresidon en la transcripcion de
los acidos nucleicos se reportan en el orden de micro gramos (mg) o nano
gramos (ng). La deteccion de estos cambios de expresion con un ojo
experimentado y bien entrenado, es relativamente facil. Sin embargo,
actualmente existen protocolos de evaluacion de la expresiéon génica los
cuales utilizan software especializados. Por esta razon, en este trabajo los
productos obtenidos de la RT-PCR para todos los genes evaluados fueron
valorados usando la técnica de Densitometria por luminiscencia. Dicha
técnica cuantifica la proporciéon de luz retenida en los acidos nucleicos del
amplificado, permitiendo determinar su masa de manera automatizada
minimizando el rango de error. Ademas, nos permite proporcionar datos
numéricos exactos de la concentracién de cada amplificado genético, con
los cuales podemos comparar y extrapolar los resultados de una forma
cuantitativa sin importar si son originadas por pequenos cambios de la
expresion génica. Para el analisis de los resultados, tomamos como valor
aceptable de variacion entre lectura y lectura la cantidad de 0.50 ng, esto
en funcién de lo recomendado por el manual de operacion del equipo de
fotodocumentacion modelo DigiDoc-it® 120 Imaging System y el software
Doc-ItLS Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54.

Para el caso de la evaluacion densitométrica de los productos de
amplificacion del gen B-Actina, no se observan cambios considerables para
los productos de amplificacién a lo largo de los tiempos, ni de las
muestras cultivadas tanto en presencia como en ausencia de IL-2 (Tabla
4).
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DENSITOMETRIA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION PARA B-ACTINA

Tabla 4. Analisis densitométrico, tomados de los productos de amplificacién para el gen de B-
Actina. (RF: Linea de referencia, I-Max: Intensidad maxima proporcionada en lumens [Im], I-Vol:
Correlacién con los valores de volumen de todas las variables, Masa (ng): Cantidad de acido
nucleico presente en la muestra, Correccion de Fondo: Retoque de la fotografia, Ratio (ng): Es el
diferencial entre los productos de amplificacion de las muestras cultivadas con IL-2 y muestras
cultivadas en ausencia de IL-2. Por lo que es la cantidad en nano gramos que aumenta [+] o
decrementa [-] la masa del amplificado en comparaciéon con su control. Es de notar que para el gen
de B-Actina no se observan variaciones considerables en la concentracion de las muestras al
interaccionar con las 100 Ul/mL de IL-2.

La obtencion de los datos numéricos ademas de proporcionarnos
informacion cuantitativa sobre los cambios de expresién génica, nos dan la
oportunidad de simplificar la informacién y representarla graficamente en
forma de histogramas, para obtener una vista general de la actividad del
gen en las muestras, con respecto al tiempo y ante la ausencia o presencia
del estimulo de 100 Ul/mL de IL-2. En los histogramas producto del
analisis del software Doc-ItLS Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54,
se tabula y compara la intensidad de fluorescencia y la cantidad de pixeles
de cada ancho de banda de las muestras, contra un patréon ya conocido.
Este patrén es la escalera de tamanos de amplificado (CENERULER 25-700P6, THERMO
SCENTFIO 13 cual ademas de darnos referencia sobre el tamano de los
productos de amplificacion, ofrece datos sobre la concentracion de cada
una de sus bandas de amplificado.

Para el caso del gen B-Actina, la representacion grafica permite apreciar la
nula modificacion en la expresidon del gen al interaccionar con IL-2 a los
distintos tiempos de estudio (Figura 9).
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HISTOGRAMA DE ACTIVIDAD DEL GEN B-ACTINA

Figura 9. Representaciones en darea bajo la curva de los valores arrojados por la densitometria,
basada en la intensidad luminica y pixelaje de cada una de las bandas amplificadas del gen B-Actina.
Esta imagen nos permite apreciar de una forma mas clara la condicién de la expresiéon a los
distintos tiempos de estimulo con 100 Ul/mL de IL-2, los cuales se muestran en color verde y
compararlos con sus respectivos controles, mostrados en color blanco. Se nota que en ambas lineas
celulares la expresion de este gen no tiene ninglin cambio significativo a ningin tiempo (24, 48y 72

horas).
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Una vez establecidas las condiciones de la técnica RT-PCR y verificado el
estado de las muestras bioldgicas se procedio a realizar la amplificacion y
analisis densitométrico de los productos de amplificacion para los genes
FAS-R (207pb), TNF-R1(218pb), TRAIL-R2 (184pb)y FADD (289pb).

6.3 RT-PCR PARA FAS-R

Al igual que con el gen de B-Actina, el material biolégico de las lineas
CALO e INBL se cultivo en presencia y ausencia de 100 Ul/ml de IL-2 por
24, 48 y 72 horas. Al analizar el gel de agarosa con los productos de
amplificacion para el receptor de muerte FAS-R, observamos una banda de
207 pares de bases (Figura 10). Se aprecia que los amplificados
provenientes de la linea celular CALO cultivados en ausencia de IL-2, no
muestran variaciones en la concentracién del producto de amplificaciéon
con respecto al tiempo. Sin embargo, cuando las células son cultivadas en
presencia de IL-2 hay una disminucion de la concentracion del producto de
amplificacion a las 24 horas y posteriormente un aumento a las 48 horas.
En el caso de la linea celular INBL, las muestras negativas a IL-2, muestran
un comportamiento heterogéneo con respecto al tiempo, debido a que a
las 48 horas existe una baja en la expresion del gen FAS-R. No obstante,
al ser cultivadas en presencia de IL-2, se observa un incremento
considerable a las mismas 48 horas (Figura 10).

Figura 10. Productos de amplificacion para FAS-R de las muestras de las lineas de carcinoma de
cérvix CALO (C) e INBL (), utilizando el filtro en alto contraste del equipo de Fotodocumentacion
DigiDoc-it®" & W Cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 100 Ul/mL de IL-2. Se observa un
producto de amplificacion de 207 pares de bases, con una concentracién heterogénea para las
muestras cultivadas en presencia de IL-2, especialmente a las 48 horas donde se observa un
incremento notable para ambas lineas celulares; pb: Tamafio de amplificado en pares de bases.

La tendencia antes descrita, para la regulacion de la expresion del gen FAS-
R fue confirmada por el andlisis densitométrico, en donde efectivamente se
observo un alza en la transcripcion del gen FAS-R con el estimulo de 100
Ul/mL de IL-2. Para el caso de CALO es de +1.58 ng y para INBL de +2.30
ng (Tabla 5).
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DENSITOMETRIA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION PARA FAS-R

Tabla 5. Analisis densitométrico, tomados de los productos de amplificacion para el gen de FAS-R.
(RF: Linea de referencia, I-Max: Intensidad maxima proporcionada en lumens [Im], I-Vol: Correlacién
con los valores de volumen de todas las variables, Masa (ng): Cantidad de acido nucleico presente
en la muestra, Correccion de Fondo: Retoque de la fotografia, Ratio (ng): Es el diferencial entre los
productos de amplificacion de las muestras cultivadas con IL-2 y muestras cultivadas en ausencia de
IL-2. Por lo que es la cantidad en nano gramos que aumenta [+] o decrementa [-] la masa del
amplificado en comparacién con su control. En el gen FAS-R, se nota un incremento considerable en
la transcripcion del gen en ambas lineas celulares a las 48 horas de estimulo con IL-2.

Estos valores numéricos fueron usados para la elaboracion de un
histograma de area bajo la curva utilizando el software Doc-ItLS
Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54, en el cual nos permite
apreciar mas facilmente la regulacién de IL-2 sobre la expresion del gen
FAS-R con respecto al tiempo. Es de notar, como ya se menciond, el
considerable aumento de expresion del gen a las 48 horas de estimulo con
IL-2 (Figura 11).
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HISTOGRAMA DE ACTIVIDAD DEL GEN FAS-R

Figura 11. Representaciones en area bajo la curva de los valores arrojados por la densitometria,
basada en la intensidad luminica y pixelaje de cada una de las bandas amplificadas. Esta imagen nos
permite apreciar de una forma mas clara la condicién de la expresiéon del gen FAS-R a los distintos
tiempos de estimulo con 100 Ul/mL de IL-2, los cuales se muestran en color verde y compararlos
con sus respectivos controles, mostrados en color blanco. Se nota que en ambas lineas celulares la
expresion de este receptor aumenta considerablemente al tiempo de 48 horas.
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6.4 RT-PCR PARA TNF-R1

En el caso del receptor para el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-RT1), al
analizar el gel de agarosa con los productos de amplificacién observamos
un tamano de amplificado de 218 pares de bases el esperado para este
gen (Figura 12). Es de notar que los amplificados obtenidos de la linea
celular CALO cultivada en ausencia de IL-2, no muestran variaciones en el
producto de amplificacion con respecto al tiempo, Sin embargo, cuando
las células son cultivadas en presencia de IL-2, se observa, una
disminuciéon considerable a las 48 horas. En el caso de la linea celular
INBL, los productos de amplificacién de las células cultivadas en ausencia
de IL-2, muestran una disminucién gradual del producto de amplificacion
con respecto al tiempo. Cabe destacar que en presencia de IL-2 la
disminucién es mayor (Figura 12).

Figura 12. Productos de amplificacion para TNF-R1 de las muestras de las lineas de carcinoma de
cérvix CALO (C) e INBL (), utilizando el filtro en alto contraste del equipo de Fotodocumentacion
DigiDoc-it®" & W Cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 100 Ul/mL de IL-2. Se observa un
producto de amplificacién de 218 pares de bases con notables disminuciones a los tiempos de
estimulo de 48 horas en ambas lineas celulares; pb: Tamafo de amplificado en pares de bases.

Los productos de amplificacion para el TNF-R1, en ambas lineas celulares,
fueron analizados por densitometria proporcionando valores cuantitativos
de la disminucion en la concentracion del amplificado que IL-2 produce
a las 48 horas. Cabe mencionar que para la linea celular CALO se observa
un decremento de -1.93 ng en el producto de amplificacion en
comparacion con el control, mientras que para la linea celular INBL la
disminucién fue de -1.55 ng. Asimismo, se sigue observando una
disminucién de dicho producto de amplificacion en células de ambas lineas
celulares cultivadas en presencia de IL-2 (Tabla 6).
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DENSITOMETRIA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION PARA TNF-R1

Tabla 6. Andlisis densitométrico de los productos de amplificacion para el gen de TNF-R1. RF: Linea
de referencia, I-Max: Intensidad maxima proporcionada en lumens [Im], I-Vol: Correlacién con los
valores de volumen de todas las variables, Masa (ng): Cantidad de acido nucleico presente en la
muestra, Correccion de Fondo: Retoque de la fotografia, Ratio (ng): Diferencia entre positivos con
estimulo de IL-2 y negativos o controles. Es la cantidad en nano gramos que aumenta [+] o
decrementa [-] en comparacion con su control. Se aprecia una disminucion considerable de este
receptor ante el estimulo de IL-2 al tiempo de 48 horas en ambas lineas celulares, asi como a las 72
horas de estimulo con la citocina.

Asimismo, se presenta el histograma de la regulacion de la expresion del
gen de TNF-R1 en donde se puede visualizar graficamente los datos
numéricos proporcionados por el analisis densitométrico de los productos
de amplificacion efectuados en el software Doc-ItLS Acquisition and
Analysis version 7.1 RC3.54 que confirman la disminucién en la
concentracion del producto de amplificacion cuando las células son
cultivadas en presencia de IL-2 (Figura 13).
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HISTOGRAMA DE ACTIVIDAD DEL GEN TNF-R1

Figura 13. Representaciones en area bajo la curva de los valores arrojados por la densitometria,
basada en la intensidad luminica y pixelaje de cada una de las bandas amplificadas. Esta imagen nos
permite apreciar de una forma mas clara la condicion de la expresion del gen TNF-R1 a los distintos
tiempos de estimulo con 100 Ul/mL de IL-2, los cuales se muestran en color verde y compararlos
con sus respectivos controles, mostrados en color blanco. Se nota que en ambas lineas celulares la
expresion de este receptor decrementa considerablemente al tiempo de 48 horas.
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6.5 RT-PCR PARA TRAIL-R2

En este caso se analiz6 la expresion del gen para el receptor TRAIL-R2. Al
analizar el gel de agarosa con los productos de su amplificacion, se
observa un amplificado de 184 pares de bases (Figura 14). Es de notar que
los amplificados provenientes de la linea celular CALO cultivados en
ausencia de IL-2, muestran una disminucion gradual con respecto al
tiempo del producto de amplificaciéon. Sin embargo, cuando las células
son cultivadas en presencia de IL-2, se observa desde las 48 horas un
aumento considerable del producto de amplificacién. En el caso de la linea
celular INBL, las muestras cultivadas en ausencia de IL-2, muestran una
expresion heterogénea, ya que conforme el tiempo transcurre se observa
una disminucion de la expresion del gen notablemente, las 100 Ul/mL de
IL-2, parecen inducir una regulacion positiva en este receptor desde las 24
hasta las 48 horas (Figura 14).

Figura 14. . Productos de amplificacion para TRAIL-R2 de las muestras de las lineas de carcinoma
de cérvix CALO (C) e INBL (1), utilizando el filtro en alto contraste del equipo de Fotodocumentacion
DigiDoc-it®" & W Cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 100 Ul/mL de IL-2. Se observa un
producto de amplificacion de 184 pares de bases. Se observa que para la linea celular CALO se
notan incrementos a las 48 horas y 72 horas. Por otro lado, en INBL s6lo a las 48 horas de estimulo
con IL-2; pb: Tamafio de amplificado en pares de bases.

Los productos de amplificaciéon para el TRAIL-R2 fueron analizados por
densitometria y asi se verificé el aumento en la transcripcién para este gen
y por lo tanto de la concentracion del amplificado genético, que la IL-2
ejerce sobre este receptor en las lineas celulares de CaCU. Para el caso de
la linea celular CALO se observa un incremento de +0.50 ng a las 24 horas
y de +0.78 ng a las 72 horas, mientras que para la linea celular INBL hay
un aumento de +0.96 ng a las 48 horas (Tabla 7).
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DENSITOMETRIA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION PARA TRAIL-R2

Tabla 7. Valores numéricos proporcionados por el analisis densitométrico de los productos de
amplificacién para el gen de TRAIL-R2. (RF: Linea de referencia, I-Max: Intensidad maxima
proporcionada en lumens [Im], I-Vol: Correlacién con los valores de volumen de todas las variables,
Masa (ng): Cantidad de acido nucleico presente en la muestra, Correccion de Fondo: Retoque de la
fotografia, Ratio (ng): Diferencia entre positivos con estimulo de IL-2 y negativos o controles. Es la
cantidad en nano gramos que aumenta [+] o decrementa [-] en comparaciéon con su control. . Se
aprecia un aumento considerable de este receptor ante el estimulo de IL-2 al tiempo de 48 y 72
horas para la linea celular CALO y a las 48 horas para INBL.

De igual forma se presenta el histograma de regulacion de la expresion
del gen para TRAIL-R2 en donde se puede visualizar graficamente los
datos numeéricos proporcionados por el analisis densitométrico de los
productos de amplificacion efectuados en el software Doc-ItLS Acquisition
and Analysis version 7.1 RC3.54, donde se destaca el aumento en la
concentracion del producto de amplificacion cuando las células son
cultivadas en presencia de IL-2 (Figura 15).
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HISTOGRAMA DE ACTIVIDAD DEL GEN TRAIL-R2

Figura 15. Representaciones en area bajo la curva de los valores arrojados por la densitometria,
basada en la intensidad luminica y pixelaje de cada una de las bandas amplificadas. Esta imagen nos
permite apreciar de una forma mas clara la condicién de la expresion del gen TRAIL-R2 a los
distintos tiempos de estimulo con 100 Ul/mL de IL-2, los cuales se muestran en color verde y
compararlos con sus respectivos controles, mostrados en color blanco. Se aprecia un aumento
considerable de este receptor ante el estimulo de IL-2 al tiempo de 48 y 72 horas para la linea
celular CALO y para la linea celular INBL a las 48 horas.
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6.6 RT-PCR PARA FADD

Por ultimo, se analizo el RNAm de la transcripcion del gen para FADD, ésta
posee un dominio de muerte homologo que puede asociarse a los tres
receptores de muerte en su region citoplasmatica. Tras analizar el gel de
agarosa con los productos de su amplificacion, observamos una banda de
289 pares de bases (Figura 16). Se puede apreciar que los amplificados
provenientes de la linea celular CALO cultivada en ausencia de IL-2,
muestran un aumento a las 48 horas. Sin embargo, cuando las células son
cultivadas en presencia de IL-2, se observa una acentuacion considerable
del producto de amplificacién a los tiempos de 24 y 72 horas. En el caso de
la linea celular INBL, las muestras negativas a IL-2, muestran un incremento
con respecto al tiempo, nuevamente 100 Ul/mL de IL-2, inducen un
incremento considerable para del producto de amplificacion para este gen
desde a las 24 y 72 horas (Figura 16).

Figura 16. . Productos de amplificacion para FADD de las muestras de las lineas de carcinoma de
cérvix CALO (C) e INBL (), utilizando el filtro en alto contraste del equipo de Fotodocumentacion
DigiDoc-it®" & W Cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 100 Ul/mL de IL-2. Se observa un
producto de amplificacion de 289 pares de bases en donde ante el estimulo con la citocina, se nota
un aumento a todos los tiempo de cultivo en ambas lineas celulares; pb: Tamafo de amplificado en
pares de bases.

Los productos de amplificacién para el gen FADD fueron analizados por
densitometria y asi se comprob6 la mejora en la expresion del gen y el
aumento de la concentracion del amplificado genético, que la IL-2 ejerce en
las lineas celulares CALO e INBL. Para el caso de la linea celular CALO se
observan incrementos de +1.09 ng a las 24horas y +0.99 a las 72 horas. En
la linea celular INBL la concentracion aumenta +1.17 alas 24 y +1.01 a las
72 horas (Tabla 8).
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DENSITOMETRIA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION PARA FADD

Tabla 8. Valores numéricos proporcionados por el analisis densitométrico de los productos de
amplificacién para el gen de TRAIL-R2. (RF: Linea de referencia, I-Max: Intensidad maxima
proporcionada en lumens [Im], I-Vol: Correlacién con los valores de volumen de todas las variables,
Masa (ng): Cantidad de acido nucleico presente en la muestra, Correccidon de Fondo: Retoque de la
fotografia, Ratio (ng): Diferencia entre positivos con estimulo de IL-2 y negativos o controles. Es la
cantidad en nano gramos que aumenta [+] o decrementa [-] en comparacion con su control. Se
aprecian que en ambas lineas celulares a los tiempos de 24 y 72 horas, existen incrementos
considerables en la expresion de este gen.

En el histograma de la regulacion de la expresion del dominio de muerte
homologo FADD se muestran graficamente los datos numeéricos
proporcionados por el analisis densitométrico de los productos de
amplificacion efectuados en el software Doc-ItLS Acquisition and Analysis
version 7.1 RC3.54, donde se destaca el aumento en la concentracion del
producto de amplificacion de FADD cuando las células son cultivadas en
presencia de IL-2 a as 24 y 72 horas (Figura 17).
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HISTOGRAMA DE ACTIVIDAD DEL GEN FADD

Figura 17. Representaciones en area bajo la curva de los valores arrojados por la densitometria,
basada en la intensidad luminica y pixelaje de cada una de las bandas amplificadas. Esta imagen nos
permite apreciar de una forma mas clara la condicion de la expresion del gen FADD a los distintos
tiempos de estimulo con 100 Ul/mL de IL-2, los cuales se muestran en color verde y compararlos
con sus respectivos controles, mostrados en color blanco. Se nota que en ambas lineas celulares la
expresion del RNAm de esta proteina adaptadora aumenta considerablemente, en el caso de CALO
al tiempo de 24 Y 72 horas y para la linea celular INBL igualmente.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Como ya se ha mencionado, la citocina IL-2 es un potente mediador vy
activador de diversas células del sistema inmunoldgico como: Linfocitos T,
células NK, macréfagos, linfocitos B, entre otros. El uso de la IL-2 como
terapia contra el cancer se ha empleado en diversos modelos tumorales
preclinicos, incluyendo el carcinoma hepatocelular, carcinoma de cabeza y
cuello, sarcomas, cancer de pulmon, carcinoma de mama vy linfomas.

En particular nuestro grupo de trabajo la ha usado como modelo de
estudio para el tratamiento de CaCU debido a la alta incidencia de esta
enfermedad, sobre la poblacién mexicana. Y por la falta de informacién
sobre los efectos que IL-2 produce en este tipo de carcinoma. Por su parte
Rosenberg, en 1985 determind que parte el mecanismo de inhibicion del
desarrollo tumoral ejercido por IL-2 de forma in vivo, se debe a la
capacidad de promover la maduracion e infiltrado de linfocitos T CD8+ vy
células NK al sitio del tumor, lo que aumenta el nivel de actividad litica del
sistema inmunoldgico hacia las células tumorales (Rosenberg et al.,
1985b).

Asimismo, se ha reportado que ante la presencia de dosis menores de IL-2
en el medio extracelular en cultivos de linfocitos T, se favorece la
expresion de las subunidades o, y y de su receptor (RIL-2), (Caceres
Cortés et al., 1999). También, se ha comprobado que este receptor no es
exclusivo de células linfoides y se reporta su presencia en fibroblastos
humanos, células endoteliales y células epiteliales intestinales (Ciacci et al.,
1993). Igualmente, se ha descrito su presencia en distintos tumores
solidos, como carcinoma colorrectal. Recientemente, nuestro grupo de
trabajo ha informado sobre la presencia del RIL-2 en las lineas celulares de
CaCU; CALO e INBL, establecidas a partir de biopsias provenientes de
pacientes mexicanas y por lo tanto poseedoras de genotipos
latinoamericanos (Rocha et al ,2004; Rangel-Corona et al., 1998).

Ademas, se cuentan con datos que indican que el receptor tiene una
expresion y efecto diferencial en estas lineas celulares (Rangel-Corona et
al., 1998). De forma que se sabe que dependiendo de la dosis de IL-2
administrada a cultivos de las lineas celulares CALO e INBL, se puede
inhibir su proliferacién y desencadenar su muerte celular en presencia de
100 Ul/mL de IL-2 o bien, inducir una proliferacion con 10 Ul/mL (Alvarado
1997; Rangel-Corona et al., 1998).

Por otro lado, se ha reportado que estas mismas lineas, no solo expresan
el RIL-2 de manera funcional (Caceres-Cortes et al.,, 2001), sino que
también producen y secretan pequenas cantidades de IL-2, lo que sugiere
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que las células tumorales de las lineas de CaCU CALO e INBL tienen una
dependencia por esta citocina para su proliferacion (Rangel-Corona et al,
2010). A pesar de lo antes mencionado desconocemos en gran medida el
mecanismo molecular por el cual 100 Ul/mL de IL-2 inducen la muerte de
las células de las lineas de CaCU CALO e INBL.

Hasta hace unos anos solo contabamos con datos morfolégicos tanto in
vitro como in vivo de los cambios inducidos en las células de CaCU cuando
éstas eran cultivadas en presencia de IL-2. Sin embargo, utilizando el
substancial avance en las técnicas en biologia molecular y celular,
actualmente podemos proporcionar resultados bioquimicos cuantitativos
sobre aspectos moleculares implicados en la muerte celular inducida por
IL-2 en este tipo de células tumorales. Asimismo, para contribuir en el
esclarecimiento de la via de muerte que induce IL-2 en células de CaCU, los
parametros de muerte hasta hora obtenidos fueron homologados con los
lineamientos del Nomenclaure Committee on Cell Death (NCCD) (Galluzzi et
al., 2012). Entre dichos parametros se encuentran los reportados por
Sierra Mondragén en 2011 quien menciona el aumento de RNAm para
caspasa -8, los datos de Torres Corioles (2012), quien demuestra por
citometria de flujo la presencia y aumento de caspasa -3, asi como los
resultados de Masse Acevedo (2013) quien observa incrementos
considerables en el mensajero para el RNAm de BiDt, en las lineas CALO e
INBL cultivadas con IL-2. Todas estas, claras evidencias de una muerte
celular apoptotica.

No obstante, para la correcta tipificacion de este proceso, es importante la
descripcion de otras moléculas implicadas en la regulacion de la via
apoptotica en las células de CaCU. Es por esta razdén, que en el presente
trabajo se determind la expresion del RNAm para los receptores de muerte
FAS-R, TNF-R1y TRAIL-R2, asi como el RNAm de la Proteina con Dominio de
Muerte Asociado a FAS-R (FADD) en células de las lineas CALO e INBL
cultivadas con 100 Ul/mL de IL-2.

Es importante aclarar que estos receptores se eligieron por ser los
principales iniciadores de la via extrinseca, dependiente de caspasas para
la induccién de muerte por apoptosis. Es bien sabido que estos receptores
de muerte se encuentran expresados en células de linaje linfoide y que
participan regulando su proliferacion después de una respuesta
inmunoldgica. Sin embargo, para las lineas celulares CALO e INBL no se
habia reportado su presencia.

El mostrar evidencia de la sintesis de RNAm para FAS-R, TNF-R1 y TRAIL-R2
en las lineas CALO e INBL en ausencia de IL-2, por si misma es una
informacion muy relevante y asi mismo es importante, ya que debemos
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considerar que la presencia de estos no implica que las células sean
inducidas a muerte por sintetizar el mensajero de forma continua para
estos receptores. Ya que los reporte indican que estos receptores también,
estan implicados en mecanismos moleculares de prevencion pre-
apoptotica, la cual como su nombre lo indica, modula la entrada a
Apoptosis ante posibles problemas durante la duplicacion de DNA y ante
situaciones de estrés extracelular o condiciones adversas (Shirley et al.,
2013). Esto implica que las vias de proliferacion, y las vias de muerte,
estan ligadas en puntos especificos. Por ejemplo la cascada de sefalizacion
del receptor de muerte TRAIL-R2 puede contribuir a la activacion
transcripcional de NF-xp mediante interacciones proteicas que conducen a
la proliferacion celular en donde el complejo TRAF2-NIK-IKKa/B se une al
dominio de muerte de la region citoplasmatica de este receptor.

Por su parte, el gen promotor de FAS-R, también puede activar la
transcripcion del factor NF-xp debido a la aparente presencia de sitios de
union compartidos en las posiciones 286 a 295 con el gen promotor de NF-
kB (Chan et al., 1999). Asimismo, es bien sabida la actividad dual que
posee el TNF-R1, el cual colabora en la supervivencia de células tumorales,
ya que en su via canonica de sefalizacion se liga al factor NF-xB, como una
de las principales vias de activacion del mismo, conduciendo a las células a
la activacion de genes antiapoptoéticos y a la ubiquitinizacion de Caspasa -
8.

Por lo tanto, el encontrar expresion de RNAm de los genes promotores de
los receptores de muerte en células CaCU, se puede interpretar como un
mecanismo ante la constante necesidad de activar factores de transcripcion
involucrados en la sintesis de DNA, como NF-kp como una respuesta a los
continuos ciclos de division celular que efectian las células tumorales.

Por otro lado, el haber observado variaciones en las concentraciones del
RNAmM para FAS-R, TRAIL-R2 y TNF-RT1, con respecto al tiempo en ausencia
de IL-2 sugiere una sintesis ciclica de los receptores de muerte, ligada a los
requerimientos transcripcionales de las células tumorales. Pensamos que
en células tumorales, la presencia y regulacion ciclica de los receptores de
muerte, se ha convertido en un mecanismo de proliferacién, ya que como
se ha mencionado, FAS-R, TRAIL-R2 y TNF-R1 comparten segundos
mensajeros para la transcripcion del factor NF-«p.

Curiosamente, los estudios también indican que para el caso de TRAIL-R2,
los eventos de proliferacién producto del acoplamiento del complejo
TRAF2-NIK-IKKa/B seguirian siendo insuficientes para bloquear Ila
apoptosis, si es que esta fuera inducida, sugiriendo que podria ser
simplemente un epifenédmeno (Walczak & Krammer, 2000).
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Asimismo, en lo reportado para TNF-R1, donde se indica que aunque es
considerado como uno de los principales activadores del factor NF-«xp, este
podria seguir induciendo apoptosis mediante el reclutamiento de la
proteina adaptadora FADD, como pasa en FAS-R y TRAIL -R1 y -R2 (Xiao-
Ming & Zheng, 2003).

Es importante retomar la idea de que el reclutamiento de la molécula FADD
en la region citoplasmatica de los receptores, da como resultado la
formaciéon del Complejo de Sefalizacién Inductor de Muerte (DISC), que es
considerado un punto de no retorno en la cascada molecular para la
induccion de muerte por apoptosis. Por esta razon, se incluyo el estudio
del RNAmM de la proteina con dominio de muerte homologo FADD, en
nuestro trabajo.

Por otro lado y tomando parte ya en los resultados de este trabajo, de
forma general, se muestran ligeros aumentos en la expresion del RNAm
para los genes de los receptores FAS-R y TRAIL-R2, a las 48 horas
principalmente de que las células de las lineas CALO e INBL son cultivadas
en presencia de IL-2, asi como para el RNAm de la proteina adaptadora
FADD en los tiempos de 24 y 72 horas, lo que nos indicaria que IL-2 esta
interviniendo como un factor de regulacion en la expresion de estos
mensajeros. Por otro lado para el caso de TNF-R1 se reporta lo opuesto, ya
que la concentracion de su RNAm baja al mismo tiempo de 48 horas.

De forma particular, en la linea celular CALO observamos que 100 Ul/mL
de IL-2 regula una mayor expresion del RNAm para FAS-R y TRAIL-R2, al
tiempo de cultivo de 48 horas ante el estimulo de IL-2, y que conforme
transcurre el tiempo de tratamiento disminuye, por lo cual pensamos que
esta existiendo un ciclo de regulacion en la sintesis del RNAm de este
receptor al interaccionar con IL-2 y sin dicha interaccion ya que se
observan regulaciones considerables a las 48 y 72 horas en esta linea
celular.

Por otra parte, como ya se comento, para el caso del receptor TNF-R1 se
nota una baja muy considerable en la expresion de su RNAm al tiempo de
48 horas.

En el caso de la linea celular INBL, las 100 Ul/mL de IL-2, también estan
regulando una mayor expresion en la sintesis del RNAm para FAS-R y
TRAIL-R2. En ambos receptores la mayor expresion se observa al tiempo de
48 horas en comparaciéon con su control y de igual forma, la expresion del
RNA mensajero baja con forme el tiempo de estimulo transcurre, lo que
siguiere que en esta linea celular, el RNAm de FAS-R y TRAIL-R2 también
parece involucrar en un ciclo de regulacion para estos dos genes mediados
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por IL-2 a 100 Ul/mL vy sin la interaccion con IL-2. Para el caso de TNF-R1,
de igual forma se observa un decremento al tiempo de 48hrs.

Asimismo, aunque los resultados de ambas lineas celulares, para los
receptores FAS-R y TRAIL-R2, fueron corroborados por andlisis
densitométricos y comparados con su respectivo control, pensamos que
estos incrementos, no necesariamente seria indicativos de una induccién a
muerte celular, ya que de forma natural, la transcripcion de los genes
codificantes para estos dos receptores muestran un comportamiento
ciclico.

Por otro lado, estudios indican que en algunos tipos de canceres
epiteliales, los receptores de muerte, principalmente; FAS-R y TRAIL -R1 y
R2 contintan siendo funcionales, a pesar de las diversas desregulaciones,
propias de enfermedades como el cancer. Esto indicaria que para estos
receptores las senales de muerte prevalecen aun sobre las relaciones de
supervivencia (Shirley et al., 2013).

Por esto mismo, el haber observado el incremento en la sintesis de RNAm
en FAS-R y TRAIL-R2, para ambas lineas celulares, podria ser la respuesta a
él como las 100 Ul/mL de IL-2 estan induciendo la muerte celular tipo
apoptotica en las lineas celulares de CaCU CALO e INBL. Si bien es cierto
que la activacion de estos receptores de forma natural es mediada
principalmente por la asociacién con su ligando especifico, anticuerpos
monoclonales o moléculas afines (Xiao-Ming & Zheng, 2003), existen
reportes de efectos de activacion de los receptores por fendmenos de
montado espontaneo en ausencia y pre ligando, a lo que se le ha
denominado efecto PLAD, el cual ocasiona tripletes de activacién auto
cataliticos por estrés que consecuentemente propagan la senal apoptotica
(Siegel et al., 2000).

Por otro lado, el decremento de TNF-R1 en las dos lineas celulares CALO e
INBL, da pie a pensar en que IL-2, esta inhibiendo una ruta clave de sintesis
de DNA (NF-kB), mermando asi la proliferacién celular.

En el caso de los resultados obtenidos para el RNAm de la proteina
adaptadora FADD, se muestran que las células CALO e INBL expresan el
RNA mensajero, pero ante la induccion del estimulo de 100 Ul/mL de IL-2
su expresion aumenta considerablemente. En el caso de CALO, esta alza es
denotada a las 24 horas con +1.09 ngy a las 72 horas con +0.99 ng. En
la linea celular INBL el efecto es semejante ya que la sintesis de RNAm para
esta proteina se eleva a +1.17 ng a las 24 horas de estimulo, mientras que
a las 72 horas el aumento es de +1.01 ng.
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Por otra parte, la induccién a una mayor sintesis de RNAm de la proteina
FADD, podria indicar de manera indirecta, que los receptores de muerte
FAS-R y TRAIL-R2 son funcionales en estas lineas celulares y que IL-2 esta
induciendo a las lineas celulares CALO e INBL a sintetizarlos de forma mas
continua y que ademas, estos receptores podrian verse activados por el
estrés de las 100 Ul/mL de la citocina IL-2. Esta hipodtesis a su vez, se
apoya en datos recientes, donde se muestran fragmentaciones de DNA a
secuencias de 200 pb en las lineas celulares CALO e INBL cultivadas en
presencia de 100 Ul/mL de IL-2, la cual es una caracteristica ineludible del
proceso apoptotico, asi como la salida de la proteina Citocromo C de la
matriz mitocondrial (Del-Rio Ortiz., 201 3).

Por otra parte el denoatdo aumento en la sintesis de RNAm para la
proteina FADD, tambien podria dar pie a pensar en la existencia de algun
mecanismo alterno donde FAAD independiente de receptores de muerte,
pudiera sociarse a caspasa -10 y ocasionar muerte celular (CITA).

Si bien nuestra investigacion proporciona informaciéon suficiente para
poder proponer que la via de muerte por la cual las 100 Ul/mL de la
citocina IL-2 recombinante humana induce la muerte en las células de
CaCU CALO e INBL, es por la de la apoptosis via extrinseca dependiente de
Caspasas, aun quedan aspectos sobre el mecanismo molecular exacto de
como IL-2 puede mediar la sobre expresion de estos receptores de muerte
en células tumorales y si existen mediadores o segundos mensajeros que
coadyuven a que se produzca este fendmeno. De igual forma se fortalece
la idea de que el tratamiento con |IL-2 para pacientes con CaCU se
vislumbra como una alternativa terapéutica viable y prometedora, por
inducir la muerte por apoptosis de las células tumorales en estadios
tempranos (IIB) en el caso de la linea celular CALO y en estadios tardios
(IVB) en el caso de la linea celular INBL. Y al mismo tiempo activar la
respuesta inmunoldgica del paciente por la presencia de IL-2, lo que como
ya se menciono, se sabe que induce la generacion de células citotdxicas
con actividad antitumoral.
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8. CONCLUSIONES

4+ El RNAm de los receptores de muerte FAS-R, TRAIL-R2 y TNF-R1 esta
siendo expresado en las lineas celulares de CaCU: CALO e INBL
cultivadas en presencia y ausencia de 100 Ul/mL de IL-2.

+ En las lineas celulares CALO e INBL cultivadas en presencia de 100
Ul/mL de IL-2, decrementa la expresion del RNAm de TNF-R1 al
tiempo de 48 horas en comparacion de su trascripcion normal.

4+ 100 Ul/mL de IL-2 regula el aumento en la expresion del RNAm para

FADD en las lineas celulares CALO e INBL a los tiempos de 24y 72
horas.
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9. PERSPECTIVAS

4+ Confirmar la presencia de los receptores FAS-R y TRAIL-R2 en
membrana mediante citometria de flujo

4+ Confirmar la inhibicién del receptor TNF-R1 en membrana mediante
citometria de flujo

4+ Realizar mediciones mediante microscopia confocal de la formacién
de los tripletes de activacion auto cataliticos ante estimulos de IL-2

4+ Analizar la expresion de RNAm y proteina del factor transcripcional
NFKB y caspasa -10
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10. REACTIVOS Y SOLUCIONES
APENDICE |

Condiciones utilizadas en la técnica RT-PCR y densitometria

a. Retrotranscripcion:
Para el presente estudio se partio de 2ug de RNA total para todas las
muestras (Controles y tratamientos con IL-2). Para lo cual se utilizé la
siguiente formula:
Absorbancia 260: Lectura dada por cada muestra en el biofotdbmetro que
representa el maximo de absorbancia de los acidos nucleicos. A esta
longitud por lo tanto, la absorcion es proporcional a la concentracion.
Volumen de disolucion: Se utilizé una dilucion 1:50 en un volumen de
200ul.
40: Unidad de densidad optica (1UDO) equivale a 40ug/mL del
biofotdmetro.
(Absorbancia 260) (Volumen de la disolucion) (40)
1000
Teniendo los calculos de todas las muestras y partiendo de 2ug de RNAm
se prosiguid a realizar la RT con las siguientes condiciones establecidas
para una reaccion (Rx), (Tabla 3). Cada una de las condiciones por reactivo
se multiplicé por el numero total de reacciones que se quisieron obtener (5
controles y 5 tratamientos):

Reactivos 1 RX
Amortiguador 5x ProMEA 5 ul
DNTP’s 10 Mm (NVITROGEN) 1.5 ul
Enzima MMLV-RT ®romech 1 ul
O|igo dt (PROMEGA) > |J|
Muestra i ul

Agua libre RNAsas FRMENTAS ;]
Volumen Total 20 ul

Tabla 9. Condiciones para RT.
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b. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Con los cDNA obtenidos de la RT se llevé a cabo la PCR utilizando las
condiciones establecidas para 1 Rx, las cuales se multiplicaron por el
numero de reacciones que se requieren (tabla 4), para cada primer
utilizado en el presente estudio (FAS-R, TNF-R1, TRAIL-R2, FADD y B
Actina).

Reactivos 1 RX

Amortiguador 5x Green 6 pl
(PROMEGA)

DNTP s 10 Mm (NVITROGEN 0.8pl
Primer 1 (Sentido) NIPARS.SA) 1 ul
Primer 2 (Anti sentido) 1 ul
(UNIPARS, S.A)

Go Taq Polimerasa ®RoMEem 0.15 pl
Muestra cDNA 4 ul
Agua libre RNAsas FERMENTAD 7.05 pl
Volumen Total 20 ul

Tabla 10. Condiciones para PCR.

c. Marcador para Electroforesis y Densitometria

Figura 18. Marcador de tamafos de amplificado y valor de concentracién
por banda
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APENDICE Il

Reactivos y Soluciones usadas

Soluciones para cultivo
 RPMI-1640/10% SFB
» Solucién fisioloégica de Verseno
* Solucién de Fosfatos (PBS)
Reactivos Extraccion RNA Total
e TRIzol (Invitrogen)
Cloroformo
Isopropanol
Etanol 70%
H,O inyectable
H,O libre de RNAsas

Reactivos para Retrotranscripcion (RT)
Amortiguador 5X (Promega)
DTT 0.1M (Invitrogen)

Enzima MMLV-RT (Promega)
DNTP’S 5mM (Invitrogen)

Oligo dT (Promega)

H,O libre de RNAsas (Fermentas)

Reactivos para Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
e Amortiguador 5X Green GoTaq (Promega)
e DNTP’'S 10 mM (Invitrogen)
e Enzima GoTaq DNA Polimerasa 5u/ L (Promega)
e Primers: B- Actina (1:10), FAS-R (1:5), TNF-R1 (1:5), TRAIL-R2
(1:5) y FADD (1:5) (Unipars S.A)
* H,O libre de RNAsas (Fermentas)

Reactivos y soluciones para electroforesis
e Agarosa (Invitrogen)
TBE 10X, 1X, 0.5 X
Gel de agarosa al 1.5%
Marcador de peso molecular
Buffer de carga Blue/yellow 6X (Promega)
Bromuro de etidio
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APENDICE Il

Preparaciéon de reactivos y soluciones usadas

 Desactivacion del Suero Fetal Bovino (SFB)
El suero fetal bovino (Gibco) se deja descongelar a temperatura ambiente,
una vez descongelado, se pasa a un bano de agua a 57°C durante 30
minutos. Esto se hace para inactivar proteinas de bajo peso molecular que
pueden inferir con el crecimiento celular.

e DNTPS 10 mM (MIX)
Todos los nucledtido se encuentran a una concentracion de 100 mM, de
los cuales se toman las siguientes cantidades:

- A 100upl (Invitrogen S.A de C.V)
G 100 L (Invitrogen S.A de C.V)

- T 100 pL (Invitrogen S.A de C.V)

- C 100 puL (Invitrogen S.A de C.V)
Estos se diluyen en 600 uL de agua libre de RNAsas para obtener 1 mL a
una concentracion de 10 mM.

e TBE 10X

— Tris base 108g (Sigma chemical Co.U.S.A)

— Acido bérico 55g (Sigma chemical Co.U.S.A)

- EDTA 0.5 M 40 mL (Sigma chemical Co.U.S.A)
Se lleva a 1000 mL con agua destilada, si hay precipitaciones debe
descartarlas. Se guard6 a temperatura ambiente hasta su uso.

e TBE 1X
Tomar 50 mililitros de TBE 10X y diluirlo en 450mililitros de agua
destilada.

e TBE 0.5X
Tomar 250mililitros de TBE 1X y diluirlo en 250mililitros de agua destilada
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» Solucion fisiologica de Verseno
Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales adherentes y
funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio
de las uniones celulares. Para su preparacion se utilizan las siguientes
sustancias:

- Tris base 3.04 g (Sigma chemical
Co.US.A)

- Cloruro de sodio 8.00 g (Sigma chemical
Co.US.A)

-~ Cloruro de potasio 0.04 g (Sigma chemical
Co.US.A)

- Etilen -diamen-tetra-acético(EDTA) 0.40 g (Sigma chemical
Co.US.A)

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada, que ajusta al pH
a 7.7 con HCL TM y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucién se
esteriliza por medio de autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

* Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS)
Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiol6gicas estables
durante periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada
por las sales de fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen final
de 1 litro de agua bidestilada.

-~ Cloruro de magnesio 0.10 g (Sigma chemical
Co.US.A)

-~ Cloruro de calcio 0.10 g (Sigma chemical
Co.US.A)

-~ Cloruro de sodio 8.00 g (Sigma chemical
Co.US.A)

- Cloruro de potasio 0.20 g (Sigma chemical
Co.US.A)

- Fosfato mono acido de sodio 2.16 g (Sigma chemical
Co.US.A)

- Fosfato diacido de potasio 0.20 g (Sigma chemical
Co.US.A)

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 ml de agua
bidestilada y después se adicionan los 100 ml que contengan el cloruro de
magnesio y de calcio. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCL 8N y se
afora finalmente a un volumen final de 1000ml Esta soluciéon se esteriliza
por medio de autoclave a 20 Ibs durante 20 min, la solucién se almacena a
4°C hasta el momento del uso.
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