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“A menos que, alguien como tii se interese de verdad nada va a
mejorar, jamas”

Dr. Seuss




“Tres billones de bases quimicas.

Es lo que se necesita para construir a un ser humano. Individual y
diferente de cualquier otro. Y aun asi estamos conectados a toda forma
de vida en este planeta.

Todos compartimos los mismos mecanismos fundamentales y todos
compartimos esta tierra que evoluciona constantemente.

Esa es la belleza, la magia, de la vida”

Anoénimo.
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico, molécula compuesta por nucledtidos
desoxirribosa, contiene la informacion genética de todas las células vivas.
ADNCc: ADN complementario, producto obtenido a partir de la RT.

AIF: (Apoptosis Inducing Factor). Factor Inductor de Apoptosis

Apaf-1: Factor activador de apoptosis-1, homologo de la proteina CED-4
del elegans.

Apoptosoma: Complejo oligométrico Formado por apaf-1, Citocromo c y
procaspasa 9, que desencadenan los procesos, propios de la muerte
celular.

ATP: Trifosfato de adenosina.

ARN: Acido ribonucleico, molécula formada por nucleétidos de ribosa;
transfiere instrucciones hereditarias del nicleo al citoplasma, también es
material genético de algunos virus.

ARNm: Acido ribonucleico ribosomatico, se combina con proteinas para
formar ribosomas, que son las estructuras que enlazan aminoacidos para
formar proteinas.

ARNIt: &cido ribonucleico de transferencia, lleva el aminoacido correcto al
ribosoma, segun el codigo del ARNm.

Bad: Miembro proapoptotico de la familia Bcl-2, asociado a Bcl-XL/Bcl-2.
Bak y Bax: Miembro proapoptotico de la familia Bcl-2.

Bcl-2: (B-Cell lymphoma 2). Miembro de la familia Bcl-2, identificada como
producto del pro-oncogen Blc-2.

BH: (Homologia Bcl-2). Segmentos alfa helicoides que funcionan como
motivos de interaccion proteica.

BH3: Dominio proapoptotico de la familia Bcl-2.

Bid: Dominio de muerte para interaccion con BH3, del inglés Interacting
domain Death.

BIR: Supresor de la apoptosis identificado en el genoma de baculovirus.

CARD: Dominio de reclutamiento de caspasas.

Caspasa: Cisteina proteasas especificas de aspartato. Enzima proteolitica
gue contiene cisteina en su molécula y verifica la protedlisis en lugares
previos a aspartato.

Ced: (Cell Death Amnormal), Muerte celular anormal, genes que regulan la
muerte celular en C.elegans.

dATP: Desoxiadenosina troosfato. Participa en el recutamiento y activacion
de la Caspasa 9.

DD: Dominio de muerte.

DED: Dominio efector de muerte.

dNTPs: Desoxinuledtido trifosfato.



FADD: dominio de muerte asociado a Fas.

FAS: CD95/APO-1. Miembro de la super familia de receptores de muerte
TNF.

FASL: ligando del receptor de muerte Fas.

IAP: Inhibidor de proteinas apoptoéticas, identificado como proteina virica.
Posee uno o mas dominios BIR, criticos para su actividad. Su actividad es
inhibida por Smac/DIABLO.

LSHP: Linfocitos de Sangre Periférica Humana.

PARr: Poli (ADP-ribosa) polimerasa. Enzima reparadora del ADN
inactivado por las caspasas.

PBS: Tampdn salino fosfato.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PPTM: Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial.

PS: Fosfatidilserina.

Sabu(Ch)W: Sargassum buxifolium (Chauvin) M.J. Wynne.

SFB: Suero Fetal Bovino.

Smac/DIABLO: Inhibidor de IAP, es el segundo activador mitocondrial de
las caspasas, proteina que se une directamente y bloquea la accion de las
IAP.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral que se une al TNF-R1.

TNF-R: Receptor del factor de necrosis tumoral.

TRADD: Proteina con dominio de muerte asociada a TNF-R1.

TRAIL: Ligando inductor de la apoptosis relacionado con el TNF.

VDAC: (Voltage Dependent Anion Chanel), Canal de aniones dependiente
de voltaje; funciona como controlador de acceso para la entrada y salida de
los metabolitos mitocondriales.

XIAP: Proteina inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X. Es un
modulador potente de la apoptosis.



Resumen

El Cancer de Cérvix es una de las principales enfermedades neoplasicas méas frecuentes y
mortales en la poblacion femenina, sobre todo en los paises en vias de desarrollo.
Actualmente, los diversos tratamientos disponibles para este padecimiento causan severos
efectos colaterales, que merman seriamente la condicion general de la paciente. Es por ello
que en los ultimos afios la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas de origen natural
constituye una de las principales tendencias de investigacion. Las algas se han convertido
en el eje de numerosos estudios, los cuales demuestran que de ellas se obtienen diversos
metabolitos secundarios. En el caso particular de las algas pardas, que pertenecen al género
Sargassum, se ha demostrado que son fuente de diversos compuestos con propiedades
bioldgicas como: antibacterial, antifungica, anticoagulante, antioxidante, inmunoregulador,
antiinflamatorio, antiangiogénico, antitumoral, entre otras.

Las algas del género Sargassum tienen una amplia distribucién, particularmente en
el estado de Veracruz, donde se encuentra la especie Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J.
Wynne [Sabu(Ch)W]; la cual, recientemente en el Laboratorio de Oncologia Celular, ha
reportado un efecto citostatico, deteniendo a las células de Cancer de Cérvix en diferentes
fases del ciclo celular, dependiendo del estadio, para posteriormente inducir a muerte por
apoptosis, ademas de regular positivamente la expresion del ARNm de la proteina pro-
apoptotica Citocromo c. Asimismo, presenta un efecto Inmunoregulador sobre Linfocitos
de Sangre Periférica Humana (LSPH), por ello, este trabajo tiene como objetivo evaluar la
expresion del ARNm de la proteina proapoptética Smac/DIABLO, para dilucidar la ruta
mediante la cual el extracto de Sabu(Ch)W induce a muerte por apoptosis a las células de
Céncer de Ceérvix.

Los resultados obtenidos muestran que el extracto de Sabu(Ch)W presenta una
regulacion positiva sobre el ARNm de Smac/DIABLO, aportando informacion que ayudara
a determinar la ruta por la cual el extracto de Sabu(Ch)W induce a muerte por apoptosis a
las células de Céancer de Cérvix. Dando asi un paso mas para que en un futuro este extracto
pueda llegar a ser una alternativa en el tratamiento de dicho padecimiento, ya que
proporcionaria una accion dual; esto es, activando estimulando al sistema inmunoldgico e

induciendo a apoptosis a las células tumorales.
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Introduccion

En todo organismo multicelular adulto debe existir un equilibrio entre la generacion,
proliferacion y la desaparicion o muerte de las células que lo componen, con el fin de
mantener un tamafio constante (Jordan, 2003). Por eso, la muerte celular es un proceso
fisiologico-patoldgico fundamental para mantener dicho equilibrio, el cual es un punto de
no retorno para las células que hayan recibido un estimulo de muerte, llevandolas asi a su
eliminacion (Lizarbe, 2007). De esta forma se logra mantener la homeostasis en el
organismo. La presencia de anormalidades en la regulacion de este proceso pueden ser un
componente importante de enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer,
Huntington; o incluso, el sindrome linfoproliferativo autoinmune, el SIDA, isquemia y
cancer (Norbury y Zhivotovsky, 2004).

El vocablo Cancer no denomina sélo a una enfermedad, sino a una gran variedad de
ellas ocasionadas por la suma de mutaciones en la célula, provocando asi la proliferacion
continta de células anormales con capacidad de invasion y destruccion a otros tejidos,
siendo de esta forma una de las primeras causas de fallecimiento en el mundo (Massagué,
2009). En 2012 se le atribuyeron 8.2 millones de muertes, alcanzando los 14 millones de
casos nuevos, una cifra que se prevé aumente hasta los 22 millones anuales en los préoximos
dos decenios (OMS, 2014).

En este contexto, cabe destacar que el Cancer de Cérvix es un problema importante
de salud publica a nivel mundial, convirtiéndose en una de las principales causas de muerte
por neoplasias malignas en la mujer; afectando principalmente a los grupos de entre 25 y 69
afios de edad, superado solo por el Cancer de mama, siendo los paises en vias de desarrollo
como Meéxico los que presentan una mayor incidencia (Lépez y Lizano, 2006).

En el caso de México, a pesar de los programas de salubridad implementados, es
detectado en estadios avanzados y por lo tanto los tratamientos son poco oportunos y
muchas veces sélo de tipo paliativo. Hoy en dia los més utilizados son la quimioterapia, la
radioterapia o la cirugia. Sin embargo, el éxito de estas terapias depende de que se realice
una deteccion temprana del tumor, ya que en estas etapas se logra una mayor efectividad,
pero no olvidemos que dichos procedimientos suelen ser invasivos y poco selectivos.
Cualquiera de dichos procedimientos afecta severamente la calidad de vida de las pacientes,

pues producen diversos efectos secundarios que merman la salud en general. Es asi que la
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busqueda de tratamientos alternativos naturales que ayuden a disminuir estos efectos se ha
intensificado en los Gltimos afios, dando lugar a numerosos estudios donde los metabolitos
bioactivos de diversas plantas y algas han sido la base.

Dentro de las investigaciones realizadas al género Sargassum, el cual pertenece a las
algas pardas, se ha identificado que posee diversas moléculas bioactivas como fucanos y
sus derivados, asi como sarganinas, taninos, polisacaridos, etc. Estas le proporcionan
propiedades que van desde antibacterial, antifingica, hasta antiangiogénica y antitumoral
(Oranday, 1998).

En particular, para la especie de Sargassum buxifolium (Chauvin) M.J. Wynne, se
ha reportado una actividad citostatica sobre las lineas de Cancer de Cérvix CALO e INBL,
deteniéndolas en diferentes fases del ciclo celular, dependiendo del estadio (Luna, 2012).
Asimismo, se ha demostrado que dicho extracto influye de manera positiva en la expresion
del ARNm de la proteina proapoptética Citocromo ¢ (Santiago, 2014), ademas de inducir la
proliferacion y activacién de linfocitos de Sangre Periférica Humana. Por lo cual, podemos
deducir que dicho extracto puede presentar una funcién dual en el tratamiento del Cancer
de Cérvix: deteniendo, por un lado, la proliferacion de las células tumorales para después

mandarlas a muerte por apoptosis y, por otro, activando el sistema inmune.




Marco Teorico

Muerte Celular

El cuerpo humano adulto genera aproximadamente 6 x 10° de células por dia y por lo tanto
un namero igual de células debe morir para mantener la homeostasis celular (Cotter, 2009).
Desde el embridn hasta el organismo adulto fisiol6gicamente sano, millones de células
mueren sin dejar cicatrices ni activar células inflamatorias (Jordan, 2003). Existen células
cuyo periodo de vida es largo, como las musculares o las neuronas, mientras que la vida de
otras es efimera, como algunas células sanguineas y epiteliales, que se renuevan a partir de
sus células progenitoras (Lizarbe, 2007).

El estado normal o fisioldgico de un organismo se obtiene con respuestas celulares
que permiten a las células y a los tejidos adaptarse y sobrevivir en las condiciones de su
entorno y responder adecuadamente a estimulos. Para ello, una variedad de sistemas y
procesos estan implicados en el mantenimiento de la integridad celular, desde la endocitosis
y exocitosis (en la membrana), a cambios metabolicos y de expresion génica, o a los
mecanismos de defensa y a los sistemas de reparacion. EI nUmero de células que componen
un tejido en un organismo adulto permanece, dentro de ciertos limites, constante: las
células que mueren se sustituyen por otras. Este proceso estd regulado y asegura el
mantenimiento de un balance adecuado entre la pérdida, la renovacién y la diferenciacion
celular (Lizarbe, 2007). Sin embargo, un dafio irreversible puede hacer que se alcance un
punto de no retorno; cambios morfoldgicos, funcionales y bioguimicos que impiden a las
células realizar sus funciones vitales y las arrastran a la muerte.

La muerte de las células puede desencadenarse por multiples causas: pérdida de su
funcién, dafio mecéanico, infeccion por microorganismos o virus, accion de agentes
quimicos toxicos o la falta de nutrientes (Degterev, 2008). Segun criterios clasicos se puede
dividir en una muerte que transcurre por mecanismos no regulados como la necrosis y
regulados, los cuales comprenden la activacion de mecanismos especificos que determinan
se produzca una muerte celular programada: apoptosis (Degterev, 2008). La apoptosis se
puede especificar como una serie de eventos que culminan en la muerte de la célula de

forma genéticamente regulada (Lizarbe, 2007).
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Necrosis

La necrosis se ha definido como la serie de eventos que conducen a la ruptura de la

membrana citoplasmatica y la consecuente salida de material intracelular, lo que

desencadena una reaccion inflamatoria; algunos patologos la definen como los eventos

posteriores a la muerte celular. De tal forma, los fenémenos relacionados con la necrosis se

fundamentan en la observacion directa de los tejidos muertos, con tinciones que evidencian

Célula
Normal
Lesion | 3 .
] i | Recuperacion
reversible &

Hinchazén de reticulo
endoplasmico
y las mitocondrias

Vesiculas de membrana

Ruptura de la membrana
plasmatica, de los organulos
y fuga del contenido del
nucleo.

Densidades amorfas en las
mitocondrias

Figura 1. Muerte celular por Necrosis, Muestra algunas de las
caracteristicas morfoldgicas que se presentan en este tipo de muerte.
Tomado de http://dc359.4shared.com/doc/UKENW-xI/preview.html

las huellas postreras de la muerte
(Ramirez et al. 2010) (Figura 1).
La necrosis es entendida
como una muerte celular no
controlada que promueve
reacciones inflamatorias en los

tejidos circundantes 'y puede

favorecer la diseminacién de
patbgenos en un  hospedero
susceptible a perecer (Ramirez et
al. 2010).
Diferentes  estudios la
replantean como un fendmeno
“esencial y anunciado”, sefialando
que ocurre durante la ontogenia y
que puede ser regulada por vias no

tan claras como las de la apoptosis.

De igual forma, se ha descrito la necrosis inducida por deficiencias de ATP en la isquemia

y cuando hay alteraciones de las funciones dependientes de oxigeno y del ciclo de los

acidos tricarboxilicos (Cotran et. al. 2000).
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Apoptosis

La apoptosis se puede definir como “el conjunto de reacciones bioquimicas que tienen
lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma regulada en respuesta a una
serie de acontecimientos fisiologicos o patoldgicos”. Es decir, la célula decide su propia
muerte a través de una serie de estimulos o sefiales. Este procedimiento se ha conservado a
lo largo de la escala evolutiva entre organismos tan diversos como los neméatodos y los
mamiferos (Lizarbe, 2007). Comprendiendo asi que la apoptosis es un mecanismo
regulador esencial que interviene en la homeostasis tisular y en el desarrollo normal,
eliminando las células innecesarias. El término apoptosis (del griego: caida) fue usado, a
principios de la década de 1970, por los botanicos, pero los cientificos escoses Kerr, Wyllie
y Currie lo utilizaron para describir la muerte de células del higado, el cual al encogerse —y
marchitarse— se desprendian de este 6rgano como hojas en el otofio. (Sanchez y Arboleda,
2008).

La apoptosis presenta ciertas
caracteristicas morfoldgicas
como son: pérdida del contacto

con otras células, condensacion

de la cromatina, fragmentacion

% "cuerpos del ADN, formacion de cuerpos
,_,@ apoptéticos”

o apototicos, para su posterior

/ eliminacion  por  fagocitosis

(Figura 2). Dentro de los
: -:-fagocitosis

cambios bioquimicos y

Figura 2. Muerte por apoptosis. Presenta las caracteristicas moleculares que sufre la célula
morfoldgicas y secuenciales de este tipo de muerte. Tomado de: . .,
http://anteshuevoogallina.blogspot.mx/2011/05/apoptosis-i-la-muerte- tenemos: la fragmentauon

celular-discreta html nuclear por las endonucleasas
enddgenas que dividen el ADN en fragmentos oligonucleosomales, los cuales son
escindidos en regiones ricas en adenina/timina (A/T), localizados en sitios de andamiaje
nuclear dando fragmentos entre 180-200pb. Esto produce el caracteristico patron de ADN
en escalera cuando se analiza una electroforesis y se utiliza como marca bioquimica en el

reconocimiento de la apoptosis (Danial y Korsmeyer 2004; Guimaraes y Linden, 2004). La
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cromatina se comienza a condensar y se acumula en la periferia del nicleo. Ademas el
nucléolo se desintegra en particulas osmidfilas (Savill y Fadok, 2000).

Cambios La fosfatidilserina (PS), presente en la cara

bioguimicos interna de la membrana plasmatica, pasa al

Separacion de las exterior de la superficie celular (Figura 3).

células vecinas

Recientemente se ha propuesto que

T Endonucleasas

ademas de PS se libera otro fosfolipido,

Fragmentacion

del ADN posiblemente lisofosfatidilcolina (LPC),

Activacion de que actita como  quimio-atrayente

Fosfatidilserina las caspasas

ayudando al reconocimiento de los

Translocacion de la

sosfatidilserina de la cara cuerpos apoptéticos por las células

interna a la cara externa de la

S membrana fagociticas (Kruidering, 2001; Leyton y
é@ ) Fagocitosis Quest, 2004). Esencialmente, no hay
gl

reaccion inflamatoria asociada con el

Figura 3. Cambios bioquimicos que presenta una célula en i .
apoptosis. Tomada de Kruidering, 2001. proceso de la apoptosis, ni con la

eliminacion de células apoptdticas, ya
que: (1) éstas no liberan sus componentes celulares en el tejido intersticial que rodea, (2)
son rapidamente fagocitadas, y (3) la fagocitosis de las células apoptéticas no producen
citocinas inflamatorias (Savill y Fadok, 2000; Kurosaka et al, 2003). Existen dos tipos de

vias de activacion de la apoptosis: la extrinseca y la intrinseca.

Via extrinseca de la apoptosis

Las células de los mamiferos expresan receptores localizados en su membrana plasmatica.
La unién de ligandos a estos receptores desencadena la activacion de las caspasas y una
cascada de reacciones que finalizan con la muerte celular. Algunos de estos receptores son
el Fas, el receptor-1 del factor de necrosis tumoral (TNF-R1) y el DR3. La fijacion del Fas
ligando a su receptor (Fas) provoca el reclutamiento citoplasmatico del adaptador FADD
(del ingles Fas-associated death domain protein), al cual fija la procaspasa 8. Este complejo
se realiza por interacciones homofilicas entre secuencias polipeptidicas designadas como
dominios efectores de muerte (DED, del inglés death effector domain), que estan presentes

en ambas proteinas. La asociacion Fas/FADD y procaspasa 8 forma un complejo
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denominado Complejo de sefalizacién de muerte (DISC, por sus iniciales en inglés Death
Inducing Signalling Complex). La procaspasa 8 es activada en el DISC por una proteolisis
y actua sobre las procaspasas 3, 6 y 7 que coordinan, entonces, la muerte celular. Algo
similar sucede con el receptor TNF-R1 (Figura 4).

Via intrinseca de la Apoptosis

Durante décadas se consider6 a la mitocondria como un organelo encargado
exclusivamente de oxidar sustratos, para dar lugar a la formacién de agua en un proceso
acoplado a la fosforilacién en la produccién de ATP. En la actualidad, se sabe que en la
mitocondria existe un proceso latente de transporte, conocido como ‘“permeabilidad
transicional mitocondrial”, cuya activacion se presenta bajo ciertas condiciones y se traduce
en la permeabilizacién de la membrana mitocondrial a iones que incluyen calcio. Se ha
propuesto que esta permeabilidad mitocondrial, podria ser una de las vias de conduccion de
moléculas proapoptéticas (Sierra, 2011). Por lo cual, podemos inferir que la mitocondria es
mediador en el proceso de apoptosis.

Hoy en dia, se sabe que el poro se abre cuando hay un exceso de calcio y fosfato, lo que
despolariza la mitocondria y desacopla la cadena respiratoria. ElI poro de permeabilidad
transicional mitocondrial (PTPm) favorece la cascada de caspasas, asi como la muerte
celular, al liberar factores inductores de apoptosis como el Citocromo c, factores de
fragmentacion del nucleo y proteinas como Smac/ DIABLO que neutraliza a las proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP) (Sanchez y Arboleda, 2008).

La proteina de translocacion mitocondrial (TSPO) de 18 kDa, interactia con VDAC
para desempefiar un papel en la apoptosis. En este contexto, TSPO parece participar en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La produccion de ROS induce la
activacion de la via mitocondrial de la apoptosis. Las ROS son conocidas por ser capaces
de liberacion de Citocromo ¢ (Sanchez y Arboleda, 2008).

Por su parte, el Citocromo c liberado se une a Apaf-1 para formar un complejo
multimérico que recluta y activa a la procaspasa- 9. La caspasa 9 activa a su vez induce a
las procaspasas 3 y 7. Aunque estas vias pueden activarse de manera independiente, puede
existir una intercomunicacion entre ellas. La caspasa 8 que participa en la via de receptor de

muerte, puede cortar a Bid, un miembro proapoptético de la familia de Bcl-2. Una vez que




Bid es cortado se transloca del citosol a la membrana externa mitocondrial e induce
cambios en la permeabilidad de la membrana, provocando la liberacion del Citocromo c del
espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citosol. De esta manera se conectan las
vias extrinseca e intrinseca. La actividad proteolitica de las caspasas proporciona las bases
bioquimicas para el fenotipo apoptotico (Martinez M. et al., 2004) (Figura 4).

Wia extrinscca Wia intrinscca
(mediada por receptor) (mediada por mitocondria)

Estimlo apoptotico:
Li oan do de mmerte Drexamctasons, doxarbicina, ¢ isplating
wbopsdaida, taxaol, onidamina, tridskde de
arsinioo, adacidn ienizante, Tue T
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Caspasa 3 I \((_jl'l'li — Citocromo ¢ " i AIF
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Figura 4. Vias de muerte celular. En la via extrinseca (mediada por receptor) la unién de un ligando a su receptor
de muerte es seguida por la formacién del DISC (complejo de sefializacién inducible por muerte), lo que resulta en
la activacion de la procaspasa 8. La caspasa 8 activa a la procaspasa 3, la cual corta a proteinas blanco,
conduciendo a apoptosis. En las células tipo Il, la caspasa 8 corta a Bid, el cual induce la translocacion,
oligomerizacion e insercion de Bax y/o Bak en la membrana externa mitocondrial. Esto es seguido por la
liberacion de varias proteinas del espacio intermembranal mitocondrial, incluyendo a Smac/Diablo, Omi y
Citocromo c. Este ultimo forma un complejo citosolico (apoptosoma) con Apaf-1 y la procaspasa 9. Esto resulta
en la activacion de la procaspasa 9, la cual activa a la procaspasa 3. En la via intrinseca (mediada por mitocondria),
las sefiales de muerte inciden directa o indirectamente en la mitocondria, resultando en la formacién del
apoptosoma. Esta via de muerte celular es controlada por proteinas de la familia de Bcl-2. La via intrinseca puede
funcionar a través de mecanismos independientes de caspasas, implicando la liberacién desde la mitocondria y la
translocacion hacia el nicleo de AIF y endonucleasa G. Se ha comprobado que todos los estimulos apoptoticos
mostrados inducen la liberacién de Smac/Diablo de la mitocondria. Tomado de Martinez, 2004)
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Proteinas Inhibidoras de Apoptosis (I1AP)

Como se dijo anteriormente las caspasas son proteinas clave en la transduccion y ejecucion
de la sefal apoptotica, éstas encuentran en la célula como precursores inactivos que
necesitan ser cortados para iniciar su actividad. Existen dos grandes grupos de caspasas: las
denominadas iniciadoras y las ejecutoras. Las caspasas iniciadoras son activadas por
autoproteolisis cuando son translocadas a compartimientos especificos o mediante
adaptadores/activadores; por su parte, las caspasas ejecutoras son activadas mediante el
corte especifico mediado por las caspasas iniciadoras. Estas proteasas son las encargadas de
los cortes finales de sustratos que provocan la morfologia tipica de la apoptosis (Elinos et.
al., 2003). Sin embargo, la actividad de las caspasas esta sujeta a los miembros de la familia
de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP). Las IAP fueron originalmente identificadas en
baculovirus por su capacidad de suprimir la apoptosis en células infectadas del hospedero.
Ha sido sugerido que la accién de estas moléculas ocurre por medio de una interaccion
directa con las caspasas (Martinez M. et al.2004).

En mamiferos se han identificado ocho distintas IAP, entre las mas estudiadas se
encuentran la XIAP, c-1AP1, c-1AP2, survivina, MLIAP, NAIP y BRUCE (Wei et al.,
2008), siendo el repetido 1AP baculoviral la unidad fundamental en las IAP (Martinez M. et
al., 2004). Dichos miembros de la familia de las IAP se caracterizan por el dominio BIR,
nombre que deriva de su descubrimiento original de estos supresores de la apoptosis en el
genoma de baculovirus (Wei et al., 2008), este contiene 80 aminoacidos plegados alrededor
de un atomo de zinc XIAP, c-lIAP1 y c-1AP2. Cada una presenta 3 dominios BIR, los cuales
tienen funciones diferentes. En estas IAP, BIR3 inhabilita la actividad de la caspasa 9,
mientras que la region de union entre BIR1 y BIR2 inhibe selectivamente a las caspasas 3 y
7 (Martinez et al.2004) (Figura 5).

rMammal
c-1AP1 — BIR1— BIR2 — BIR3 ——— CARD RING 604
c-lAP2 . — BIR1— BIRZ — BIR3 ———— CARD RING B18
XIAP | — BIR1— BIR2 — BIR3 RING 497
ILP2  —BIR3———————RING—236
MLIAFP — BIR3 RING 298
NAIF | == BIR1=—— BIR2 —— BIR3 NFE-KB =— e 1403
Survivin — BIR3 142
BRIUKE — BIR il Ubc 4830

Figura 5. Estructura molecular de los miembros de la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAP), mostrando sus diferentes dominios. Tomado de Wei et.al., 2008.




Dentro de esta familia de proteinas, la mas estudiada es la XIAP, cuya estructura
estd formada por tres dominios BIR y uno RING. EI dominio BIR2 inhibe las caspasas 3 y

7, mientras que el dominio BIR3 a la caspasa 9 (Carter et al., 2005) (Figura 6).

Caspasa Caspasa
3/7 9 I BIR

T T @
m BIR2 ]_| BIR3 ]_O XIAP J caro

Figura 6. Estructura molecular de XIAP, XIAP puede unirse e inhibir a las caspasas 3, 7y 9, esto lo
realiza mediante la unién de BIR2 con una secuencia especifica de la caspasa 3 y 7, mientras que
caspasa 9 se une a una region de BIR3. Tomado de Wright y Duckett, 2014.

Algunos elementos de la familia IAP, también contienen otras estructuras, tales
como el dominio de reclutamiento de activacion de caspasas, phosphate-loop y ubiquitin-
conjugating (UBC). Aunque se requiere el dominio BIR para llevar a cabo la funcion anti-
apoptdtica de las proteinas de la familia IAP, no todos los miembros que contienen este
dominio presentan dicha funcion (Wei et al., 2008).

La inhibicién de las caspasas mediada por las IAP puede ser removida por la
proteina proapoptotica Smac/DIABLO, dejando libre a las caspasas para que puedan

realizar su funcidn, conduciendo a la apoptosis.

Smac/DIABLO

Smac/Diablo es una proteina que fue descubierta simultdneamente por dos grupos de
investigacion. Por un lado, Du et al, 2000, aislaron una fraccion a partir de extractos de
membrana mitocondrial de células Hela, la cual estaba relacionada con la activacion de
caspasa 3. De esta fraccion purificaron una proteina de aproximadamente 25 kDa que
denominaron Smac (del inglés Second mitochondria-derived activator of caspase). Por su
parte, Verhagen et al., 2000, mediante ensayos de coinmunoprecipitacién con XIAP-Flag,
transfectada en células 293T, aislaron una proteina de 23 kDa con un punto isoeléctrico (pl)
de aproximadamente 5.3 que se unia a la XIAP. La secuencia peptidica de esta proteina fue
usada para hacer una busqueda en la base de datos de secuencias expresadas de ADN, ESTs

(del ingles Expressed Sequence Tag) y se encontrd un alineamiento idéntico con secuencias
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de humano y de raton. La clona de ADNc EST elegida era de un ratdn, ésta codificaba una
proteina de 26.8 kDa, la cual fue nombrada DIABLO (del inglés Direct IAP Inding Protein
With Low PI) (Martinez et al., .2004).

Smac/DIABLO se expresa de manera diferencial en diferentes tejidos de humano
adulto. Por ejemplo, presenta una expresion elevada en testiculo, corazon, higado, rifién,
bazo, prostata y ovario, asi como una baja expresién en cerebro, pulmén, timo y leucocitos.
Por otro lado, manifiesta un patron similar de expresion en tejidos de raton adulto
(Martinez M. et al.2004).

El ARN mensajero de Smac/DIABLO codifica una proteina de 239 aminoéacidos.
Esto provoca que la regién amino terminal (55 aminoacidos) representa una tipica sefial
anfipatica de localizacion mitocondrial (MTS), la cual es cortada una vez que
Smac/DIABLO se importa a la mitocondria. En condiciones normales Smac/DIABLO
reside en el espacio intermembranal, pero después de un estimulo apoptotico
(dexametasona, radiacion ionizante, luz UV, Apo2L/TRAIL, Fas/Apol, doxorrubicina,
cisplatino, etoposido, taxol, ionidamina, tridxido de arsénico) se libera de la mitocondria al
citosol, en donde se une a varias IAPs, antagonizando su funcion (Meléndez et al., 2008).

Sabemos que Smac/DIABLO puede interactuar con XIAP, c-IAP1, clAP2,
survivina y la IAP baculoviral OplAP, sin embargo, sélo cuando estan en una etapa madura
tiene la capacidad de promover la activacion de caspasas, mientras que el precursor con la
sefial de localizacion mitocondrial no posee tal capacidad. Por lo tanto, Smac/DIABLO
requiere de un proceso de maduracion dentro de la mitocondria antes de presentar su
actividad apoptdtica (Martinez et al, 2008).

El gen Smac/DIABLO se localiza en el ser humano en el cromosoma 12q y que esta
compuesto de siete exones. Han sido registradas cuatro isoformas de Smac/DIABLO,
generadas por procesamiento alternativo del ARN mensajero, a las cuales se les denomind
o, B, vy 9, esta tltima también llamada Smac3. (Figura 7). (Martinez et al., 2004). Las
isoformas a y B son mitocondriales mientras que y y 6 son citosolicas, ya que no presentan
una MTS.

Ha sido descubierto que la isoforma P, generada por un procesamiento alternativo
que integra un exoén criptico, se expresa en todas las lineas celulares probadas incluyendo:
Hela, Jurkat, 293, THP1, MCF-7, A431 y 697, aunque en una cantidad menor que la
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isoforma o (Srinivasula et al, 2000 y Roberts et al., 2001). Por su parte, la isoforma &
(Smac3) es producida por el procesamiento alternativo del exdn 4. Esta isoforma particular
posee una MTS, por lo cual se dirige a la mitocondria una vez sintetizada. Su expresion, al
igual que la isoforma o, es diferencial en tejidos de humano adulto y de la misma manera se
expresa en las lineas celulares: MCF-7, Hela, 293T, Jurkat y HEK293 (Fu J. y Arend et al.,
2003). La isoforma y es la menos estudiada y se desconoce casi todo de ella (Martinez M.

et al.2004).

T T T T T

Sitio de unidén
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Figura 7. Estructura del gen Smac/DIABLO vy las diferentes isoformas generadas por procesamiento alternativo
del RNA mensajero. EI gen Smac/DIABLO presenta siete exones. El exdn 2 es un exén criptico que permite la
generacion de la isoforma B. La MTS (sefial de localizacion mitocondrial) es codificada por los exones 1y 3.
Smac/Diablo o y & son mitocondriales (presentan una MTS intacta), mientras que Smac/Diablo B y y son
citosolicas (no tienen MTS) Tomado de Martinez, 2009.

Inhibicion de las IAPS por Smac/DIABLO.
Smac/DIABLO o madura se comporta como un dimero en solucion y utiliza su region N-
terminal para interactuar con las IAP e inhibir su funcion. Asimismo, se une a los dominios
BIR2 y BIR3 de la XIAP, pero no al BIR1. La union a cada BIR es mutuamente
excluyente. Se ha demostrado que las mutantes monoméricas de Smac/DIABLO «
interactuan fuertemente con el BIR3, pero no forman un complejo estable con el BIR2.
Estas mutantes tienen menor capacidad para promover la activacién de la procaspasa 3.
Smac/DIABLO a se une al BIR3 de la XIAP a través de sus primeros cuatro

residuos de aminoacidos N-terminales AVPI. La sustitucién de cualquiera de éstos elimina
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la capacidad de union, probablemente debido a una pérdida de interacciones hidrofobicas.
Por otro lado, Smac/DIABLO B interactua con los dominios BIR1 y BIR2 de la XIAP, pero
no con el BIR3. De igual forma, promueve principalmente la funcién de las caspasas
efectoras 3 y 7, aunque en todos los casos presenta una actividad promotora de caspasas
menor que Smac/DIABLO a (Figura 8).

Esta diferencia puede explicarse en parte porque los primeros residuos N-terminales
de Smac/DIABLO B (MKSDFY) son diferentes a los de Smac/DIABLO a (AVPI), siendo

estos ultimos indispensables para la union al BIR3 de la XIAP.

A B
Péptido AAF
linker

Caspasa Caspasa
3/7

| |
M siks | ) xiap

Caspase-9-XIAP Smac-XIAP

Figura 8. Interaccion de Smac/DIABLO con las IAPs para lograr su inhibicion. (A) estructura de la XIAP,
mostrando sus tres dominios asi como los lugares donde interacciona con las caspasas 3,7 y 9. (B) muestra
los sitios donde interactia Smac/diablo con las XIAP para lograr su inhibicién. (C) Smac / DIABLO
desplaza la caspasa-9 de BIR3 de XIAP. (C) Estructura cristalinas de la caspasa-9 procesado unido a BIR3
de XIAP. El péptido parpura representa los primeros 4 aminoacidos que entran en contacto de XIAP, con
el extremo amino terminal cerca del residuo naranja de XIAP. (D) Estructura de RMN de la Smac /
DIABLO de IBM (péptido puarpura con el extremo amino terminal cerca de la residuo naranja de XIAP)
unidos a la misma ranura en BIR3 de XIAP que se une la caspasa-9, abrogando asi la capacidad de XIAP

para bloquear la caspasa-9 actividad. Tomado de: Wright y Duckett, 2014.
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Roberts et al, 2001, demostraron que Smac/DIABLO f no es capaz de interactuar con
XIAP, c- IAP1 ni c-1AP2 in vivo. Ellos proponen que 20 aminoacidos del N-terminal de
Smac/DIABLO B son procesados intracelularmente. Sin embargo, esta forma de la
proteina es capaz de potenciar la apoptosis inducida por diversos estimulos al mismo nivel
que Smac/DIABLO a. Como Smac/DIABLO B no posee los aminoacidos necesarios para
la interaccion con las IAPs, se postula que el (los) dominio(s) para la funcion proapoptética
reside(n) en el fragmento C-terminal y que la unién de Smac/DIABLO a a la XIAP es
Gnicamente una funcion secundaria. Smac/DIABLO & madura interactia con los dominios
BIR2 y BIR3 de la XIAP a través del tetrapéptido N-terminal AVPI, promoviendo la
activacion de la caspasa 3 (Fu J, Jin Y y Arend L J .2003) Sin embargo Smac/DIABLO esta

sujeta a regulacion a distintos niveles.

Regulacion de Smac/DIABLO.

El mecanismo de regulacion mas evidente para Smac/DIABLO o y 06 es la translocacion
desde el espacio intermembranal de la mitocondria al citosol durante la apoptosis. Este
evento es regulado por miembros de la familia de Bcl-2, la sobreexpresion de Bcl-2 o Bcl-x
inhibe la translocacion, mientras que Bid truncado la favorece, al parecer es necesaria la
activacion de la via de JNK (cinasas del N-terminal de c-Jun) para tal translocacion
(Chauhan, et al., 2003).

Una vez en el citosol, las mismas proteinas IAP regulan la concentracion y la
actividad de Smac/DIABLO a. Por una parte, se ha demostrado que XIAP, c-IAP1y clAP2
tienen actividad de ligasa de la proteina ubiquitina (E3), sobre la proteina Smac/DIABLOa.
Se requiere tanto de la asociacion de las IAP con Smac/DIABLO como de la presencia del
dominio RING para la ubiquitinacion. Esta actividad promueve la rapida disminucién de
Smac/DIABLO a liberada de la mitocondria y proporciona un mecanismo por el cual las
IAP inhiben la muerte celular, dirigiendo a moléculas proapoptéticas a la degradacién
mediada por el proteosoma (MacFarlane et al., 2002; Hu S y Yang X, 2003). Sin embargo,
la proteina Smac/DIABLO & también tiene la capacidad de promover la autoubiquitinacion
de la proteina XIAP. Esta actividad, que no presenta Smac/DIABLO a, requiere la

asociacion de Smac/DIABLO B con la XIAP y el dominio RING intacto de esta tltima,
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aunque aun se desconoce el mecanismo por el cual Smac/DIABLO o acelera la
autodestruccion de la XIAP (Fu J et al., 2003).

Por su parte, los diversos miembros de la familia de las IAP pueden cooperar entre
ellos para inhibir la apoptosis. Se sabe, por ejemplo, que XIAP, pero no survivina, puede
unirse a Caspasa 9. Sin embargo, XIAP y survivina si pueden unirse a Smac/DIABLO.
Existe al menos un reporte en el cual se muestra que XIAP se une a la caspasa 9, mientras
que survivina se une a Smac/DIABLO y de esta forma evita que éste inhiba a XIAP. En
este modelo la apoptosis se inhibe ya que la survivina mantiene secuestrada a
Smac/DIABLO, en tanto que XIAP incapacita la funcion de la caspasa 9 (Song et al.,
2003). Aparentemente, Smac/DIABLO B es regulada intracelularmente por protedlisis. La
pérdida de sus 20 aminoadcidos N-terminales crea una proteina incapaz de interactuar con
las 1APs, conservando su actividad promotora de apoptosis. Hasta ahora se desconoce el
mecanismo por el cual esta isoforma induce apoptosis, sin la necesidad de interactuar con
las IAP (Roberts, et al., 2001).

Las anormalidades en la regulacién del proceso de muerte celular puede ser un
componente importante de enfermedades como el Cancer, el Sindrome Linfoproliferativo
Autoinmune, el SIDA, Isquemia y enfermedades neurodegenerativas como Parkinson,
Alzheimer, Huntington (Norbury y Zhivotovsky, 2004), dependiendo si esta desregulacion

inhibe o sobre estimula dicho proceso (Tabla 1).

Enfermedades relacionadas con inhibicién de Enfermedades relacionadas con exceso de
apoptosis apoptosis
Céncer SIDA
Enfermedades autoinmunes Enfermedades neurodegenerativas
Infecciones virales Sindrome mielodisplasicos

Dafio isquémico
Hepatitis toxica
Pancreatitis
Hepatitis fulminante
Tiroiditis

Tabla 1. Patologias causadas por desregulacion de la Apoptosis. Tomado de Norbury y Zhivotovsky,
2004.
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Cancer
La mayoria de los cancer se originan a partir de una célula Unica; no obstante, siempre se
necesita una suma de mdltiples acontecimientos para que una célula pase de fenotipo
normal al fenotipo transformado.Un gran nimero de estas alteraciones implican cambios en
la secuencia anormal de ADN (mutacidn), que puede tener origen en errores aleatorios de
repeticion, exposicion a carcindgenos o defectos en los procesos de reparacion de ADN.

Existen 6 caracteristicas fundamentales para definir a una célula tumoral: 1)
Mantenimiento de las sefiales de proliferacién, 2) Inmortalidad replicativa, 3) Induccién de
invasion y metéstasis, 4) Evasion de supresores de crecimiento, 5) Induccion de
angiogénesis y 6) Resistencia a la muerte (Hanahan y Weinberg, 2011).

El Céancer no es solo una enfermedad, ella sola comprende una variedad de por lo
menos cien afecciones muy distintas entre si, que se produce por el crecimiento anormal y
desordenado de las células del cuerpo. Esto causado por una suma de alteraciones celulares
ocurridas cuando la clave cromosémica genética ha sido alterada, por lo que las células
reciben mensajes erréneos. La célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo, de
modo que se divide a mayor velocidad que el resto de los tejidos a los que pertenece,
dejando de cumplir sus funciones originales (Camargo, 2004) (Figura 9). Este crecimiento
anormal de las células puede llegar a formar masas de tejidos llamadas tumores.

El Cancer se desarrolla en diferentes etapas, y probablemente intervienen varios
factores para convertirlo en un tumor visible. Es importante saber diferenciar los tumores

benignos o no cancerosos, de los malignos o cancerosos (Tabla 2) (Camargo, 2004).




Division celular normal Division celular cancerigena

Célula

/.\ ® Normal Evasionde la
- apoptosis
N o ! [
Célula .’ a4 '
SO ¥

normal Primara
mutacién

Tumor
Primario

Célula
dafiada Apoptasis

Figura 9. Comparacion de la division celular entre una célula normal y una cancerigena. Muestra el
crecimiento anormal de las células cancerigenas, hasta la formacion de tumores. Los cuales podrian producir
una metéstasis. Tomado de:

http://www.aurorahealthcare.org/yourhealth/healthgathgate/getcontent.asp?URLhealthgate=%22103616.hatm
%22. Alberts et al., 2002.

TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
Son de crecimiento lento. Algunos son de crecimiento lento, pero con

frecuencia son de crecimiento muy répido.

Solo crecen hasta determinado tamario. Crecen de manera progresiva e invasiva.
No destruyen células normales. Destruyen células, tejidos y 6rganos.
Crecen de manera ordenada. Crecen de manera desordenada.
No se propagan a otros tejidos. Se propagan a los otros 6rganos del cuerpo

como metastasis.
Normalmente no producen efectos Normalmente se producen efectos
secundarios graves. secundarios graves. Si no se controla su

crecimiento ocasionan la muerte.

Tabla 2. Muestra las principales diferencias entre tumores benignos y malignos, tomado de Camargo 2004.
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Los tipos de Cancer se pueden agrupar en categorias mas amplias. Los
principales son:

« Carcinoma: Cancer que empieza en la piel o en tejidos que revisten o cubren los
organos internos. Hay varios subtipos de carcinoma, entre ellos, el adenocarcinoma,
el carcinoma de células basales, el carcinoma de células escamosas y el carcinoma de
células de transicion.

« Sarcoma: Cancer que empieza en hueso, en cartilago, grasa, musculo, vasos
sanguineos u otro tejido conjuntivo o de sostén.

 Leucemia: Cancer que empieza en el tejido en el que se forma la sangre, como la
médula dsea, provocando la produccion de grandes cantidades de células sanguineas
anormales y que entren en la sangre.

« Linfoma y mieloma: En ambos casos el cancer empieza en las células del sistema
inmunitario.

* Los tipos de Cancer del sistema nervioso central: Empiezan en los tejidos del
cerebro y de la médula espinal.

A nivel mundial, el Céancer es una de las principales causas de mortandad. Este
padecimiento es resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos,
quimicos y bioldgicos) que produce la degeneracion de las células, originando lesiones
precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen estar localizados,
pero eventualmente pueden diseminarse hacia a otros 6rganos, metastasis (OMS, 2011).
En algunos casos la incidencia de Cancer se relaciona directamente con la edad, ya que las
personas maduras estan mas expuestas a factores causales relacionados con esta
enfermedad.

En el caso particular de México, segun el INEGI, en el afio de 2010 las principales
causas de muerte, por tumores malignos en la poblacion femenina mayor de 20 afios, fueron
el Céncer de Mama, con 13.8% de las defunciones totales, y el Cancer de Cérvix, con
unl10.8%. Tomando en cuenta estos datos el Cancer de Cérvix se coloca en el segundo de
decesos entre las mujeres mexicanas. Siendo los grupos de entre 40 y 49 afios de edad los
mas afectados: 10 de cada 100 mil perecen. Incrementandose a 30 de cada 100 mil en

mujeres de entre 65 y 74 afios, hasta alcanzar la maxima tasa de mortalidad en mujeres




mayores de 80 afios, donde 55 de cada 100 mil mujeres mueren por esta afeccion (OMS,
2009).

La mayoria de las mujeres hispanas son propensas al desarrollo de esta enfermedad
sin importar el grupo de edad, aumentando la posibilidad de adquirirlo al iniciar su vida
sexual, ya que se podrian llegar a exponer al Virus del Papiloma Humano (VPH).

Cancer de Cervix.

El Céancer de cérvix se presenta principalmente entre las mujeres con una vida sexual
activa, por lo que se considera una enfermedad multifactorial de transmision sexual aunque
no exclusiva, cuyo principal agente etioldgico es el virus del papiloma humano (VPH)
(Lopez y Lizano, 2006). Es el segundo Céancer mas comun a nivel mundial y el primero,
reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud, que se atribuye a una infeccion
(Sierra, 2011). Es una enfermedad neoplasica maligna que se origina en el Cérvix y cuya
progresion natural lleva a la muerte. Aungue no se tiene un conocimiento amplio de la
enfermedad, los estudios realizados han mostrado que la mayoria de estos tumores tienen
inicio gradual y sus lesiones precursoras pueden mantenerse en fase reversible o in situ por
varios afios en la mayoria de las pacientes.

La historia natural del Cancer de Cérvix implica la progresion gradual por etapas
intraepiteliales preinvasoras llamadas lesiones precursoras o premalignas, las cuales son
estrictamente intraepiteliales; es decir, se encuentran por encima de la membrana basal que
separa el epitelio escamoso del estroma (Figura 10). Se han determinado diversos factores
de riesgo asociados al desarrollo del Céancer de Cérvix: el nimero de parejas sexuales, el
inicio temprano de vida sexual activa, la multiparidad, etc. Sin embargo, el constituyente
etioldgico méas importante para el desarrollo del Cancer de Cérvix, es la infeccion con el
virus de papiloma humano (VPH) que esta asociado en un 97.7 % de los casos (Sierra,
2011).

Como ya se ha mencionado, el Cancer de Cérvix es la segunda causa de muerte por
neoplasias malignas en la mujer. Sin embargo, gracias a la citologia y a la histopatologia se
le puede detectar tempranamente y tratar oportunamente, reduciendo su impacto. Hoy en
dia el panorama se torna mas favorable al contar con vacunas preventivas, que prometen

disminuir este Cancer, especialmente en los paises que presentan mayor nimero de casos




(Lopez -Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006). Sin embargo, hay que recordar que a pesar de
gue ya se cuenta con una vacuna contra el VPH, el cual es un factor muy importante para
que dicho Cancer se pueda desarrollar, su efecto en la poblacion se vera reflejada en afios
proximos, ya que esta vacuna solo se les aplica a nifias entre los 9 y 11 afios de edad, por lo

que actualmente y en un futuro préximo se registraran muchos casos.

Etapa temprana IB Ewpa avanzada IB - Ewapa 1IB

Cucllo
utermno

Vagina

ve

Cancer

Figura 10. Desarrollo del Cancer de cérvix. EI Cancer de Cérvix inicialmente progresa en capas de tejido
que se encuentran en la superficie del Cérvix, posteriormente invade capas de tejido que se encuentran en
la superficie del cérvix, del Gtero, y finalmente se extiende en el area pélvica y otras areas del cuerpo

iniciando el proceso de metéstasis. Tomado de www.health.com.

El proceso gradual de invasion por parte de las lesiones en el cuello uterino se clasifican
como: LSIL (Low grade Squamous Intraepithelial Lesion) de acuerdo al grado de
afectacion en la zona de transformacion del cuello uterino. Dicha zona es la unidn entre el
epitelio columnar del endocervix y el epitelio escamoso del ectocervix. Es una regién de
continuos cambios metaplasicos, principalmente en la pubertad y durante el primer
embarazo, después de la menopausia declinan. Otro nombre con el que se conoce al LSIL
es NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical) el cual parte de NIC 1 que se caracteriza por
presentar mayor actividad mitotica y contenido de células inmaduras en el tercio inferior
del epitelio. Este se diferencia y madura, mostrando anormalidades menores de la célula.

Una metaplasia escamosa atipica, inducida por algin virus y que se desarrolle en esta




region, puede progresar a una NIC 2 o NIC 3, siendo éstas las verdaderas precursoras del
Céancer de Cérvix o Cancer Cervicouterino (CaCu). Caracterizandose por presentar mayor
actividad mitotica y contenido de células inmaduras en los tercios central y superior la
lesion. Estas etapas son comunmente positivas a los tipos virales oncogénicos que evitan la
maduracién y diferenciacion, produciendo una replicacion continua de células inmaduras y
eventualmente la acumulacion de anormalidades genéticas que favorecen la malignidad.
NIC puede establecerse al inicio, al mismo tiempo o en ausencia de HSIL (Lépez -Saavedra
y Lizano-Soberon, 2006).

El Cancer de Cérvix de células escamosas es el mas comin, mientras que los de
origen glandular sélo registran un 10%, es decir adenocarcinoma. Este ultimo tipo de
cancer contiene VPH pero la correlacion es menos pronunciada y es dependiente de la
edad. Cerca del 50% de las mujeres con adenocarcinoma in situ (AlS) tienen también NIC
y es a menudo encontrado en pacientes que han sido operados por carcinoma €scamoso

(Lopez -Saavedra y Lizano-Sober6n, 2006).

Tratamientos para el Cancer de Cérvix
En la actualidad existen diversos tipos de tratamientos para tratar este tipo de Cancer, los
cuales si se aplican oportunamente pueden controlar e incluso eliminar la enfermedad.

Algunos de los procedimientos son:

e Cirugia: Consiste en la extraccion de la masa tumoral mediante una intervencion
quirdrgica.

e Criocirugia: Este proceso, se emplea para Cancer preinvasivo, mata a las células
cancerosas congelandolas con una sonda de metal enfriada en nitrégeno liquido.

e Cirugia con laser para Céncer preinvasivo: Dicho procedimiento utiliza rayos
laser para quemar las células anormales o para extraer una muestra de tejido para
estudios adicionales.

e Biopsia de cono: Extirpa del cuello Cérvico Uterino una seccion de tejido en forma
de cono. Este método es utilizado para poder conservar la fecundidad en mujeres
con Céancer en etapa temprana, 0 para obtener una muestra y realizar estudios

adicionales.




e Histerectomia basica: el ttero y el cuello Cérvico Uterino se extraen por la vagina,
0 a través de la pared abdominal; provocando esterilidad

e Histerectomia radical y diseccion de nddulos linfaticos pélvicos: el Utero y los
nodulos linfaticos vaginales superiores son extirpados por la vagina, o a través de la
pared abdominal; originando esterilidad.

e Evisceracion peélvica total: Este procedimiento es utilizado cuando el Cancer es
recurrente. Se realiza una histerectomia radical, se extirpa la vejiga, la vagina, el
recto y parte del colon; esto conduce a la esterilidad.

e Radiacion: La radiacion interna (braquiterapia) o externa se pueden utilizar para
tratar el Cancer de Cérvix.

e Quimioterapia: Es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas, para
lograr un resultado satisfactorio las dosis empleadas suelen ser muy altas, lo cual
provoca una serie de efectos colaterales que merman seriamente las salud de las
pacientes.

e Crioterapia: La crioterapia, consiste en congelar las celulas anormales con una
sonda a baja temperatura, suele considerarse el método ablativo mas practico en los

sectores de bajos recursos. Es sencillo, de bajo costo y no requiere electricidad.

Ademas de dichos procedimientos, en la actualidad también existen otras propuestas
de tratamiento como la inmunoterapia, la cual en los Gltimos afios ha mostrado resultados
muy satisfactorios. En este contexto, se ha desarrollado la vacuna contra el VVPH, pero s6lo
va dirigida a prevenir ciertos tipos de VPH, como el 18 y 16, que son los responsables del
70% de casos de Cancer de Cérvix, y cuyos resultados se podran observar en un lapso de
tiempo de 15-20 afios, puesto que nada mas es administrada a la poblacion femenina menor
de edad. Por consiguiente, el Cancer de Cérvix sigue siendo un importante problema de
salud puablica, ya que el VPH no es el Unico factor de riesgo, sino que como se ha
mencionado anteriormente es el resultado de muchos otros factores, por lo que si se vera
disminuido considerablemente el indice de incidencia gracias a esta vacuna, pero ain no se
cuenta con las herramientas necesarias para erradicarlo por completo. Sin embargo, si se
detecta a tiempo puede ser controlado, empleando alguno de los tratamientos actualmente

disponibles.




Tratamientos Naturales

Los tratamientos actualmente utilizados contra el Cancer de Cérvix, asi como para otros
tipos de Cancer, en la mayoria de las ocasiones suelen agravar el problema, ya que son
invasivos y poco selectivos; mermando seriamente la salud fisica y emocional de las
pacientes. Es por ello que la tendencia actual de investigacion ha sido desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas que muestren una selectividad, una reduccion en el crecimiento
tumoral, ademas de una disminucién de los efectos secundarios que las terapias clasicas
llegan a producir.

Es asi como los metabolitos secundarios bioactivos de origen natural se han
convertido en el eje principal de diversas investigaciones, las cuales han presentado
resultados favorables, no solo para el tratamiento contra el Cancer sino para una gama
extensa de enfermedades.

Dichas investigaciones en un principio se centraban en el aspecto fotoquimico de
los metabolitos secundarios, sin embargo, actualmente estos estudios se dirigen sobre su
aplicacion potencial en el tratamiento de enfermedades humanas (Ireland, et al., 1993).

Como sabemos las principales fuentes de estos metabolitos secundarios son las
plantas, hongos, los productos de fermentacion y los organismos marinos. Es por ello que
los productos naturales o metabolitos secundarios de origen marino actualmente estan
siendo objeto de mdaltiples investigaciones, debido a que se ha reportado que son una fuente
importante de nuevas e inusuales formas de moléculas organicas, con una gran actividad
bioldgica. Esto se debe a que los organismos marinos estan sujetos a condiciones
ambientales completamente diferentes a los presentes en ambientes terrestres, estas
caracteristicas determinan que las rutas biosintéticas también sean diferentes (Baker, 1984).
Es por ello que los organismos marinos pueden generar metabolitos secundarios con
estructuras quimicas Unicas y distintas otros &mbitos.

Cabe sefialar que a pesar de que se ha reconocido que diversos organismos marinos
presentan varios compuestos prometedores, aproximadamente menos del 1% de las
especies se han investigado (Pesando, 1990), aislando de las algas marinas 2,072 productos
naturales, los cuales contribuyen con la mayor cantidad de compuestos identificados.




El primer reporte que se tiene del uso de las macroalgas con propiedades curativas
data de la antigua China, donde se usaba el alga Digenia simplex como vermifugo (De
Lara-lIsassi, et al. 1989), actualmente de esta especie se obtiene el acido kainico que se
utiliza contra la hipertension (Der Marderosian y Liberti, 1988). Es bien sabido que en la
medicina oriental, las algas pardas se han usado tradicionalmente como una droga
hipotensiva, a partir de ella se ha aislado un potente hipotensivo de Laminaria angustata,

denominado laminine (Baker, 1984a).

Algas Pardas

Las Phaeophytas (algas pardas) son exclusivamente marinas, pues solo se conocen unas
especies de agua dulce. Son muy abundantes en costas rocosas, crecen en la zona litoral
(desde la zona que va desde el punto de pleamar al baja mar) y sublitoral, especialmente en
aguas frias y agitadas y bien airadas. Estas algas son las mas grandes y complejas. La
clasificacion taxonomica actual de este grupo nos dice que pertenece a la clase
Phaeophyceae, division Heterokontophyta (Mansilla y Krisler, 2004).

Morfologicamente son muy variadas, aunque todas son pluricelulares, no existen
organismos unicelulares en este grupo. Su rango va desde filamentos microscopicos muy
simples hasta grandes formas de varios metros de longitud, con una clara especializacion de
células, organos y tejidos. Es el grupo de algas que mayor complejidad anatomica ha
alcanzado, presentando estructuras especializadas para la fotosintesis (lamina), el soporte y
transporte de compuestos (estipe), y para el anclaje al sustrato (hapterio). Su gran
complejidad morfoldgica se fundamenta en que algunas algas pardas han desarrollado
meristemos bien organizados (Graham and Krisler, 2004). Su color marrén u oliva
caracteristico, se debe a la combinacion del carotenoide fucoxantina presente en sus
plastidos con el verde de las clorofilas a 'y c.

Algunos feofitos han alcanzado gran complejidad morfoldgica extrena e interna, ya
que las distintas partes de su talo se han especializado en realizar funciones determinadas,
por ejemplo: la combinacion de pigmentos fotosintéticos (clorofila a y c, fucosantina y
diatoxantina, principalmente) les permite realizar la fotosintesis incluso donde solo llegan
las longitudes de onda més cortas de luz solar (Mauseth, 1995). Su pared celular contiene,

ademaés de celulosa, &cido alginico y sales sulfatadas. Estos compuestos dan resistencia y
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flexibilidad al alga, ya que forman geles en la matriz intracelular, ayudandoles a resistir las
tensiones provocadas por las fuertes olas y las corrientes marinas. Ademas intervienen en el
intercambio idnico y ayudan a evitar la desecacion del alga, especialmente cuando viven en
la zona litoral, donde quedan periddicamente expuestas al aire y a la luz solar (Graham and
Wilcox, 2000).

Actividad bioldgica de las algas pardas

Existen amplios reportes que muestran a las Phaeophyta como productoras de un gran
numero de metabolitos secundarios biolégicamente activos, Alguno de los géneros con los
que se han trabajado para el aislamiento de compuestos quimicos son: Dictyota y Dilophus
(Nouerddine et al, 1993), Dilophus ligulatos (Zertuche, 1993 y Gonzalez 1992, Tringalli et
al, 1988 y New Harold, 1992), Dictyota divaricata (Zhouyao et al. 1994 y Koing et al.,
1991), D. pardalis (Konig & Wright 1993 y Heinz, 1979), Dictyota dichotoma,
Dictyopteris prolifera (Murakami et al,, 1954 y Kajiwara et al, 1997), Cystoseira spinosa
(Amico et al, 1988 y Nouerddine et al, 1993), C. barbata y C. crinita (Trigalli et al, 1988 y
Milkova et al, 1997). De estas especies se han aislado compuestos y metabolitos
secundarios como los diterpenos (Zertuche, 1993 y Gonzalez 1992) con actividad
citotdxica; el compuesto Crenulaidal (New Harold, 1992), que presenta una actividad
microbiana; la sustancia dictyodial (Zhouyao et al. 1994) posee una actividad
antimicrobiana y antifingica (Koing et al., 1991); Dolabellano (Konig & Wright 1993 y
Heinz, 1979), con una funcién antimalarial en cepas resistentes a cloroquina;, diterpenos
con el esqueleto dolabellano tienen una accién contra bacterias gram-positivas y gram-
negativas; el vinil ciclopentano (Murakami et al,, 1954, Kajiwara et al, 1997 y Amico et al,
1988); derivados de tetrafeniltoluquinol, de los cuales el que presenté una mayor accion fue
el 5-hidroxicistofuranoquinol (Nouerddine et al, 1993); hidrocarburos halogenados como el
1-cloro-2-brometano, bromometanol, hexaclorobutano que muestran una actividad
fungicida y antibacterial, ademas del focosterol (Trigalli et al, 1988), compuesto altamente
distribuido en Cystoseira (Milkova et al, 1997).
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De las algas pardas también se han aislado diversos compuestos aromaticos como
los florotaninos extraidos de C. granulata, los cuales han comprobado tener accion
antibiotica (Glombitza et al, 1994). Por su parte, el-la deoxilapachol presenta una actividad
citotoxica, al igual que el &cido turbinarico (Konig & Wright 1993) de la familia
Sargassaceae. Un claro ejemplo de ello es el género Sargassum, el cual ha mostrado ser
origen de un gran numero de metabolitos bioactivos, a partir de este género se han aislado
compuestos antioxidantes tiles tanto en la industria alimenticia como en la cosmética
(Muruyama et al, 1991).

Estos compuestos son los que hacen que las algas pardas sean de gran utilidad e
interés econdmico. Aungue su mayor diversidad es en zonas polares, boreales y en latitudes
templadas, también crecen en aguas tropicales y subtropicales, siendo el ejemplo mas
conocido las grandes concentraciones de algas pardas del genero Sargassum, que

caracterizan el mar de los “Sargazos”.

Género Sargassum

Este género cuenta con mas de 550 especies distribuidas en los océanos del mundo (excepto
el Artico) y en una gran variedad de fondos o flotando libremente. Los sargazos fijos al
sustrato se encuentran desde la linea de costa (zona intermareal) hasta 20 mts de
profundidad (zona submareal). Y los de vida libre forman parches muy densos que llegan
alcanzar hectareas de longitud y de 1 a 2 mts de grosor. Esta alga es un miembro importante
de las comunidades costeras debido a la flotacion que le proporcionan los aerocistos, a su
rapida tasa de crecimiento, a su capacidad de reproducirse en el primer afio y a sus
diferentes vias reproductivas (Suérez, et al., 2013). Ademas de esto se caracteriza por
exhibir una ramificacion monopoidal, con sistema de ramificacion lateral presente en todos
los miembros, sus ejes principales son perennes, cortos, cilindricos o aplanados en
secciones t, éstos llevan las cicatrices de las ramas de hoja caduca. Los ejes suelen originar
ramas de segundo orden, cilindricas o aplanadas, con una superficie lisa 0 espinosa y
disticas o dispuestas en espiral (Mattio, et al., 2009). Este sistema tiene en su base dos
estructuras en forma de hoja, el resto del sistema de ramificacion consiste en vejigas de aire
y receptaculos. El peddnculo es inexistente o de longitud variable, cilindrico o aplanado,

suave o “espinoso”. El talo presenta un disco de fijacion, con uno o varios ejes principales




ramificados en “ramas” de varios ordenes que se diferencian en apéndices foliares (hojas),
vesiculas y receptaculos (6rganos reproductivos) (Belsher y Pommellec, 1988).

Los sargazos tiene una importante presencia en las costas del Golfo de México, Mar
Caribe y Océano Pacifico, incluyendo el Golfo de California. En el litoral costero de este
altimo, Sargassum es el componente de la flora marina que domina en cobertura y biomasa
sobre otras especies de algas, durante los meses en los que baja la temperatura del agua;
forma bosques submarinos de unos metros a varias hectareas de extension y de 0.5 m a 10
m de altura, que sobresalen en la superficie cuando llegan a su edad adulta, lo cual genera
generando un habitat tridimensional heterogéneo que alberga una gran variedad de
organismos. Las especies que conforman los bosques son Sargassum johnstonii, S.
herporhizum, S. lapazeanum, S. sinicola y S. horridum. EI nimero y densidad de especies
que se observan en el interior de los bosgques son mucho mayores que los de zonas carentes
de ellos (Suarez, et al., 2013).

De las especies de Sargassum que rodean el golfo de México se encuentran,
Sargassum vulgare, S. filipéndula, S. natans, (Flores, 2010). Particularmente la especie
Sargassum buxifolium Chauvin, se distribuye en los estados de Campeche, Quintana Roo,
Yucatén y Veracruz (Ortega et al, 2001).

Actividades bioldgicas de Sargassum

Las propiedades y los metabolitos bioactivos aislados de Sargassum son muy diversos, por
ejemplo, para Sargassum natans, Martinez Nadal identificd el compuesto sarganina con
propiedades antibio6ticas (Martinez et al, 1964); mas tarde, en 1995, se reportd que también
presenta efecto antibacterial y fungicida. De igual forma, se ha demostrado que S. cinctum
posee una accion fungicida (Sreenviasa, 1982). De S. polyceratium y S. tenemmum, se
obtuvieron sustancias antibioticas con accion fungicida (Levring en 1969). En 1993,
Faulkner extrajo de Sargassum tortil el tocotrienol y su correspondiente epoxido. Por otra
parte, en 1991, De Lara encontr actividad en los extractos acuosos y etandlicos de
Sargassum sp., contra E. coli y Microccocus lisodeikticus. para Sargasum palmeri y
Sargassum acinacifolium se han encontrado glucoronofucogalactanos, derivados de
fucanos, con propiedades anticoagulantes. Kuetzing report6 para Sargassum micracanthum

3 plastoquinonas con actividad antioxidante, que puede atribuirsele a su porcion
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polifendlica o su segmento similar al alfa-tocoferol (o ambos). Por su parte, Shanab estudio
la actividad antioxidante de extractos alcoholicos y de diclorometano de Sargassum
dentifolium y C. agardh. Asimismo, Turner ha estudiado a Sargassum siliquastrum
identificando florotaninos, estructuras quimicas caracteristicas de algunas especies de algas
marinas, compuestas por polimeros del floroglucinol, lo que permite clasificarlos como
compuestos polifendlicos. Los estudios de Nakai en Sargassum ringoldianum han revelado
que posee una actividad antioxidante. Hay registros que Sargassum thunbergii es utilizado
en Japon como agente antitumoral (Ito H., 1976)

En estudios recientes se ha encontrado que compuestos extraidos de especies del
genero Sargassum presentan actividades como antioxidantes e inmunoestimuladores,
(Sargassum hemiphyllum) (Pai-An Hwang et al.2010), ademas de ser un inhibidor del
proceso proinflamatorio, (Sargassum muticum) (Weon-Jong et al. 2008). Por otra parte,
para Sargassum oligocytum se ha reportado propiedades antitumorales, el cual ha sido
probado en lineas celulares de Cancer, utilizando concentraciones de entre 100 y 500
mg/ml por kg de peso (Zandi et al. 2010). Sargassum sp. presenta una actividad citotoxica
en lineas de Cancer de higado a una concentracion de entre 100 y 300 pg/ul (J.Stella et al,
2012). Estudios demuestran que Sargassum wightii es fuente de compuestos como: 1-iodo-
2-metilundecano, que tiene la caracteristica de mejorar la actividad reproductiva. El
heptadecano, 9 hexilo y el &cido hexadecanoico,1-(hidoximetil) 1,2- esteretanodiol,
proporcionan actividad antimicrobiana, antioxidante, anticancerigeno (Vengadesan et al.,
2013). Por su parte, Sargassum thunbergii con propiedades citotoxica y antitumoral a una
concentracion de 100 pg/ml.

Aunado a estas propiedades, se ha reportado que el género Sargassum es fuente de
fucoidan, el cual también presenta actividades antitumorales (Jong-young et al, 2014),
ademas de presentar fucoxantina (Siew-ling et al, 2010) y Heterofucanos, extraidos de
Sargassum filipéndula, el cual se ha reportado que induce la apoptosis en células de Cancer
de cervix (Hela), utilizando una concentracién de 2mg/ml (Silva et, al, 2011). Asimismo,
este genero presenta polisacaridos que le proporcionan actividades antitumorales y
antioxidantes (Hong Ye et al., 2008).
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JUSTIFICACION

El Cancer de Cérvix es la segunda enfermedad neoplasica mas frecuente y mortal en la
poblacion femenina, siendo los paises en vias de desarrollo los mas afectados. Actualmente
existen diversos tratamientos, los cuales no suelen ser selectivos y causan severos efectos
colaterales. Es por ello que la bisqueda de nuevas alternativas terapéuticas que sean
selectivas y que disminuyan estos efectos, constituye una de las principales tendencias en la
investigacion. Estudios recientes demuestran que los metabolitos secundarios de algunas
plantas y algas, como es el caso del género Sargassum, poseen un gran numero de
metabolitos bioactivos con propiedades: antibacteriales, anticoagulantes, antiflngicas,
antioxidantes, antiangiogénicas, inmunoreguladoras y antitumoral, entre otras.

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que Sargassum buxifolium (Chauvin)
M. J. Wynne [Sabu(Ch)W] tiene un efecto citostatico sobre lineas de Cancer de Cérvix
(CALO e INBL), mediante el arresto en las fases del ciclo celular, induciéndola a muerte
por apoptosis (Luna, 2012). También se ha demostrado que regula positivamente la
expresion del ARNm de la proteina proapoptotica Citocromo ¢ (Santiago 2014), asi mismo
se ha probado su actividad sobre Linfocitos de Sangre Periféerica Humana (LSPH),
presentando una actividad inmunoreguladora. Sin embargo, se desconoce los mecanismos y
la ruta por la cual dicho extracto induce a muerte a las células de Cancer de Cérvix, o de
que éste tenga algun efecto sobre la expresion del ARNm de la proteina proapoptética,
Smac/DIABLO.
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HIPOTESIS

Se sabe que el extracto de Sabu(Ch)W poseé un efecto antiproliferativo en células
de Cancer de Cérvix, arrestando a las células en diferentes fases del ciclo celular,
dependiendo de su estadio, para después inducirlas a muerte por apoptosis. Por lo
tanto, si se cultivan células de Cancer de Cérvix en presencia de Sabu(Ch)W, este
las inducira a muerte por apoptosis y se observard una regulacion en la expresion

del ARNm para la proteina proapoptética Smac/DIABLO.
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OBJETIVO GENERAL

7/
°e

Evaluar la expresion del ARNm para la proteina proapoptdtica,
Smac/DIABLO, en células de Cancer de Cérvix CALO e INBL, cultivadas
en presencia y ausencia del extracto de Sabu(Ch)W mediante la técnica de
RT-PCR.

OBJETIVOS PARTICULARES

L)

7/
L X4

7/
L X4

0

Realizar cultivos de la lineas celulares de Cancer de Cérvix CALO (estadio
[1B) e INBL (estadio IV metastasico).

Cultivar las lineas celulares en presencia y ausencia del extracto de
Sabu(Ch)W a una dilucion de 1:8123 (CALO) y 1:8910 (INBL), durante 36,
48y 72 horas.

Extraer, purificar y retrotranscribir el ARNm de células de las lineas CALO

e INBL, cultivadas en presencia del extracto de Sabu(Ch)W.

Analizar la expresion del producto de amplificacion para el ARNm de
Smac/DIABLO, en las lineas celulares CALO e INBL cultivadas en
presencia y ausencia del extracto de Sabu(Ch)W, mediante la técnica de

PCR punto final y Electroforesis.

Analizar los productos de amplificacion obtenidos de la técnica de PCR
punto final y de la electroforesis con el programa Life Science (LS)
software de UVP.
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico.

Para el extracto de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne, el alga fue colectada en
playa Los Mufiecos, Veracruz, en la siguiente ubicacion geografica: latitud Norte 19° 44°
38.2”°, longitud Oeste 96° 24’ 25.3°, en temporada de secas en el mes de abril. La
determinacion taxondmica se llevo a cabo en el Herbario de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, una vez confirmado que se trataba de la especie de nuestro interés se
procedié a realizar el extracto etandlico, todo este proceso fue bajo la direccion y
supervision de la Dra. Alejandrina G. Avila Ortiz.

Para dicho extracto se realizd una separacion- de los carotenoides para después
fraccionarlo de acuerdo a la proporcion de carotenos y xantofilas, obteniendo asi 20 eluatos
(Figura 11), los cuales se probaron en las lineas de Céancer de Cérvix CALO e INBL para
obtener la IC50, para cada una de ellas, observando que 5 fracciones eran las mas activas,
de las cuales la fraccion 2 presentaba una actividad mayor a una menor concentracion, por

lo que se decidid ocupar esta fraccion para ambas lineas (Tabla 3).

[ Carotenoides N

Carotenos

Fracciones 12 3 4 56 78 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

(N J

Figura 11. Muestra la proporcion de carotenos y xantofilas en las fracciones obtenidas del extracto de
Sabu(Ch)w.
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Fraccién Valor de dilucion Fraccién Valor de dilucién
Fraccion 14 1:3723 Fraccion 22 1:4380
Fraccion 13 1:4056 Fraccion ig 1:5490
Fraccion 17 1:4089 Fracciéon a2 1:7370
Fraccion 16 1:6684 Fraccién 6 1:8420
Fraccion 2 1:8123 Fraccion 2 1:8910

Tabla 3. Valor de las diluciones a las cuales se obtuvo la IC50 para cada una de las lineas celulares, cabe
destacar que la fraccion 2 present6 actividad a una dilucion mucho mayor que las demas fracciones.
Tomado de Luna 2012

El material biolégico consistid en lineas celulares derivadas de Céancer de Cérvix:
CALO e INBL (Tabla 4), las cuales fueron obtenidas del material criopreservado de la
Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y Céancer, Laboratorio de Oncologia

Celular de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

Linea celular Estadio clinico HPV Caracteristicas

Carcinoma de origen Epidermoide de células
CALO 11B 18 o .
grandes no queratinizadas. No metastasico

Carcinoma de origen Epidermoide de células
INBL VB 18 . .
grandes no queratinizadas. Metastasico

Tabla 4. Caracteristicas de las lineas de Cancer de Cérvix CALO e INBL, Tomado de Sierra 2011

Condiciones del Cultivo

Las lineas Celulares CALO e INBL se cultivaron en medio de cultivo RPMI-1640
(MICROLAB) - gyplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (¢'BCO) previamente
desactivado, en botellas de cultivo de 75 cm®. Los cultivos fueron mantenidos en
incubadora (FORM SCIENTIFIC, USA) 3 37°C, con un pH de 7.0-7.2 y con una atmosfera htimeda
saturante al 5 % de CO2 Las células tumorales CALO e INBL en fase de confluencia
fueron separadas del sustrato con verseno, para colocar 1x10° de células por condicion en

cajas Petri de 75 cm®.




Posteriormente, se llevd a cabo una sincronizacion celular para que los cultivos
partieran del mismo punto del ciclo celular (G1), esto se realizé cultivando a las células 24

horas en ausencia de SFB.

Tratamiento con el extracto de Sabu(Ch)W en las lineas de Cancer de Cérvix CALO e
INBL

Se parti6 de 1x10° de células de las lineas CALO e INBL, las cuales fueron cultivadas en
presencia del extracto de Sabu(Ch)W a una dilucion de 1:8123 para CALO y 1:8910 para
INBL. Con el propdsito de conocer la expresion basal del ARNm para Smac/DIABLO se
utilizé el ARNm extraido de las células cultivadas en ausencia de Sabu(Ch)W (control),
para comparar Si existia un aumento o disminucion en dicha expresion cuando son
cultivadas con Sabu(Ch)W. Los cultivos fueron mantenidos en incubadora (FORM SCIENTIFIC,
USA) a 37 °C, con un pH de 7.0-7.2 y en una atmosfera himeda saturante al 5% de CO?; en

un lapso de 36, 48 y 72 horas, para posteriormente realizar la extraccion de ARN total.

Extraccion de ARN Total.

Transcurridos los tiempos de cultivo con el extracto de Sabu(Ch)W, se recuperé el medio
para obtener todas las células muertas, posteriormente las células se despegaron con
verseno, colocandolas junto con el medio recuperado y se centrifugaran a 1500 rpm durante
5 minutos, para obtener un solo boton de células, para ello se eliminé el sobrenadante y
después realizar la extraccion del ARN mediante la utilizacion de la solucion TRIzolTM
(INVITROGEN) de jsotiocianato de guanidina.

El boton celular se homogeniz6 en 1ml de la solucién de TRIzolTM (NVITROGEN) ' ga
dejo reposar 15 minutos a temperatura ambiente, para favorecer la disociacion de los
complejos de nucleoproteinas. Transcurrido el tiempo, se afadieron 200 ul de cloroformo
(SIGMA) |ogrando asi una emulsion. Se agitaron vigorosamente los tubos de 1.5m| @ppendorf)
durante 3 minutos, después se incubaron por 3 minutos en hielo. Una vez finalizada la
incubacidn, se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y se
recogié la fase acuosa. Esta fase se mezcld con 500 ul de isopropanol S'°MA) con el fin de
precipitar el ARN, incubandose durante 24 h a -70 °C, en seguida se centrifugo las

muestras a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, eliminando el sobrenadante y el boton
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obtenido se lavé y purifico con 1ml de etanol U7 BAKER) frig al 70%, se centrifugd a 7500
rpm durante 10 minutos a 4°C dejando evaporar el etanol durante 1 h y media. El
precipitado obtenido fue resuspendid6 con agua libre de ARNsas (FERMENTAS) conservando
el stock a -70 °C.

Cuantificacion de ARN.

La cantidad de ARN presente en las muestras se determinG en un biofotdmetro (BlOPhotometer,
Eppendor?) ‘nara normalizar las muestras e igualar las concentraciones, se realizé una dilucion
1:50 suministrando 4 pl del stock de la muestra y resuspendido en 196 pul de agua
inyectable 'S4 las sustancias fueron colocadas en una celda, posteriormente se realizo la
lectura en el biofotometro (BlOPhotometer, Eppendorf) narg determinar las concentraciones de ARN
(ng/ml), se tomaron las absorbancias de 260 nm y se relaciond con la absorbancia 280 nm
para obtener un valor que nos indica su estado de pureza. Para alcanzar un grado de pureza
Optimo e indicativo de no degradacion de ARN se toma el valor de 260/280 nm superior a
1.5 e inferior a 2.0. La contaminacion de proteinas o de fenol disminuye la relacion. Se
aplico la relacion existente para la cuantificacion espectrofotometrica de acidos nucléicos,

en este caso ARN, de 1 unidad de densidad 6ptica (1 UDO) equivale a 40pg/ml.

Obtencion de ADNc por RT

Retrotranscripcion (RT).

La concentracion de ARN utilizada para la técnica fue de 2pg/ul para cada una de las
muestras, para ello, se utiliz6 un kit de RT-PCR en el que se establecieron las siguientes
condiciones: cada reaccion (1Rx) fue multiplicada por el niamero de muestras (células
cultivadas en presencia y ausenciadel extracto de Sargassum). Las reacciones se colocaron
en un termociclador (EPPENDORF ESTANDAR) que fue programado a 42 °C durante 1
hora. EI ADNCc obtenido se conservo a -70°C.
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Amplificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final.

Con los ADNCc obtenidos de la RT se llevd a cabo la PCR semicuantitativa utilizando 2
pg/ul, las condiciones establecidas para 1Rx utilizando un kit de PCR Go taq Polimerasa,
las cuales se multiplicaran por el nUmero de muestras (controles y tratamientos con extracto
de Sabu(Ch)W, se utiliz6 ademas primer especificos para el ARNm de Smac/DIABLO y -
actina, esta ultima utilizada como control interno de la técnica por ser una proteina

constitutiva (Tabla 5).

PRIMER SECUENCIA PARES DE BASES

] Sentido: GGGTCAGAAGGATTCCTATG
B-Actina o 234 pb
Antisentido;: GGTCTCAAACATGATCTGGG

Smac/DIABLO Sentido: GGAAAGCAGAAACCAAGCTG

211 pb
Antisentido;: CTCGGTGCACAGACAGTCAT P

Tabla 5. Secuencia, sentido y antisentido, del primer a utilizar para la deteccion de Smac/DIABLO, asi
como B-actina como un control interno de la técnica. Obtenidos con el programa Primer3 input version

0.4.0 y comprobado en e-PCR

El protocolo que se utilizd consisti6 en:

1. Fase de desnaturalizacion del ADN: 94 °C durante 6 min
Fase de alineamiento del ADN: 54 °C durante 2 min
Fase de extension del ADN: 72 °C durante 2 min
Fase de disociacion: 94 °C durante 45 seg
30 ciclos de repeticion del paso 2 al 4
Fase de alineamiento del ADN: 54 °C durante 2 min

Fase de extension del ADN: 72 °C durante 7 min

© N o gk~ w DN

Fase de estabilizacién: 20 °C durante 30 min

!
38|

—



ELECTROFORESIS.

Para visualizar la expresion del producto obtenido de la PCR de cada una de las muestras se
realizd una electroforesis con 4pul del producto amplificado en un gel de agarosa al 1.5 %.
Para la preparacion del gel de agarosa, se pesaron 1.5 g de agarosa la cual fue diluida con
100 ml de TBE 1X en un matraz de 100 ml. Para tener una mejor homogenizacion, la
dilucion se calentdé a 50 °C durante 4 minutos aproximadamente. Después de montar la
camara de electroforesis OV USA) se procedio a verter la dilucion de agarosa junto con 15ul
de bromuro de etidio en la cdmara de electroforesis, inmediatamente se coloc6 un peine con
el nimero de pozos deseados.

Concluido el tiempo de polimerizacion de la agarosa (20" aproximadamente) se
procede a retirar el peine y montar la cAmara para la corrida electroforética, en el cual se
colocara 1 1 de buffer de corrida (TBE 0.5X). Posteriormente, se depositaron 4 pl de
muestra en los pozos, asi como 4 pul de escalera de pares de bases. El tiempo de corrida es
aproximadamente de 1 hora a 80 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 anodo. De tal manera, la electroforesis de
acidos nucleidos es el método habitual para separar, identificar y purificar moléculas o
fragmentos de ADN y ARN en funcién de su tamafio y movilidad.

Para la visualizacion de los acidos nucleidos se utilizé un colorante fluorescente:
bromuro de etidio MERCURY) Este tiene la propiedad de intercalarse entre las bases
nitrogenadas de los &cidos nucleicos y aumentar en dichas condiciones su fluorescencia, de
modo que emite luz visible (color naranja) cuando es excitado por radiacion ultravioleta
(300 nm) de un transluminador “Y> YA De este modo se efectlia la visualizacion del ADN
y la identificacion de los productos de interés. Se compararon los productos de
amplificacion de las células cultivadas en ausencia de Sabu(Ch)W (control) con las células
cultivadas con Sabu(Ch)W (Tratamiento) por medio de densitometria utilizando el
programa Life Science (LS) software de UVP, para corroborar si existe un aumento o

disminucion en la expresion del ARNm para Smac/DIABLO.
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Densitometria de los productos de amplificacion

La electroforesis es la forma habitual y usada para evaluar cualitativamente los productos
de amplificacion de la PCR, y tiene como proposito separar los componentes moleculares
individuales del ADN, ARN o proteinas en un gel plano. Pero para obtener un analisis mas
exacto y cuantitativo se utiliza la ayuda de fotodocumentadores, los cuales nos permiten
determinar la cantidad presente en ng de moléculas de cierta clase, que se encuentren
presentes en cada carril de muestra por medio de un equipo denominado Sistema de
obscuridad controlada para la adquisicion, documentacion y analisis de bioiméagenes usadas
en investigacion proteémica y genomica. El fotodocumentador fotografia el gel que
contiene las moléculas que han migrado y las cuantifica con ayuda de un software, el
objetivo es proporcionar en valores numéricos la intensidad de luminiscencia vy
concentracion, los resultados son tabulados y comparados contra la escalera de pares e
amplificacion (GENERULER 25-700PB, THERMO SCIENTIFIC) - qe aparte de ofrecer los marcadores
especificos de los tamafios de amplificado, también ofrece concentraciones en microgramos
(ug) y finalmente el resultado es arrojado en nanogramos (ng) de cada producto
amplificado.

En nuestro grupo de trabajo, se utilizé un Fotodocumentador (VWPEEUY) Modelo
DigiDoc-it® 120 imaging System junto con el Software Doc-1tLS 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
amplificacion antes mencionados. Es importante mencionar que este Software cumple con
la norma 21CFR Parte 11 de los requisitos y reglamentos de los médulos de imagenes
opcionales por Software para laboratorios de investigacién (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 funcion de lo recomendado por el manual

de operacion del equipo de foto documentacion.




RESULTADOS

Con el proposito de evaluar el efecto de la fraccion 2 del extracto de Sabu(Ch)W sobre la
expresion del ARNm de la proteina proapoptética Smac/DIABLO, se cultivaron células de
Céancer de Cérvix de las lineas CALO e INBL, en presencia y en ausencia de dicho
extracto, es importante aclarar que para definir los tiempos de cultivo se tomaron en cuenta
los resultados de trabajos previos (Luna, 2012 y Santiago 2014), donde se evaluo el efecto
del extracto de Sabu(Ch)W sobre la proliferacion de las lineas CALO e INBL y sobre la
expresion del ARNm la proteina proapoptética Citocromo c. En dichos trabajos se reportan
que la fraccion 2 del extracto de Sabu(Ch)W detiene a las células en diferentes fases del
ciclo celular, observando para la linea celular CALO un arresta a las 24 horas en la fase S,
de manera similar para la linea INBL, para la cual se observa una detencién del ciclo
celular a las 24 horas en la fase G1. Aunado a ésto, datos obtenidos por nuestro grupo de
trabajo sugieren una induccion de muerte por apoptosis, asi como la regulacion positiva del
ARNM la proteina proapoptotica Citocromo c, a partir de las 36 horas.

Tomando como base esta informacion, fue que en el presente trabajo se decidié cultivar las
células en presencia y en ausencia del extracto a los tiempos de 36, 48 y 72, con el
propdsito de detectar la proteina proapoptética Smac/DIABLO, ya que se sabe que su
liberacion de la mitocondria se produce tiempo después de que se ha recibido el estimulo
apoptotico, esto debido a su lugar de aparicion en la via intrinseca de la apoptosis y

conjuntamente con Citocromo c.

!
4 |

—



l. Integridad del ARN en lineas celulares de Cancer de Cérvix.

Para confirmar la integridad del ARN extraido por la técnica de Trizol, se procedi6 a correr
las muestras en un gel de agarosa al 1.5%, donde el ARN fue tefiido con bromuro de etidio.
Al exponer el gel a luz UV se observo nitidamente las subunidades 28s y 18s del ARN
ribosomal (ARNTF). Esto indica que la integridad del ARNr es aceptable y se puede contar

con material confiable para realizar la retrotranscripcion (Figura. 12).

Integridad del ARN en las lineas celulares de Cancer de Cérvix
CALO e INBL
Horas de
CALO cultivo INBL
28s > <«— 28s
36
18s > P
18s
28s <«— 28s
18s 48
<— 18s
28s > <— 28s
72
<— 18s
- + Sabu(Ch)W
Fig. 12. Integridad del ARN en lineas celulares de Cancer de Cérvix CALO e INBL. Muestra el ARN de
lineas celulares CALO e INBL, cultivadas en ausencia (-) y presencia (+) de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W (+) a
diferentes tiempos de cultivo (36, 48 y 72 horas). Las bandas obtenidas a los diferentes tiempos y en ambas
lineas, muestran nitidamente las bandas de las subunidades 28S y 18S del ARNT.
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Il. RT-PCR del ARNm de la proteina B-actina y la proteina proapoptotica
Smac/DIABLO

Una vez confirmada la integridad del ARNm se procedio a llevar a cabo la
retrotranscripcion (RT) para obtener el ADN complementario (ADNc) de cada una de las
muestras cultivadas a los diferentes tiempos, en ausencia (-) o presencia (+) de la fraccion
2 del extracto de Sabu(Ch)W.

Estos ADNc se utilizaron para realizar la PCR, con la cual se evaluara la expresion
del ARNm de las proteinas Smac/DIABLO y B-actina, esta Gltima utilizada para confirmar
que las condiciones de la PCR son las adecuadas y que es confiable para amplificar los
demas primers, esto debido a que B-actina es una proteina constitutiva de las células, la cual
se encuentra en sintesis continua en celulas metabdlicamente activas, por lo cual su

mensajero esté presente siempre en las células de Cancer de Cérvix.

I1.1 Expresion del ARNm de la proteina -actina en células de Cancer de Cérvix

Los resultados obtenidos muestran tanto para la linea celular CALO como INBL una banda
de amplificacion de 232pb, que corresponde al tamafio del producto esperado para B-actina.
Es evidente que en ambas lineas celulares se obtuvieron bandas homogéneas de los
productos de amplificacion a los diferentes tiempos de cultivo, lo mismo para las células
cultivadas en ausencia (-) como para las cultivadas en presencia (+) de la fraccién 2 del
extracto de Sabu(Ch)W (Figura 13).
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Expresion del ARNm de la proteina B-actina en células de las
lineas CALO e INBL

CALO INBL o

PR PB e cultivo

(Horas)
> >3 36
> >4 4
> 3 > i 72

SabuChw - + - +

Figura 13.- Expresion del ARNm para la proteina p-actina. Muestra la expresion del ARNm para
la proteina B-actina para las lineas celulares CALO e INBL, cultivadas a tres diferentes tiempos en
presencia (+) y ausencia (-) de la fraccion 2 del extracto de Sabu(Ch)W, mostrando bandas

homogéneas para ambas lineas a los diferentes tiempos de cultivo.
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1.1l Expresién del ARNm de Smac/DIABLO en la linea celular CALO.

Después de corroborar por medio de la expresion de B-actina que las condiciones de la
PCR son las correctas, se procedié a amplificar el producto para el ARNm de la proteina
proapoptética Smac/DIABLO. Los resultados obtenidos muestran para la linea celular
CALO, una banda de amplificacién de 211 pb, que corresponde al tamafio del producto
esperado. Los amplificados del ARNm de las celulas cultivadas en ausencia de la fraccion
2 de Sabu(Ch)W, revelan un incremento en su intensidad luminica y grosor de la banda
directamente proporcional al tiempo, siendo més evidente a las 72 horas. Para las células
cultivadas en presencia del extracto, se observo el mismo efecto con respecto al tiempo.

Sin embargo, en el momento de comparar las bandas del producto de amplificacion
para el ARNm de la proteina proapoptdtica Smac/Diablo se observd una mayor intensidad
luminica y grosor en las bandas de los productos de amplificacion en las células cultivadas
en presencia de la fraccién 2 de Sabu(Ch)W, en comparacion con los productos obtenidos
de las células cultivadas en ausencia del extracto, siendo esta diferencia mas notoria a las
36 horas (Figura 14).
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Expresion del ARNm de la proteina proapoptotica Smac/DIABLO en la
linea celular CALO

Tiempo de cultivo . 36 8 7

(Horas)

Smac/DIABLO 300
= 21
20
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Figura 14. Expresion del ARNm para la proteina proapoptética Smac/DIABLO para la linea celular
CALO. Bandas de los productos de amplificacion para el ARNm de la proteina proapoptdtica
Smac/DIABLO de células de la linea CALO cultivadas a 36, 48 y 72 horas en ausencia (-) y presencia (+)
del extracto de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W. Mostrando un aumento en la intensidad luminica y grosor de
las bandas en los productos de amplificacion para las células cultivadas en presencia de extracto con
respecto a las bandas de los productos de las células cultivadas en ausencia de la fraccion 2 de
Sabu(Ch)W .

I1l.  Densitometria de los productos de amplificacion para Smac/DIABLO con el
Software Doc-I1tLS Acquisition and Analysisen la linea celular CALO.

Dado que la evaluacion de la expresion génica, producto de la RT-PCR en gel de agarosa,
solo proporciona datos cualitativos, actualmente se han desarrollado protocolos de
evaluacion de la expresion génica, utilizando Software especializado para obtener datos
cuantitativos de la expresion de los productos de la PCR. Por esta razén, en el presente
trabajo se realizo el anlisis de los productos de amplificacion obtenidos de la RT-PCR para

la proteina proapoptética Smac/DIABLO fueron valorados usando la técnica de




densitometria por luminiscencia (Tabla 6). Dicha técnica cuantifica la proporcion de luz
retenida en los &cidos nucleicos del amplificado, permitiendo determinar su masa de
manera automatizada minimizando el rango de error, ademas esto nos permite proporcionar
datos numéricos de la concentracion de cada amplificado.

De acuerdo con el software Doc-itLS Acquisition and Analysis, se tomo en cuenta como
valor aceptable de variacion entre lectura y lectura la cantidad de 0.50 ng. Este margen

toma en cuenta los errores de pipeteo y llenado de las muestras.

Densitometria para los productos de amplificacién de Smac/DIABLO en la linea

CALO.

Tiempo de . )
cultivo CALO Rf I-Max Vol Mass (ng) Cmffﬁ('joo" de F:::‘“;’
(Horas) g

- 045 153 114798 3.11 0

26 173
+ 045 291 176452 484 0
- 045 211 155586 416 0

i 073"
+ 045 293 186413 489 0
- 045 233 184202 483 0

- 0.15
+ 045 229 184352 498 0

Tabla 6. Valores obtenidos con el Software Doc-ItLS Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54, de los
productos de amplificacion del ARNm de la proteina proapoptética Smac/DIABLO de las células
cultivadas en ausencia (-) y presencia (+) de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W, mostrando la linea de referencia
(Rf). Intensidad méaxima proporcionada en lumens (Im) (I-Max). Correlacion con los valores de volumen
de todas las variables (I-Vol), Masa (ng): Cantidad de acido nucleico presente en la muestra, Correccion
de fondo: Retoque de la fotografia, Ratio (ng): muestra la diferencia de la masa entre células cultivadas
en presencia del extracto de Sabu(Ch)W (+), con respecto a las células cultivadas en ausencia de la
fraccion 2 de Sabu(Ch)W (-) de la linea celular CALO. Para que la diferencia sea significativa (*) tiene
que ser mayor a 0.50 ng.

Para tener una mejor visualizacion de la variacion entre las masas de los productos de
amplificacion obtenidos para Smac/DIABLO, de las células cultivadas en presencia y
ausencia de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W, se elaboré una grafica de masa. Para ello se
compard la intensidad luminica y cantidad de pixeles en el ancho de la banda con un patron

ya conocido. Dicho patron fue la escalera de tamafios de amplificacion (CENERULER 25-700PB,




THERMO SCIENTIFIC) |3 cual ademas de proporcionar referencias sobre los tamafios de los
productos de amplificacion, también suministra datos sobre la concentracion de las bandas
de éstos.

De esta manera se observa que la masa de los productos de amplificacion del
mensajero de las células cultivadas en ausencia de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W, van
incrementando su masa conforme al tiempo, mientras que para los productos de
amplificacion del mensajero de las células cultivadas en presencia de dicho extracto, la
mayor masa se obtuvo se observa a las 36 horas sin cambios aparentes con respecto al
tiempo.

Al comparar la masa de los productos de amplificacion para la proteina proapoptética
Smac /DIABLO, entre células cultivadas en presencia y ausencia del extracto, y tomando
en cuenta como variacion significativa los 0.50 ng, observamos que estos tienen un
incremento significativamente mayor cuando las, células fueron cultivadas a 36 y 48 horas
en presencia del extracto de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W (Grafica 1).

Masa de los productos de amplificacion del ARNm de Smac/DIABLO en la

linea CALO
6
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Grafica 1. Muestra la masa de los productos de amplificacion del ARNm de la proteina proapoptotica
Smac/DIABLO de las células cultivadas en ausencia (-) y presencia (+) de Sabu(Ch)W, obtenidas con el
Software Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54, se observa una diferencia significativa (*) en la
masa del producto de amplificacién para la proteina pro-apoptética Smac/DIABLO en las células
cultivadas en presencia del extracto a las 36 y 48 horas en comparacion con la masa de los productos de
amplificacion de las células cultivadas en ausencia de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W, siendo més notorio a

las 36 horas, mientras que a las 72 horas no hay una diferencia significativa.




Después de analizar las bandas de los productos de amplificacion para el ARNm de
la proteina proapoptética Smac/DIABLO, con el software Doc-ItLS Acquisition and
Analysis version 7.1 RC3.54 y hacer una comparacion entre los valores obtenidos de la
masa de los productos de amplificacion de las células cultivadas en ausencia del extracto
con la obtenida de células cultivadas en presencia de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W (Ratio),
se observé un aumento significativo en las masas de estas Gltimas a las 36 y 48 horas,
siendo este aumento de 1.73 ng a las 36 horas, mientras que a las 48 horas se obtiene un
aumento de 0.73 ng (Tabla 6).

Gracias al software se pudo obtener histogramas, que tabulan y comparan la
intensidad de fluorescencia y la cantidad de pixeles del area de las bandas. A continuacion
se presentan los histogramas de los productos de amplificacion para el ARNm de la
proteina proapoptotica Smac/DIABLO (Grafica 2).

A partir de los resultados obtenidos podemos observar que a las 36 y 48 horas de
cultivo en presencia del extracto de la fracciéon 2 de Sabu(Ch)W, los productos de
amplificacion para la proteina proapoptotica Smac/DIABLO, presentan un aumento en
intensidad luminica y cantidad de pixeles en el ancho de la banda, en comparacién con las
células cultivadas en ausencia de la fracciéon 2 de Sabu(Ch)W, mientras que a las 72 horas,
si bien hay una intensidad luminica muy similar, se observa una mayor cantidad de pixeles
en el ancho de la banda en los productos de amplificacion para la proteina proapoptotica
Smac /DIABLO, en presencia de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W.
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Histograma del ARNm de la proteina proapoptotica Smac/DIABLO en la linea celular
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Grafica 2. Muestra el comportamiento de las bandas de los productos de amplificacion del ARNm de la

proteina proapoptética Smac/DIABLO en células de la linea de Cancer de Cérvix CALO, cultivadas a 36,

48 y 72 horas, en presencia (+) y ausencia (-) de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W. Observando que a las 36 y

48 horas las bandas de los productos de amplificacion del ARNm de la proteina proapoptética

Smac/DIABLO presentan una mayor intensidad luminica y cantidad de pixeles, en comparacién con las

bandas de los productos de amplificacion le las células cultivadas en ausencia de la fraccién 2 de

Sabu(Ch)W. Mientras que a las 72 horas se observa una intensidad luminica muy similar para ambas

condiciones, pero las la banda del producto de amplificacién de las células cultivadas en presencia del

extracto muestran una mayor cantidad de pixeles del area de la banda.
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IV.  Expresion del ARNm de Smac/DIABLO en la linea celular INBL

De igual manera al evaluar el ARNm de la proteina proapoptotica Smac/DIABLO en
celulas de la linea INBL cultivadas en ausencia y presencia de la fraccion 2 de Sabu(Ch)W,
se obtuvo una banda de amplificacion de 211 pb, que corresponde al tamafio del producto
esperado para Smac/DIABLO. Los productos de amplificacion del ARNm de las células
cultivadas en ausencia del extracto, muestran un incremento muy evidente, en cuanto a su
intensidad luminica y grosor de la banda, directamente proporcional al tiempo de cultivo,
mientras que para las células cultivadas en presencia del extracto se observa una pequefia
disminucion en la intensidad luminica y ancho de la banda con respecto al tiempo.

Sin embargo, al comparar las bandas de los productos de amplificacion obtenidos
de células cultivadas en ausencia de Sabu(Ch)W, con los obtenidos de células cultivadas en
presencia del extracto, se observa que las bandas de los productos obtenidos de las células
cultivadas en presencia del extracto muestran una mayor intensidad y ancho en las bandas
a las 36 y 48 horas, mientras que para las 72 horas se observa una intensidad luminica muy
parecida al obtenido para las bandas de los productos de amplificacion obtenidos de las
celulas cultivadas en ausencia de Sabu(Ch)W (Figura 15).

Expresion del ARNm de la proteina pro-apoptotica Smac/DIABLO en la linea celular
INBL

Tiempo de cultivo

(Horas) o8

Smac/DIABLO 300

211
-» 200

Sabu(Ch)W

Figura 15. Expresion del ARNm para la proteina proapoptética Smac/DIABLO para la linea celular INBL. Banda de
los productos de amplificacion para el ARNm de la proteina pro-apoptética Smac/DIABLO de células de la linea celular
INBL cultivadas a 36,48 y 72 horas en ausencia (-) y presencia (+) del extracto de la fraccion 2 del extracto de Sabu(Ch)W.
Mostrando un aumento en la intensidad luminica y grosor en las bandas de los productos de amplificacion obtenidos de las
células cultivadas en presencia del extracto a las 36 y 48 horas de cultivo, con respecto a las bandas de los productos de

amplificacion obtenidos de las células cultivadas en ausencia del extracto.
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Asimismo, con el propdsito de obtener datos cuantitativos de los productos obtenidos
de la RT-PCR para la proteina proapoptotica Smac/DIABLO de la linea celular INBL
estos, fueron valorados usando la técnica de densitometria por luminiscencia con el
Software Doc-ItLS Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54, de igual manera para el
analisis se tomd en cuenta como valor aceptable de variacion entre lectura y lectura la
cantidad de 0.50 ng,

Al analizar los datos obtenidos con dicho software y tomando en cuenta el 0.50 ng
para decir que existe alguna diferencia significativa en la masa de las bandas, se observa
que a las 36 y 48 horas se tiene un aumento significativo en la masa de los productos de
amplificacion del ARNm de Smac/DIABLO, de células cultivadas en presencia de
Sabu(Ch)W, siendo este aumento de 2.19 ng a las 36 horas, mientras que para las 48 horas
es de 1.26 ng, a diferencia de los productos de amplificacion obtenidos de las células
cultivadas en ausencia del extracto (Tabla 7).

Densitometria para los productos de amplificacion del ARNm de Smac /DIABLO con

el Software Doc-I1tLS Acquisition and Analysis version 7.1 RC3.54, en la linea celular

INBL.

Tlemp_o de INBL Rf I-Max I-Vol Mass (ng) Correccién de Ratio
cuftivo fondo (ng)
(Horas)

0.45 152 113440 21 0
36 0.45 231 113415 529 319
+ 0
0.45 205 144809 3.91 0
48 0.44 226 195194 517 126
+ 0
0.44 231 192104 509 0
72 0.44 222 182044 4.94 015
+ 0

Tabla 7. muestra los valores obtenidos con el Software Doc-ItLS Acquisition and Analysis version 7.1
RC3.54, mostrando La linea de referencia (Rf), Intensidad méaxima proporcionada en lumens (Im) (I-
Max), Correlacion con los valores de volumen de todas las variables (I-Vol), Masa (ng): Cantidad de
acido nucleico presente en la muestra, Correccion de fondo: Retoque de la fotografia, Ratio (ng):
muestra la diferencia de la masa entre células cultivadas en presencia del extracto de Sabu(Ch)W con
respecto a las células cultivadas en ausencia de Sabu(Ch)W de la linea celular INBL. Para que la

diferencia sea significativa (*) tiene que ser mayor a 0.50 ng.




Al graficar los valores de la masa en ng de los acidos nucleicos obtenidos por medio
de la densitometria, para los productos de amplificacion para la proteina proapoptotica
Smac /DIABLO, se observa como esta va incrementando conforme el tiempo para los
productos de amplificacion obtenidos de las células cultivadas en ausencia del extracto de
Sabu(Ch)W, mientras que para los productos de amplificacién obtenido de las células
cultivadas en presencia de dicho extracto se observa como desde las 36 horas llega a un
“maximo”, para después ir decreciendo levemente conforme al tiempo.

Al comparar los productos de amplificacion para la proteina proapoptética Smac
/IDIABLO, se observa que los productos de amplificacion para la proteina proapoptética
Smac /DIABLO obtenido de células cultivadas en presencia del extracto de Sabu(Ch)W
presentan significativamente una mayor masa que los productos de amplificacion de células
cultivadas en ausencia del extracto de Sabu(Ch)W a los tiempos de 36 y 48 horas, siendo
muy evidente a las 36 horas, mientras que para las 72 horas de cultivo no se ve variacion

significativa (Grafica 3).

Masa de los productos de amplificacion del ARNm de Smac/DIABLO en la
linea INBL.
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Grafica 3. Muestra la masa de los productos de amplificacion de la proteina proapoptética Smac/DIABLO de las
células cultivadas en ausencia (-) y presencia (+) de Sabu(Ch)W, obtenidas con el Software Acquisition and Analysis
version 7.1 RC3.54, se observa una diferencia significativa (*) en la masa del producto de amplificacion para la
proteina proapoptética Smac/DIABLO en las células cultivadas en presencia del extracto a las 36 y 48 horas en
comparacioén con la masa de los productos de amplificacién de las células cultivadas en ausencia de la fraccion 2 de

Sabu(Ch)W, siendo mas notorio a las 36 horas, mientras que a las 72 horas no hay una diferencia significativa.




Para lograr una mejor visualizacion de los datos arrojados por densitometria y su
relacion con el tiempo y las condiciones de cultivo se obtuvieron histogramas. Dichos
histogramas muestran las bandas de los productos de amplificacion para el ARNm de la
proteina proapoptotica Smac/DIABLO, en los cuales se puede observar que a las 36 y 48
horas de cultivo en presencia del extracto se observa un aumento importante en la
intensidad luminica y cantidad de pixeles, en comparacion con las bandas de los productos
de amplificacion obtenido de las células cultivadas en ausencia de dicho extracto, asi
mismo se observa que para las 72 horas a pesar de que ambas bandas presentan la misma
intensidad luminica, la cantidad de pixeles es mayor para la banda que representa el
producto de amplificacién para el ARNm de la proteina proapoptética Smac/DIABLO,

obtenido de las células cultivadas en ausencia del extracto (Grafica 4).
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Histograma del ARNm de la proteina proapoptética Smac/DIABLO en la linea celular
de Cancer de Cérvix INBL.
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Grafica 4. Muestra el comportamiento de la intensidad de las bandas de los productos de amplificacién para el ARNm
de la proteina proapoptética Smac/DIABLO en células de la linea INBL, cultivadas a 36,48 y 72 horas, en ausencia (-)
y presencia (+) de Sabu(Ch)W, observando un aumento considerable en la intensidad de luminica a las 36 y 48 horas,

en las bandas de los productos de amplificacion de las células cultivadas en presencia del extracto, mientras que para

las 72 horas se observa una intensidad luminica similar entre ambas bandas, pero se observa que la banda del producto

de amplificacion de las células cultivadas en ausencia del extracto presenta una mayor cantidad de pixeles.
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Discusion de Resultados

A pesar de los avances en la prevencién y en el desarrollo de tratamientos contra el Cancer,
este sigue siendo un problema de salud publica, colocandose asi como una de las
principales causas de muerte en el mundo. Hay que recordar que el Cancer no solo es una
enfermedad si no que es el nombre que reciben una variedad de por lo menos 100
enfermedades, causadas por la suma de mutaciones en la célula. Estas alteraciones le
permiten proliferar descontroladamente y tener la capacidad de invadir y destruir otros
tejidos. Si bien es cierto que en la actualidad existen diferentes procedimientos que resultan
ser, hasta cierto punto, efectivos para tratar los distintos tipos de Céncer, es importante
subrayar que éstos suelen ser en su mayoria invasivos y con poca o0 nula selectividad,
dafando asi la salud integral de los pacientes.

Tal es caso del Cancer de Cérvix, cuyas opciones de tratamientos actualmente
disponibles se basan principalmente en tres pilares fundamentales: la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia, los cuales son invasivos y solo son eficientes si éstos se administran en
ciertas etapas del Cancer, teniendo mejores resultados cuando se administran en las
primeras fases del desarrollo tumoral, por lo que las pacientes en etapas avanzadas suelen
tener menos probabilidades de cura cuando son sometidas a estos tratamientos. Es por ello
que este tipo de Cancer sigue ocupando el segundo lugar como causa de muerte por
tumores malignos en la mujer, siendo los paises en vias de desarrollo como México los mas
afectados. Asimismo, debemos tomar en cuenta que la vacuna que promete prevenir el
surgimiento de nuevos casos no muestra resultados inmediatos sino hasta después de varios
afios. A pesar de los grandes avances en la prevencién y deteccion, aun falta mucho para
llegar a fomentar una conciencia sobre las consecuencias que este padecimiento ocasiona
en las mujeres.

Por esta razon, en los ultimos afios la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas
de origen natural y que ademas presenten una selectividad, constituye una de las tendencias
mas importantes en la investigacion actual, siendo en este contexto los metabolitos de
origen vegetal los mas estudiados para su uso como agentes terapéuticos 0 como
preventivos en el desarrollo del Cancer. En este sentido, las algas se han vuelto objeto de
numerosos estudios, cuyos resultados muestran que éstas son fuente de diversos

metabolitos secundarios con mdultiples propiedades bioldgicas que van desde antibacterial,




hasta antitumoral, mostrando una gama muy extensa de compuestos bioactivos, como
algunos polisacaridos sulfatados.

Por consiguiente,las algas pardas que pertenecen al género Sargassum se ha
reportado que son fuente de diversos metabolitos bioactivos con propiedades como:
antibacterial, antifingica, anticoagulante, antioxidante, inmunoregulador, antiinflamatoria y
anticancerigena, entre otras, las cuales son atribuidas a la presencia de compuestos como la
sarganina, diterpenos, plastoquinonas, hidrocarburos halogenados, polifendlicos, acido
turbinarico (Oranday, 1998), fucoidan, (Jong-young et al, 2014), fucosantina (Siew-ling et
al, 2010), Heterofucan (Silva et al., 2011). Ademas de presentar una amplia variedad de
polisacaridos (Hong et al., 2008).

A pesar de los numerosos estudios realizados para conocer la actividad bioldgica de
las moléculas bioactivas, presentes en diversas especies de algas del género Sargassum,
actualmente no existen reportes que describan los metabolitos o las propiedades bioldgicas
que puede presentar la especie Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne
[Sabu(Ch)W]. Por lo que nuestro grupo de trabajo se ha dado a la tarea de evaluar el efecto
del extracto de Sabu(Ch)W, en células de Cancer de Cérvix. Para ello se obtuvo a partir de
una muestra, recolectada de la playa Mufiecos en temporada de secas, un extracto rico en
carotenoides cuyo fraccionamiento, de acuerdo a su proporcion de xantofilas vy
carotenoides, proporciond 20 eluatos, de los cuales los primeros 9 son mas ricos en
xantofilas que en carotenos (Figura 11) (Luna, 2012). Es importante mencionar que entre
las xantofilas destacan los fucanos y sus derivados, como la fucosantina, fucoidan y
heterofucanos, reconocidos por su actividad antitumoral (Jong-young et al, 2014, Siew-
ling et al, 2010, Silva et, al, 2011, Hong Ye et al, 2008)

Datos previos acerca del efecto antiproliferativo de las fracciones del extracto de
Sabu(Ch)W sobre células de las lineas de Cancer de Cervix CALO e INBL,
determinaron que la fraccion dos de dicho extracto es la que presenta una mayor actividad
bioldgica, mostrando un efecto citostatico sobre las células de las lineas CALO e INBL, a
través del arresto de las células en diferentes fases del ciclo celular, la fase de arresto,
parece estar relacionada con el estadio clinico del tumor del cual provienen las células de
Cancer de Cérvix (Luna 2012).
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Otro dato interesante proporcionado por nuestro grupo de trabajo, demuestra que la
fraccion dos del Sabu(Ch)W induce a muerte por apoptosis a células de las lineas CALO e
INBL, ademas de regular positivamente la expresion del ARNm para Citocromo c
(Santiago, 2014). De igual manera, se ha probado la selectividad de la fraccion dos
observando que induce la formacién de racimos de activacion en LSPH y estimula su
proliferacion (Luna, 2012).

Sin embargo, no se ha esclarecido la via molecular por la cual Sabu(Ch)W induce la
muerte por apoptosis en células de las lineas de Cancer de Cérvix. Por esta razén, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la expresion del ARNm para la proteina
proapoptética Smac/DIABLO, en células de las lineas CALO e INBL cultivadas en
ausencia y presencia del extracto Sabu(Ch)W.

El principal motivo por el cual se decidi6 evaluar el mensajero para la proteina pro-
apoptdtica Smac/DIABLO fue su importancia en el proceso de apoptosis, ya que se sabe
que Smac/DIABLO se une a las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) mediante su
NH terminal, a los dominios BIR2 y BIR3, los cuales son los puntos de union de las IAP
con las caspasas 3y 7, asi como a la caspasa 9 respectivamente, impidiendo de esta forma
que las IAP puedan inhabilitar a las caspasas, de tal forma que las caspasas quedan libres y
pueden llevar a cabo su funcién, promoviendo el proceso de apoptosis en la célula
(Meléndez et al, 2008).

Asimismo, estudios recientes sobre la expresion de Smac/DIABLO han demostrado
que la sobre expresion de éste sensibiliza a las células neoplésicas a la muerte por apoptosis
(Martinez et al, 2008), esto se debe a su interaccion con las IPA, sobre todo en tumores en
los cuales esta descrito que estan sobre expresadas las IPA. Por ejemplo, en algunos tipos
de Cancer como el renal (Kempkensteffen et al, 2008), en este caso el Smac/Diablo se
encuentra a la baja (Mizutami et al, 2005). De la misma forma se presenta una disminucion
significativa de Smac/DIABLO durante la progresion del Cancer de pulmén, siendo asi
propuesto como un nuevo marcador pronostico en el Cancer de pulmén, (Sekimura et al,
2004) Estos hallazgos han impulsado el desarrollo de péptidos que posean un NH terminal
muy similar a la de Smac/DIABLO, para que este pueda interactuar con las IAP de la

misma forma que lo hace Smac/DIABLO. Aunado a ésto, también se ha comprobado que
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Smac/DIABLO induce la activacion de la via NF-«xf llevando a muerte por apoptosis a
través de la activacion de caspasa 8 a través de TNF-a (Vince et al, 2007).

Dada la importancia de Smac/DIABLO, también se ha desarrollado la formulacion
de pequefias moléculas que imitan a esta proteina, esto con el fin de utilizarlos como
agentes terapéuticos, que ayudan a llevar a cabo la funcién de Smac/DIABLO,
comprobando que estas moléculas ayudan a sensibilizar a células de linfoma de Hodgkin a
la apoptosis mediada por granzima B, e inducir la activacion de Caspasa 3 por medio de
Citocromo ¢ (Kashkar et al 2003). También se ha corroborado que péptidos sintéticos
parecidos a Smac/DIABLO mejoran los efectos apoptdticos de los agentes
quimioterapéuticos (Arnt CR. et al 2002 y Mizukawa K. et al, 2006).

Con base en lo anterior podemos subrayar que Smac/DIABLO juega un papel
importante en el proceso de apoptosis, debido a su interaccion con las IAP, dando lugar a
una accion terapéutica, que tiene por objetivo sensibilizar a las células tumorales a muerte
por apoptosis, por lo que el desarrollo de nuevos farmacos que tengan una regulacion
positiva sobre la expresion de esta proteina y qué ademas, no dafien al sistema inmune
serian de gran utilidad para el tratamiento del cancer. Sobre todo para aquellos tumores en
los cuales Smac/Diablo se encuentra a la baja o para provocar una mayor sensibilidad a
farmacos.

La regulacion positiva de Sabu(Ch)W, sobre el ARNm de la proteina proapoptética
Smac/DIABLO, se confirmé mediante el andlisis densitométrico de los productos de
amplificacion para el ARNm de esta proteina proapoptética, los cuales nos muestran que
para las células cultivadas en ausencia del extracto de Sabu(Ch)W, presentan un
comportamiento ciclico que va en aumento conforme al tiempo, tanto para la linea celular
CALO como INBL. También se observa que no hay variaciones considerables de la
expresion de este mensajero entre la expresion basal de ambas lineas lo cual ya se habia
descrito, por Espinoza en 2004. Quien menciona que el ARNm de Smac/DIABLO se
distribuye de igual manera en Cancer de Cérvix, entre las etapas clinicas y no existe
relacion con ninguna variable clinica, tal como la histologia, menopausia o estado de la
enfermedad, asimismo report6 que algunos tipos de Cancer de Cérvix expresa de novo esta

proteina.

!
59 |

—



Las células cultivadas en presencia de la fraccion dos del extracto de Sabu(Ch)W, se
observo por medio del andlisis densitometro un incremento del ARNm de Smac/DIABLO
en la linea celular CALO, siendo este aumento de 1.73 ng, por otro lado para INBL el
incremento fue de 3.19 ng esto demuestra que el extracto regula positivamente la
expresion del mensajero para dicha proteina en estas lineas celulares, cabe destacar que la
mayor regulacién se da en células de un estadio avanzado, por tanto esta es mas susceptible
a muerte por el uso del extracto.

Esto se confirma al comparar la dilucién que se necesita del extracto para que la
linea celular INBL tenga alguna respuesta al Sabu(Ch)W, siendo esta mayor (1:8910) a la
utilizada para la linea celular CALO (1:8123), lo cual es sustancial, ya que se estaria
tratando con mayor éxito a células de un estadio avanzado. Lo anterior cobra relevancia, si
se llega a la etapa clinica aplicando Sabu(Ch)W como alternativa terapéutica , ya que se
requiere de una menor cantidad del extracto para eliminar crecimientos tumorales de
estadio avanzado lo cual es muy favorable, para las pacientes en comparacion de las
terapias actuales que suelen tener poco éxito en fases terminales.

Es importante subrayar que las concentraciones del extracto de Sabu(Ch)W
utilizadas en este trabajo son menores a las empleadas para extractos obtenidos de otros
miembros del mismo género, como es el caso de Sargassum thunbergii con propiedades
citotoxica y antitumoral, que emplea una concentracion de 100 pg/ml (Zhang y Yu 1997).
Sargassum filipéndula induce a apoptosis a células de Cancer de Cérvix (Hela) para lo cual
se utiliza una concentracion de 2mg / ml (Silva et, al, 2011). Sargassum oligocytum, el cual
fue probado en lineas celulares de Cancer, utilizando concentraciones de entre 100 y 500
mg/ ml por kg de peso (Zandi et al. 2010) o Sargassum sp., que presentd una actividad
citotoxica en lineas de Cancer de higado a una concentracion de entre 100 y 300 pg/ul
(J.Stella et al, 2012), ya que en el caso del extracto de Sabu(Ch)W se utiliza una
concentracion de 7.38 pg/ml para la linea celular CALO y 6.73 pg/ml para INBL (Luna,
2012 y Santiago 2014), lo cual es un avance significativo ya que se requiere una
concentracion minima de Sabu(Ch)W para inducir la expresion de proteinas pro-
apoptoticas como Smac/diablo para inducir la muerte por apoptosis de células de cancer de

Cervix.
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Los reportes de los efectos del uso de Fucoidan, que esta presente en la mayoria de
las algas pardas, indican que 1.0 mg/ml incrementa la poblacion GO / G1-fase, ademas de
disminuir la fase S en células de la linea de hepatocarcinoma (Huh7) lo cual sugiere, que
el fucoidan, puede causar la detencion del ciclo celular en la fase GO / G1 (Negamine et al,
2009). También existen reportes sobre el heterofucan, los cuales muestran que una
concentracion de 1.0 mg/ml induce la apoptosis a células Hela (Silva et al, 2011).
Tomando en cuenta esta informacion del efecto de grupos fucoides sobre el ciclo celular e
induccidn de apoptosis en carcinomas, datos con una gran similitud con los resultados aqui
reportados del efecto de Sabu(Ch)W sobre células de cancer de cérvix, nos hace suponer
que los metabolitos con la actividad citéstatica e inductora de muerte pueden ser
compuestos similares al fucoidan y al heterofucan.

Como se puede observar existen una amplia gama dentro de los compuestos
extraidos de las algas pardas y diversos derivados del fuciodan, esto dependiendo de la
especie de la cual se extraiga, por lo cual el compuesto extraido de Sabu(Ch)W al estar
proporcionando dichas propiedades puede ser una molécula diferente y mas eficiente que
las ya conocidas, debido a que se requiere de una cantidad menor que las ya empleadas,
para observar un efecto similar. Hay que recordar que la estructura de los funacanos es muy
variada, por lo que deben ser estudiados como un compuesto nuevo cada vez que se aislan
de una fuene diferente, (Chevolot, et al, 1999), lo cual al caracterizar el extracto podria
confirmarse o refutarse esta teoria. Por lo tanto, podria tratarse de otro compuesto ya que
estamos trabajando con una especie de Sargassum distinta. Evidencia que apoyaria la teoria
de que se puede tratar de metabolitos nuevos, esto radica en resultados (no publicados)
obtenidos al utilizar el extracto de Sabu(Ch)W obtenido de localidades distintas del Golfo
de México.

Dichos resultados muestran que los extractos obtenidos en las diferentes localidades
y temporadas no se comportaban de la misma forma, lo cual sugiere que la especie
recolectada en la playa Mufiecos podria ser una especie endémica, para poder confirmar
esto, aun falta realizar diversos estudios tanto de caracterizacion, como de pruebas
moleculares que confirmen dicha hipoétesis, la cual al ser cierta implicaria que se esta
trabajando con una especie endémica que posee una molécula o un conjunto de moléculas

capaces de producir un efecto citostatico e inductor de apoptosis en células de Cancer de




Cérvix, arrestandolas en diferentes fases del ciclo celular de pendiendo de su estadio, para
después inducirlas a apoptosis, mediante la regulacion de proteinas proapoptéticas como
Smac/DIABLO, utilizando concentraciones de extracto menores a las ya utilizadas para
otras especies de alga del mismo género, 0 que otros compuestos ya utilizados con los
mismos efectos, Ademas, el extracto Sabu(Ch)W ha mostrado ser selectivo y solo tener
efecto sobre células tumorales mientras que estimula la activacion y proliferacion de
Linfocitos de Sangre Periférica Humana , por lo cual se estaria discutiendo una accion dual

por parte de la fraccion 2 del extracto de Sabu(Ch)W.
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Conclusién

QO EIl extracto de Sabu(Ch)W regula positivamente la expresion del ARNm de la
proteina proapoptética Smac/DIABLO, en células de las lineas de cancer de cérvix
CALO e INBL, siendo esta regulacion mas evidente a las 36 horas tanto para CALO
como para INBL.

QO La concentracion necesaria para llevar a cabo el proceso de induccion a muerte por
apoptosis es menor para la linea celular INBL que para la linea celular CALO.

QO Se requiere de una concentracion menor de Sabu(Ch)W para llevar a cabo un efecto
proapoptético, con respecto a las concentraciones utilizadas actualmente de otros

extractos de especies del mismo género o incluso que el fucoidan o heterofucoidan.

Perspectivas
o Caracterizar quimicamente la Fraccion 2 del extracto de Sabu(Ch)W.
o Evaluar la presencia de la proteina proapoptética Smac/DIABLO.

o Probar el extracto de Sabu(Ch)W en lineas celulares de Cancer de Pulmon u otro
tipos de Cancer donde el ARNm de Smac/DIABLO esta disminuido.
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Apéndice

Condiciones utilizadas en la técnica de RT-PCR
a. Retrotranscripcion

Pala la realizacion de dicho estudio se partié de 2ug de ARN total para todas las muestras
(controles y muestras cultivadas en presencia del extracto). Para lo cual se utilizo la

siguiente formula:

1ug / pl = [(Absorbancia 260)(Volumen de la disolucion)(40}]/1000

Donde:

Absorbancia 260: lectura dada por cada muestra en el biofétometro.

VVolumen de la disolucion: se utiliz6 una dilucion 4:196 en un volumen de 200ul.

40: Unidad de densidad Optica (1 UDO) equivale a 40pug/ml del biofétometro.
Teniendo los célculos de todas las muestras, y partiendo de 2ug de ARNm se prosiguio a
realizar la RT con las siguientes condiciones establecidas para una reaccion (RX), (Tabla
8). Cada una de las condiciones por reactivo se multiplico por el niamero total de reacciones

que se requirieron (3 controles y 3 tratamientos) por linea celular.

Reactivos 1 Rx B6RX 6 Rx
pl (controles) (Tratamientos)
pl pl
Amortiguador 5x (Invitrogen, USA) 5 30 30
DNTP’s (Desoxirribonucleétidos trifosfato) 1.5 9 9
(Invitrogen, USA) 5\

Enzima MMLYV (RT) (Invitrogen, USA) 1 6 6

Oligo DT (PROMEGA, USA) 1.8 10.8 10.8
Agua libre de ARNasa (FERMENTASUSA) X X X
Muestra 2ug/ml) X X X

Volumen Total 20 120 120

Tabla 8. Condiciones para RT. Muestra las cantidades de los reactivos

utilizados para realizar la RT de las muestras.
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b. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con los ADNc obtenidos de la RT se llevo acabo la PCR utilizando las condiciones
establecidas para 1Rx , las cuales se multiplicaron por el nimero de reacciones que se
requieren para cada linea celular tanto de controles como ensayos con estimulo (Tabla 9),
se realizd lo mismo, para cada primer utilizado en el presente trabajo (p-actina,

Smac/DIABLO).

REACTIVOS 1 RX 12 RX 12 Rx

B-actina Smac/DIABLO

Amortiguador 5X Green (PROMEGAUSA) 6 42 42
DNTP’s 10Mm (NVITROGEN.USA) 0.8 9.6 9.6
Enzima GoTaq Polimerasa 0.15 1.8 1.8

(INVITROGEN,USA)

Primer (sentido)UNIPARSSA) 1 12 12
Primer (Antisentido) (UNIPARSSA) 1 12 12
Agua libre de ARNasas (FERMENTAS,USA) 7.05 84.6 84.6
Muestra de ADNc 4 48 48
Volumen Total 20 240 240

Tabla 9. Condiciones para cada reaccion en la técnica de PCR.
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REACTIVOS Y SOLUCIONES UTILIZADOS.

Soluciones para cultivo

= RPMI - 1640 /10% SFB
= Solucion fisioldgica de verseno
= Solucion de fosfatos (PBS)

Reactivos extraccion ARN Total

= Trizol (invitrogen)

= Cloroformo

= Isopropanol

= Etanol 70%

= H0 inyectable

= H,0 libre de ARNasas

Reactivos retrotranscripcion (RT)

= Amortiguador 5X (Promega)

= DTT 0.1M (Invitrogen)

= Enzima MMLV-RT (Pormega)

= DNTP 5Mm (Invitrogen)

= Oligo dt (Promega)

=  HO libre de ARNasas (Fermentas)

Reactivos (PCR)

= Amortiguador 5X Green GoTaq (Pormega)

= DNTP’s 10 mM (invitrogen)

= Enzima Go Tagq ADN Polimerasa 5 u/l (Promega)

» Primers: B-actina (1:5), Smac/DIABLO (1:5) (Unipars S.A.)
= H>0 libre de ARNasas (Fermentas)
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Reactivos y soluciones para electroforesis

= Agarosa (Invitrogen)

= TBE 10X, 1X, 0.5X

= Gel de agarosa al 1.5%

= Marcador de peso molecular

= Buffer de carga blue/yellow 6x (promega)

=  Bromuro de etidio

Preparacion de Reactivos y Soluciones

O Desactivacion del suero fetal bovino (SFB)

El suero fetal bovino (GIBCO) se deja descongelar a temperatura ambiente, una vez
descongelado, se pasa a un bafio maria a 57 °C durante 30 minutos. Esto se hace para

inactivar proteinas de bajo peso molecular que pueden interferir con el crecimiento celular

QO DNTPs 10 Mm (mix)

Todos los nucleétidos se encuentran a una concentracion de 100mM. De los cuales se

toman las siguientes cantidades:

- A100ul (Invitrogen S.A de C.V, México)
- G 100ul (Invitrogen S.A de C.V, México)
- T100ul (Invitrogen S.A de C.V, México)
- C100pl (Invitrogen S.A de C.V, México)

Estos se diluyen en 600 pl de agua libre de ARNasas para obtener 1 ml a una concentracion
de 10 Mm.
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Q TBE 10 X

- Tris Base 108 g (Sigma Chemical Co.U.S.A)
- Acido Boérico 55 g (Sigma Chemical Co.U.S.A)
- EDTAO05M 40 ml (Sigma Chemical Co.U.S.A)

Se lleva a 1000 ml con agua destilada, si hay precipitaciones debe descartarlas. Se guardé a

temperatura ambiente hasta su uso.

O TBE 1X: Tomar 50 ml de TEB 10X y diluirlo en 450 ml de agua destilada.
O TBE 0.5X: Tomar 250 ml de TBE 1X y diluirlo en 250 ml de agua destilada.

QO Solucion Fisioldgica de Verseno

Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona como un
agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su

preparacion se utilizan los siguientes reactivos:

- Tris base 3.04 g (Sigma chemical Co.U.S.A)
- Cloruro de Sodio 8.00 g (Sigma chemical Co.U.S.A)
- Cloruro de potasio 0.04 g (Sigma chemical Co.U.S.A)

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

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.7 con HCI 1M
y se afora a 1000 ml con agua bidestilada. La solucidn se esteriliza por medio de autoclave
a 20 Ib durante 20 min.
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QO Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante periodos
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los
componentes de diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

- Cloruro de Magnesio 0.10 g (Sigma chemical Co.U.S.A)
- Cloruro de Calcio 0.10 g (Sigma chemical Co.U.S.A)
- Cloruro de Sodio 8.00 g (Sigma chemical Co.U.S.A)
- Cloruro de Potasio 0.20 g (Sigma chemical Co.U.S.A)

Se disuelven en 800 ml de agua bidestilada para después ajustar el pH a 7.2 — 7.4 utilizando
HCL 8N y se afora a un volumen de 1000 ml. Esta solucién se esteriliza por medio de auto

clave a 20 Ib durante 20 min, la solucién se almacena a 4 °C hasta el momento de uso.

Nota: El cloruro de magnesio y de Calcio solo se agregan si se requiere de un PBS

enriquecido, para el mantenimiento de las células no se agregan estos 2 reactivos.
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