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|. RESUMEN

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas ampliamente utilizadas en
el tratamiento del cancer por su eficacia en la reduccién y prevencion de
diversos efectos adversos causados por los agentes quimioterapéuticos. Sin
embargo, se ha reportado que los glucocorticoides pueden inhibir la apoptosis
de células de tumores sélidos inducida por una variedad de estimulos, dentro
de ellos, el efecto de agentes quimioterapéuticos y el mecanismo molecular por

el cual se produce esta proteccién no es aun del todo claro.

El objetivo de este trabajo fue conocer el papel de las proteinas
reguladoras de la apoptosis Noxa, PUMA y Snail en el efecto protector de la
dexametasona (DEX) ante la muerte celular por apoptosis. Para ello, se utilizé
como modelo experimental la linea celular HelLa, derivada de adenocarcinoma
de cérvix. Las células fueron tratadas en cuatro grupos distintos, un grupo con
el glucocorticoide sintético DEX, un grupo con el agente antineoplésico
cisplatino (CP), con el propésito de inducir la apoptosis celular, otro grupo con
los estimulos combinados de DEX/CP, y un ultimo grupo (control) de células
sin tratamiento. Se evaluaron en curso temporal los cambios en la expresion de
Noxa, PUMA y Snail a nivel de ARNm mediante PCR semicuantitativo y a nivel
de proteinas mediante la técnica de WB. Por otro lado, se determinaron
mediante inmunocitoquimica los niveles de expresion y la localizacion
subcelular del receptor de glucocorticoides (GR) durante los tratamientos, esto
para relacionar su activacién por ligando con DEX y los cambios en la
expresion de las proteinas reguladoras de la apoptosis.

Como resultado de este trabajo, se inhibié con DEX la apoptosis inducida
por el CP en las células HelLa. Esta inhibicion del proceso apoptoético no se
correlacioné con los cambios observados en la expresion de las proteinas
Noxa, PUMA y Snail. Por otra parte, se observé una diminucién en la expresion
y translocacion nuclear del GR en los estimulos con CP, lo cual pudiera estar
relacionado con la regulacién transcripcional del receptor y los cambios en la
expresion de distintas proteinas reguladoras de la apoptosis.



II. INTRODUCCION

1. Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades originado por células con diversas
modificaciones, las cuales, les confieren ventajas adaptativas como
proliferacion descontrolada, evasiéon de las sefiales de inhibicién del
crecimiento, replicacion ilimitada, resistencia a la muerte celular, induccion de
la angiogénesis, actividad invasiva y metastasica, entre otras (Figura 1)
(Hanahan, 2011). Las células con las caracteristicas antes mencionadas se

denominan células cancerosas.

Figura 1. Caracteristicas de las células cancerosas. Las caracteristicas bioldgicas
adquiridas por las células durante el desarrollo del cancer constituyen un principio para
comprender la complejidad del cancer (Modificado de Hanahan, 2011).

Las células cancerosas se originan a partir de la acumulacion de mdultiples
mutaciones en las células sométicas. Estas alteraciones se derivan de la
continua interaccién entre factores genéticos y ambientales (Stratton, 2009;
Hanahan, 2011). Las células cancerosas presentan ademas cambios
epigenéticos y profundas interacciones con su microambiente individual, o que
lleva a la heterogeneidad tumoral. Esta heterogeneidad es un factor decisivo
para el avance de la enfermedad, dado que prevé la posibilidad de adaptacion
a diversos microambientes tisulares, clave para la progresion tumoral, la
invasion y la metastasis (Fidler, 2002; Lauren, 2009; Quail, 2013).



1.1 Epidemiologia del cancer

A nivel mundial, el cancer representa un problema de salud publica, ya que
es una de las principales causas de muerte, y los niveles de mortalidad se
incrementan cada afio. En 2012, se estimaron en 14,1 millones los casos
nuevos de cancer, en 8,2 millones las muertes relacionadas con cancer y, en
32,6 millones las personas que viven con cancer (dentro de los 5 afios

posteriores al diagndstico) en todo el mundo (Globocan, 2012).

En México, el cancer es la tercera causa de muerte y se estima que cada
afio se detectan 128 mil casos nuevos (SSA, SPPS 2013). En la poblacién
femenina mexicana, el cancer de mama y el cancer cervicouterino son los de
mayor incidencia y mortalidad. En la poblacién masculina mexicana el cancer
de prostata es el de mayor incidencia y mortalidad, seguido por el cancer de
pulmon. Sin embargo, el cancer de mama es el tipo de cancer con mayor
incidencia y el cancer de prostata el de mayor mortalidad, en la poblacién

mexicana en general (Figura 2) (Globocan, 2012).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del cancer en México. Porcentajes del nimero de casos
y del nimero de muertes a causa de los principales tipos de céancer en la poblacién
mexicana en el afio 2012 (Modificado de GLOBOCAN, 2012).



2. Desarrollo tumoral

El origen de una célula cancerosa da lugar al desarrollo de un tumor. El
desarrollo de un tumor comienza cuando en una célula de una poblacién
normal ocurren cambios genéticos y epigenéticos, los cuales aumentan su
proliferacion e inhiben su proceso de muerte (Weinberg, 1996; Yokota, 2000;
Vincent, 2008). La célula con las alteraciones y su descendencia seguiran
pareciendo normales morfolégicamente aunque su condicion proliferativa sea
acelerada, a esta condicion se le conoce con el término de hiperplasia. Sin
embargo, la acumulacion de alteraciones en esta célula puede generar la
pérdida del control del crecimiento celular, dando origen a una descendencia
morfoldégicamente distinta; condicién que tiene por nombre displasia. Con el
paso del tiempo, las células afectadas se vuelven ain mas anormales en
términos de su crecimiento y apariencia, cuando esta acumulacion de células
afectadas no excede los limites entre los tejidos, se genera una masa tumoral
denominada tumor in situ. Eventualmente, las células dentro de este tumor,
adquieren alteraciones adicionales que le permiten comenzar a invadir tejidos
subyacentes a través de la entrada al torrente sanguineo, estas células en
circulacion son propensas a establecer nuevos tumores en 6rganos distintos y
llegar a ser letales mediante la interrupcion del funcionamiento de un érgano
vital; a esta ultima condicién de invasion se le denomina metastasis (Figura 3)
(Weinberg, 1996; Umar, 2012).

Figura 3. Etapas del desarrollo tumoral. La acumulacién de cambios genéticos en una célula
normal da origen a una célula cancerosa, la cual mediante su proliferacién acelerada
(hiperplasia) y su crecimiento descontrolado (displasia) da origen a un tumor in situ. La
progresion tumor conlleva a la diseminacion y entrada al torrente sanguineo de algunas células
cancerosas, las cuales migran hacia otros érganos donde se establecen para dar origen a un
nuevo tumor (metastasis) (Modificado de lacobuzio-Donahue, 2012).



3. Quimioterapia

Una de las estrategias para el tratamiento del cancer es el uso de la
quimioterapia, en la cual se utilizan diversos compuestos quimicos con el
objetivo de eliminar a las células cancerosas. Los farmacos empleados en la
quimioterapia interfieren con la division celular, generan dafio al ADN e inducen

la muerte celular (Bruce, 2005; Masui, 2013). Los agentes quimioterapéuticos

se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de accion (Tabla 1).

Tabla 1. Agentes quimioterapéuticos

Principales tipos de

induccién de muerte celular

Clasificacion Mecanismo de accion Ejemplos cancer tratados
Incorporacion de grupos Busulfan Leucemia
Agentes alquilo al ADN para evitar la Clorambucil Leucemia
alquilantes replicacion Carmustina Linfoma, cerebro
Cisplatino Cervicouterino,
Compuestos Dafio al ADN mediante la vejiga, pulmén
de platino formacién de aductos e Carboplatino Ovario, pulmon,

cuello, cerebro

Oxaliplatino Colon
Docetaxel Pulmén, ovario,
Inhibidores de Unién a proteinas tubulares mama
la mitosis e inhibicion de la formacion Paclitaxel Pulmén, ovario,
de microtubulos del huso mama
mitético Vincristina Leucemia
Doxorrubicina Leucemia, linfoma,
Antibiéticos Intercalacion en el ADN e vejiga
antitumorales inhibicion del ciclo celular Mitomicina Esofago, rifidn
Topotecén Pulmoén, ovario,
Interfieren con la accion cervicouterino
Inhibidores de la enzimatica de la Irinotecan Colon, pulmén,
topoisomerasa topoisomerasa pancreas
Etopésido Pulmoén, leucemia,
linfoma
Sustitucién de componentes Metotrexato Leucemia
Antimetabolitos proteicos o de bases 6-mercaptopurina | Leucemia
nitrogenadas 5-fluorouracilo | Piel

(Adaptado de Masui, 2013; The Merck Manual, 2013).

La quimioterapia es considerada una herramienta esencial para detener la
progresion tumoral y la diseminacion del cancer, con lo cual se puede mejorar
la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, las
principales limitantes de la quimioterapia son el desarrollo de diversos

mecanismos de resistencia de las células tumorales hacia los tratamientos, y la



produccion de efectos adversos por el dafio toxico en las células normales a
causa de los mecanismos de accibn no selectivos de los farmacos

guimioterapéuticos (Gottesman, 2002; Fodale, 2011).

4. Cisplatino

En el afio de 1965, Rosenberg y cols. identificaron mediante la electrdlisis
de platino, una sal capaz de inhibir el crecimiento y la division celular de la
bacteria Escherichia coli (Rosenberg; 1965, 1967). Esta sal fue denominada
CP (Figura 4).

Figura 4. Estructura molecular del cisplatino. Representacion estructural
de la sal cis-diaminodicloroplatino Il, [cis-PtCl>(NH3)2, cDDP], encontrada
por Rosenberg y cols.

El CP es un compuesto metalico inorganico electrofilo que puede
reaccionar con distintos sitios nucledfilos, tales como los grupos sulfhidrilo de
las proteinas y los grupos amino de los acidos nucleicos, aunque
aproximadamente sélo el 1% del CP con locacion intracelular reacciona con el

ADN nuclear para producir dafio (Gonzalez, 2001).

4.1 Mecanismo de accién

El mecanismo de accion del CP, se basa en la interacciéon y consecuente
produccion de dafio al ADN. ElI CP reacciona con las bases pdricas,
principalmente con el N; de la guanina, formando aductos intra e
intercatenarios, aunque también puede existir la formacion de aductos
cruzados con el ADN y proteinas nucleares. El aducto méas comun es el que se
forma entre guaninas adyacentes (Figura 5) (Gonzalez, 2001; Wang, 2005;
Roos, 2006).



Figura 5. Mecanismo de accion del cisplatino. EI CP dafia al ADN formando aductos
con las bases puricas, principalmente mediante la reaccion con el N7 de las guanina
adyacentes de manera intra o intercatenaria (Modificado de Wang, 2005).

La accion citotéxica del CP inhibe la sintesis del ADN, y en menor medida,
la sintesis de ARN y de las proteinas, lo cual se asocia con la induccion de la
muerte celular y la inhibicion de la proliferacioén celular. El dafio al ADN puede
inducir la muerte celular por la activacion de la via de sefializacién de p53 y la
consecuente transcripciéon de genes inductores de la muerte celular, o bien,
realizar la deteccién del ciclo celular en la fase G1 mediante la inhibicién de las
cinasas dependientes de ciclinas (cyclin-dependent kinases, Cdk) en los
complejos ciclina E/Cdk2 o ciclina D/Cdk4, o en la fase S por la inhibicion del
antigeno nuclear de las células en proliferaciéon (proliferating cell nuclear
antigen, PCNA). Ambas inhibiciones de las fases del ciclo celular son
dependientes de la via de p21 (Figura 6) (Rowland, 2006; Ge, 2012; Masuli,
2013).

Figura 6. Efectos citotoxicos del cisplatino. El dafio al ADN generado por el CP promueve la
actividad transcripcional de p53 para inducir la expresion de genes que codifican proteinas
reguladoras de la muerte celular y del gen p21 para implementar una respuesta de deteccion del
ciclo celular (Adaptado de Rowland, 2006).



5. Apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis ha sido reconocida como un
mecanismo critico que se conserva evolutivamente entre los eucariotas, el cual
es indispensable en la embriogénesis, el desarrollo y la diferenciacion tisular, y
el mantenimiento de organismos multicelulares (Joza, 2001; Coates, 2010). En
1972 Kerr y cols. sefialaron que las caracteristicas morfolégicas de la muerte
celular ocurrida de manera natural durante el desarrollo embrionario, la
regeneracion hepatica y el balance homeostatico entre la proliferacion y la
muerte en sistemas experimentales con roedores son diferentes a las que

presenta la muerte que ocurre como resultado de patologias o intoxicacion.

5.1 Etapas y morfologia de la apoptosis

La apoptosis se puede dividir en dos etapas, la primera denominada etapa
de latencia y la segunda denominada etapa de ejecucion. La etapa de latencia
inicia con la recepcion de un estimulo de muerte y la accion de los mediadores
de reparacion de los dafios celulares. Cuando los intentos de reparacion fallan,
las células se comprometen a la fase de ejecucion, en la cual ocurren cambios
gue inducen a las células a morir (Ramirez, 1999). Dentro de los cambios
morfolégicos que sufren las células apoptéticas se encuentran; la reduccién
del tamafio celular, la condensacion y fragmentacién del material nuclear, la
fragmentacion de la membrana plasmética para la formacién de vesiculas
denominadas cuerpos apoptoéticos y la pérdida de la estructura del reticulo
endoplasmico. Los cambios bioquimicos incluyen la escision del ADN
cromosdmico en fragmentos nucleosomales, la externalizacion de la
fosfatidilserina de los lipidos de la membrana plasmatica, la pérdida del
potencial de la membrana en la mitocondria y el aumento en la actividad

enzimatica proteolitica (Kerr, 1972; Ameisen, 2002; Ouyang, 2012).

5.2 Vias de la apoptosis

En la actualidad se conocen tres vias de sefalizacion molecular que
conducen a la muerte celular por apoptosis. Una de las vias es la extrinseca,

esta via es dependiente de los receptores de muerte celular, las otras vias son
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intrinsecas y estan mediadas por la mitocondria y por el reticulo endoplasmico.
Estas vias de sefializacion convergen en la activacion de los miembros de una
familia de proteasas con residuos de cisteina denominadas caspasas, las
cuales son los mediadores finales del proceso de apoptosis (Figura 7) (Sankari,
2012).

La via extrinseca, se activa desde fuera de la célula por ligandos pro-
apoptéticos que interactian con receptores de muerte de la superficie celular.
Los receptores de muerte celular pertenecen a una familia de proteinas con
homologia estructural al receptor de tipo | del factor de necrosis tumoral (TNF-
a), los cuales cuentan con un dominio citoplasmatico de aproximadamente 80
aminoacidos, denominado dominio de muerte. Este dominio transmite la sefial
de muerte de la superficie de la célula hacia el interior mediante vias de
sefializacion intracelular (Ashkenazi, 2002; Fulda, 2006). La activacién de los
receptores de muerte celular resulta en el reclutamiento de proteinas
adaptadoras sobre el dominio citoplasmatico del receptor para formar el
complejo de sefializacion de la induccion de muerte (death-inducing signalling
complex, DISC). La formacion de este complejo da lugar al reclutamiento de la
pro-caspasa 8, la cual por su activacion proteolitica se activa (caspasa 8) y
escinde a la pro-caspasa 3 para activarla y realizar la fase de ejecucion de la
apoptosis (Ashkenazi, 2008; Galluzzi, 2012).

La via intrinseca que se activa desde el interior de la célula en la
mitocondria, es iniciada por la recepcién de distintas sefiales de muerte como
la hipoxia, altas concentraciones citosélicas de iones Ca**, el dafio al ADN, la
radiacion, la disminucion de factores de crecimiento, el estrés oxidativo, entre
otros. La percepcion de estas sefiales provoca la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa y la liberacion de factores apoptoticos del
espacio intermembranal mitocondrial hacia el citosol, tales como el citocromo c,
el factor inductor de apoptosis (apoptosis inducing factor, AlF), el segundo
activador de las caspasas derivado de la mitocondria (second mitochondria-
derived activator of caspasas, Smac), y la proteina de union directa a las
proteinas inhibidoras de la apoptéticos (inhibitors of apoptosis proteins, IAPS)
con bajo punto isoeléctrico (direct IAP binding protein with low pl, DIABLO)
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(Galluzzi, 2012). El citocromo ¢ presente en el citosol se asocia con la proteasa
de apoptosis Apaf-1 (apoptosis protease-activiting factor-1) para formar el
complejo apoptosémico o0 apoptosoma y realizar la escisién de la pro-caspasa
9 e iniciar la activacién proteolitica de pro-caspasas efectoras como la pro-
caspasa 3, 6 y 7 (Kroemer, 2009; Sankari, 2012).

La via intrinseca que es realiza desde el reticulo endoplasmico es iniciada
cuando el plegamiento de proteinas no es llevada a cabo con eficiencia. La
acumulacion de proteinas no plegadas constituye una forma de estrés para la
célula y puede ser captado como un estimulo de muerte e inducir a la
apoptosis (Rasheva, 2009). Para restablecer la homeostasis, se activan
sefales de respuesta a las proteinas mal plegadas (unfolded protein response,
UPR), las cuales son mediadas por tres sensores de estrés PERK (pancreatic
endoplasmic reticulum kinase), ATF6 (activating transcription factor 6), e IRE1
(inositol-requiring enzyme 1). Los sensores de estrés disminuyen la traduccion
de proteina para reducir y prevenir la acumulacion de proteinas mal plegadas,
promueven la transcripcion de enzimas plegadoras de proteinas y de
componentes del reticulo asociados a la degradaciéon de proteinas mal
plegadas (Tsai, 2002; Szegezdi, 2006). Cuando las sefiales UPR son
insuficientes para reducir el estrés en el reticulo endopldsmico se
desencadenan los procesos inductores de muerte, como la activacién de la
pro-caspasa 12 que se escinde de manera independiente a la salida del
citocromo ¢, la acumulacién de iones Ca®" en el citosol, y la activacién de
promotores de muerte como JNK (c-jun N-terminal kinase) y CHOP (C/EBP
homologous protein), los cuales actian sobre la modulacién de la actividad de
miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (Szegezdi, 2006; Resheva, 2009;
Tabas, 2011).
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Figura 7. Vias de la apoptosis. Representacion esquemética de la via extrinseca (receptores
de muerte) y de las vias intrinsecas (mitocondrial y del reticulo endoplasmico) de la apoptosis.
Las vias inducen la apoptosis mediante la cascada proteolitica de las caspasas iniciadoras 8, 9
y 12 que activan a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, mediadores finales del proceso de
apoptosis. La via de los receptores de muerte puede conectarse con la via mitocondrial
mediante la activacion de la proteina pro-apoptética BID, la cual es truncada por la caspasa 8 e
induce la salida del citocromo c de la mitocondria. Otros reguladores proteicos del proceso de
apoptosis son los miembros de la familia de proteinas Bcl-2, los cuales pueden regular de
manera positiva 0 negativa la via mitocondrial de la apoptosis (Adaptado de Bai, 2014).

5.3 Apoptosis y cancer

La apoptosis es un proceso regulado por una gran variedad de proteinas.
Por tal motivo, el desequilibrio entre los niveles de expresion de las proteinas
inductoras y las proteinas inhibidoras de la apoptosis puede alterar el balance

entre la proliferacion y la muerte celular (Fesik, 2005).

La supresion de la apoptosis ha sido ampliamente reconocido como un
sello distintivo de la mayoria de las células cancerosas en los distintos tipos de
cancer (Hunter, 2007; Hanahan, 2011). Las células cancerosas son capaces

de evadir la apoptosis mediante diversos mecanismos, dentro de los cuales se
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encuentra la sobreexpresion de proteinas anti-apoptéticas o la inhibicion de

proteinas pro-apoptoticas (Pflaum, 2014).

En la actualidad, gran parte de los farmacos empleados en la quimioterapia
inducen apoptosis, por lo tanto, el estudio de los mecanismos de resistencia y
el analisis de las alteraciones de las proteinas reguladoras de la apoptosis
pueden contribuir a la mejora en los tratamientos contra el cancer (Lowe, 2000;
Fulda, 2006). Dentro de este contexto, una de las familias de proteinas
reguladoras de la apoptosis ampliamente estudiada, es la familia de proteinas
Bcl-2, ya que los miembros de esta familia determinan el compromiso de las
células a la apoptosis mediante su interaccion en la mitocondria. El
conocimiento de los mecanismos en las funciones de los miembros de la
familia Bcl-2, las consecuencias fisiopatolégicas de su desregulacion y la
busqueda de blancos terapéuticos para terapias contra el cancer, son algunas
de las premisas en las cuales se han enfocado los estudios de la familia Bcl-2
en los ultimos afos (Czabotar, 2014).

6. Familia de proteinas Bcl-2

El gen Bcl-2 (B-cell lymphoma gene 2), del cual deriva la familia de
proteinas del mismo nombre, fue descubierto en la translocacion reciproca
entre los cromosomas 14 y 18 t(14;18) de células B de linfomas (Youle, 2008).
La familia Bcl-2 esta constituida por miembros reguladores de la via
mitocondrial de la apoptosis, los cuales pueden ser pro-apoptéticos o anti-
apoptéticos. Los miembros pro-apoptoéticos clasicos son Bak y Bax, la
localizacion mitocondrial de Bak y Bax resulta en la formacion de un poro en la
membrana mitocondrial que permite la salida del citocromo c. Los miembros
anti-apoptéticos que antagonizan la funcién de Bak y Bax son, Bcl-2, Bcl-xL,
Bcl-w, MCL1 y Al (Cory, 2003; Lessene, 2008).

Los miembros de esta familia comparten cuatro dominios conservados de
homologia con Bcl-2, denominados BH1, BH2, BH3 y BH4, ademas de un
dominio transmembranal (Figura 8), éste ultimo le sirve a los miembros que lo

poseen para anclarse al reticulo endoplasmico o a las membranas mitocondrial
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y nuclear cuando no existe actividad apoptética. El subgrupo de proteinas que
s6lo poseen el dominio BH3 - Bim, BID, PUMA, Noxa, Bad, BMF, HRK y Bik -
tienen actividad pro-apoptética y su actividad se da por la union directa a los
miembros anti-apoptéticos de la misma familia, con lo que se produce un
cambio conformacional y la inhibicién de la actividad de estas proteinas (Letali,
2002; Youle, 2008). La expresion de los miembros del dominio BH3 es
regulada por la actividad transcripcional o por el procesamiento post-
traduccional en respuesta a diferentes sefiales de muerte (Lessene, 2008).

Figura 8. Miembros de la familia Bcl-2. Las proteinas de la familia Bcl-2 poseen al
menos uno de los cuatro dominios de homologia compartida con Bcl-2 (BH1, BH2,
BH3 y BH4), algunos miembros también poseen un dominio transmembranal (TM).
Los miembros anti-apoptéticos poseen los cuatro dominios BH. Los miembros pro-
apoptéticos carecen del dominio BH4, y se dividen en los multi-dominio o los que
solo poseen el dominio BH3. Los miembros que sélo poseen el dominio de
homologia BH3 pueden tener o no, el dominio TM (Adaptado de Yip, 2008).

6.1 Noxa

La proteina Noxa consta de 54 aa, pesa aproximadamente 6 kDa, y es
codificada por el gen PMAIP1 (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced
Protein 1) que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 18 (Lessene,
2008). Esta proteina es un miembro del subgrupo que sélo posee el dominio
BH3 de la familia de proteinas Bcl-2, la cual induce la apoptosis celular
mediante la inactivacion de los miembros anti-apoptoticos MCL1 y Al de la
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misma familia de proteinas. Noxa compite contra Bak, Bim y Bcl-2 por la unién
de MCL1, desplazando a estas proteinas del sitio de uniéon a MCL1 (Lessene,
2008; Youle, 2008).

La accion de Noxa sobre las proteinas MCL1 y Al se realiza mediante un
cambio conformacional por la unién selectiva de la secuencia del dominio BH3,
gue actia como ligando para la secuencia receptora de los dominios BH1-BH2-
BH3 de MCL1 (Yip, 2008;). Asi mismo, la unién de Noxa a la proteina MCL1
promueve la fosforilacion y la consecuente degradacién proteosomal de la
proteina anti-apoptoética (Nakajima, 2014). La degradaciéon de MCL1 por Noxa
genera de manera indirecta la activacion de la proteina pro-apoptética Bak, la
cual promueve la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la salida del
factor apoptético citocromo ¢ para la formacion del apoptosoma (Dengler,
2014).

La expresion de Noxa es dependiente de la via de sefalizacion de p53, por
lo tanto, una gran variedad de estimulos de la activacién de p53 promueven la
expresion de Noxa (Cory, 2003;). Algunos de los estimulos de la expresion de
Noxa son la inanicién de glucosa, el dafio al ADN, la radiacion, y la presencia

de material genético viral (Huang, 2000; Roos, 2006; Lessene, 2008).

6.2. PUMA

La proteina moduladora de la apoptosis sobreexpresada por p53, mejor
conocida como PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis) esta
constituida por 193 aa, con un peso aproximado de 20 kDa y codificada por el
gen BBC3 (Bcl-2 Binding Component 3) localizado en el brazo largo del
cromosoma 19 (Lessene, 2008).

PUMA es una proteina inductora de la apoptosis que pertenece al
subgrupo de la familia Bcl-2 que solo posee el dominio de homologia BH3.
Esta proteina tiene una doble funcién en la regulacion positiva de la apoptosis,
puede actuar inhibiendo a las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
MCL1 y Al, mediante una interaccion selectiva y cambio conformacional por la

union de su dominio BH3 a los dominios de funcionales de estas proteinas
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(Lessene, 2008; Youle, 2008), o bien, activando por medio del dominio pro-
apoptético de las proteinas Bak y Bax mediante uniébn y un cambio
conformacional con su dominio BH3 (Korsmeyer, 2000; Yu, 2003; Chipuk,
20009).

La expresion de PUMA esta regulada por la actividad de factores de
transcripcion en respuesta a diversos estimulos de muerte, incluyendo la
actividad citotoxica de farmacos antineoplasicos, y el estrés por el mal
plegamiento de proteinas en el reticulo endopldsmico (Bean, 2013; Yu, 2009).
A diferencia de otros miembros del subgrupo del dominio BH3, la proteina
PUMA puede ser expresada de manera independiente de la sefializacién de la
via de p53, o en células p21-/-, por tal motivo se le considera como un potente
inductor de la apoptosis en células cancerosas que presentan evasion de la
muerte celular por inhibicién de p53 (Cory, 2003, Gémez-Lazaro, 2008; Yu,
20009).

7. Snalil

La proteina Snail es el miembro mas representativo de la familia de
proteinas del mismo nombre. La familia Snail cuenta con una region C-terminal
altamente conservada que posee entre cuatro y seis motivos estructurales de
dedos de zinc del tipo Cis;His;, los cuales permiten estabilizar la interaccion de
las proteinas de esta familia con el ADN, el ARN y otras proteinas; ademas en
la regiébn N-terminal poseen un dominio divergente Snail/Gfi (SNAG) que es
indispensable para la actividad transcripcional (Manzanares, 2001; Nieto,
2002).

Snail esta constituida por 264 aa, su peso aproximado es de 29 kDa y es
codificada por el gen Snail, localizado en el brazo largo del cromosoma 20.
Esta proteina funciona como un regulador transcripcional que inhibe la
expresion de genes ectodérmicos dentro del mesodermo, por lo tanto se le
considera un regulador clave para el desarrollo y mantenimiento del
mesodermo durante el desarrollo embrionario (Hemavathy, 2000; Peiro, 2006).

Snail induce la transicion epitelio-mesénquima (TEM) mediante la unién a la
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caja-E con motivo 5’-CANNTG-3’ de los promotor de Vimentina y Fibronectina,
con lo que favorece su transcripcion, y mediante la unién al promotor de E-

caderina para inhibir su transcripcion (Cano, 2000; Zhu, 2012; Wang, 2013).

Estudios realizados en cancer han demostrado que la sobreexpresion de
Snail podria estar vinculada con la progresién tumoral, la evasion de la muerte
celular, y la metastasis, ya que esta proteina puede alterar los niveles de
expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular y de la apoptosis. Algunas
de estas proteinas son ATM, PTEN, p21, Bcl-2, y PUMA (Kurrey, 2009; Wu,
2010).

En cuanto a la apoptosis, Snail puede evadir este proceso en las células
tumorales mediante la inhibicién transcripcional de las proteinas inductoras de
muerte celular. Algunas de las proteinas descritos sobre las que actia Snail
son: la proteina ATM que activa la via de p53, la proteina PTEN que inhibe la
via de sobrevivencia PI3K/AKT, y la proteina PUMA que permeabiliza la
membrana mitocondrial e inhibe a los miembros anti-apoptéticos de la familia
de proteinas Bcl-2. Estas proteinas pueden ser inhibidas debido a que poseen
el motivo blanco de Snail (5-CANNTG-3") en las cajas-E de sus promotores
(Wu, 2005; Kurrey, 2009).

La expresion de Snail puede darse a nivel transcripcional mediante diversos
estimulos, como los del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-«kB), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1).
Ademas, Snail puede ser regulado de manera negativa a nivel post-
transcripcional por la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), que fosforila a Snail
para promover su ubiquitinacion y posterior degradacion proteosomal (Julien,
2007; Wang, 2013; Bonavida, 2013).
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8. Glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas pertenecientes a la familia
de los corticosteroides. Los principales efectos fisiologicos de los
glucocorticoides son, el aumento en la actividad de la gluconeogénesis y
glucogenogénesis hepatica, el incremento del catabolismo de proteina en el
musculo esquelético, el aumento en la degradacion de lipidos y la formacion de
tejido adiposo, asi como la disminucidon de la respuesta inflamatoria e

inmunoldégica del organismo (Gennaro, 2003; Mendoza, 2008).

8.1 Biosintesis de los glucocorticoides

La sintesis y secrecion de los glucocorticoides se da principalmente en la
zona fasciculada de la glandula suprarrenal, aunque también pueden ser
sintetizados de novo en varios tejidos, incluyendo 6rganos linfoides primarios,

el intestino, la piel y el cerebro (Taves, 2011).

La biosintesis de los glucocorticoides en la glandula suprarrenal comienza
con el transporte del colesterol circulante al interior de la mitocondria mediante
lipoproteinas transportadoras. Dentro de la mitocondria se realiza la escision
de la cadena lateral del colesterol por la enzima citocromo P450scc (side-chain
cleavage, CYP11A1l), con este cambio estructural se forma el metabolito
precursor de 21 &atomos de carbono, la pregnenolona. Las conversiones
esteroideas de la pregnenolona son realizadas por diferentes miembros de la
familia del citocromo P450 para dar origen a los distintos glucocorticoides
(Figura 9) (Davies, 2003; Mendoza, 2008; Taves, 2011).

Las glucocorticoides recién sintetizadas son unidos a una proteina llamada
globulina de union a corticosteroides (corticosteroid-binding globulin, CBG)
para aumentar su solubilidad y ser transportados al citosol o a sus células
blanco (Lin, 2010).
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Figura 9. Biosintesis de los glucocorticoides. La sintesis de las hormonas esteroideas en
la zona fasciculada de la glandula suprarrenal comienza con el colesterol. El colesterol
sufre cambios estructurales mediante una serie de reacciones enzimaticas generadas por
miembros de la familia del citocromo P450 (CYP), los cambios estructurales dan origen a
los glucocorticoides. El cortisol y la corticosterona son los principales glucocorticoides
sintetizados por la glandula suprarrenal (Adaptado de Taves, 2011).

8.2 Glucocorticoides y cancer

Los glucocorticoides se introdujeron en la terapia del cancer como agentes
quimioterapéuticos para el tratamiento de leucemias, ya que estas hormonas
actuan como inductores de apoptosis en células linfoides (Frei, 1965; Gaynon,
1995). Sin embargo, en otro tipo de células, los glucocorticoides producen
efectos contrarios e inhiben la apoptosis inducida por una variedad de
estimulos como la sefializacién de receptores de muerte del tipo TNFa y Fas,
la falta de nutrientes y la accién de algunos agentes quimioterapéuticos
(Schmidt, 2004; Zhang, 2006).

A pesar de esto, los glucocorticoides siguen siendo usados en el
tratamiento del cancer de tumores solidos por su eficacia en la reduccién y

prevencion de distintos efectos adversos como la inflamacién, el dolor, el
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desequilibrio electrolitico, el edema tumoral relacionado, las nauseas, y el
vomito, todos estos causados por los agentes quimioterapéuticos (Rutz, 2002;
Rutz, 2004).

8.3. Dexametasona

La DEX es un glucocorticoide sintético que posee un atomo de flaor en el
Co ¥y un grupo metilo en el Ci6, estos cambios estructurales le proporcionan
mayor estabilidad, un tiempo de vida media més largo, mayor afinidad hacia su
receptor, y efectos farmacolégicos mas prolongados en comparaciéon con los
glucocorticoides naturales (Figura 11) (Meikle, 1977; Inaba, 2010).

Figura 10. Estructura molecular de la dexametasona. Representacion
estructural del glucocorticoide sintético dexametasona.

La DEX se utiliza ampliamente en el tratamiento del cancer para prevenir
las nauseas y el vomito producidos por la quimioterapia (Cassileth, 1983; Roila,
1998; Jordan, 2005).

8.4 Receptor de glucocorticoides

Los glucocorticoides ejercen sus efectos a través de la regulacion
transcripcional de genes sensibles a esteroides. La actividad transcripcional de
los glucocorticoides es mediada por el receptor de glucocorticoides
(glucocorticoid receptor, GR), un miembro de la familia de receptores
hormonales nucleares (Schaaf, 2003).

El receptor de glucocorticoides requiere asociarse a un glucocorticoide para
ser activado y translocado al nucleo en forma de un complejo receptor-ligando,
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una vez en el ndcleo, el complejo se une en forma de dimero a los elementos
de respuesta a glucocorticoides, los cuales se encuentran en la regién
promotora de los genes blanco de los glucocorticoides (Figura 10),
(Schoneveld, 2004; Gross, 2009). La unidon del complejo dimérico a los
elementos de respuesta puede iniciar o reprimir la expresion de genes de
manera directa, mediante el reclutamiento de la maquinaria transcripcional, o la

remodelacion de la cromatina (Collingwood, 1999; Schaaf, 2003).

Figura 11. Sefalizacion del receptor de glucocorticoides. Esquematizacion de la
actividad transcripcional del receptor de glucocorticoides. El receptor de glucocorticoides
se transloca al nucleo después de la unién a su ligando, donde puede unirse en forma
de dimero a los elementos de respuesta para iniciar o reprimir la transcripcion de los
genes blanco de los glucocorticoides (Modificado de Moutsatsou, 2012).
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IIl. ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo se han estudiado los mecanismos de evasion
de la muerte celular de las células cancerosas. Uno de estos mecanismos, es
el asociado al uso de los glucocorticoides en la quimioterapia, ya que se ha
reportado que los glucocorticoides inhiben la muerte celular inducida por
diferentes agentes quimioterapéuticos. Para estudiar este mecanismo se
propuso como modelo de estudio las células HelLa, a las cuales se les
aplicaron estimulos con el glucocorticoide sintético DEX y/o el agente
antienopléasico CP.

Los resultados previos han demostrado que la DEX protege a las células
HelLa de la apoptosis inducida por el CP de manera dosis dependiente, ya que
cuando las células fueron tratadas con la DEX y el CP (DEX/CP), se observé
un aumento en la viabilidad celular, y una menor cantidad de nucleos
apoptoticos respecto a las células tratadas Unicamente con el CP, y éstos
efectos fueron mayores conforme se aumento la concentracion del estimulo de
la DEX (Figura 12).

A)

DEX/CP

Figura 12. Efecto de la DEX en la apoptosis de las células HeLa. La DEX aumenta la viabilidad
celular y protege la integridad de los nucleos de las células HelLa durante la apoptosis inducida por
el CP. A) La células HelLa fueron tratadas con distintas concentraciones de DEX (1x10'5, 1x10‘6,
1x10”" M), y un estimulo de CP (40 uM). La viabilidad celular fue determinada después de 24 h de
tratamiento. B) Se realizé la tincion con bromuro de etidio de los ndcleos de las células Hela
después de finalizados los tratamientos con DEX 1x10°M y CP 40 pM.
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Adicionalmente, se demostré que el efecto protector de la DEX es mayor
cuando se aplica como un tratamiento previo al estimulo del CP, y que dicho
efecto es directamente proporcional al tiempo de exposicion del estimulo con la
DEX (Figura 13).

Figura 13. Viabilidad de las células HelLa expuestas el tratamiento con DEX/CP.
La células HelLa fueron tratadas con DEX 1x10° M durante 0,3,6,9,y12h
previas al estimulo de CP 40 pM. La viabilidad celular fue determinada después
de 12 h de exposicién al estimulo con CP.

Por otra parte, para evaluar el proceso de la apoptosis inducido por el CP,
se analizd el dafio al ADN en las células HelLa, donde se observé que el
tratamiento previo con la DEX al estimulo del CP no disminuye el dafio al ADN
(Figura 14), lo que indica que a pesar de que la DEX protege de la apoptosis a
las células Hela, no evita el dafio al ADN generado por el CP.

Otro de los eventos estudiados como parte de la apoptosis fue la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, donde ensayos de
medicion del potencial de membrana demostraron que la DEX no reduce la
permeabilizacién de la mitocondria durante la apoptosis inducida por el CP, por
lo que tampoco disminuye la salida desde la mitocondria de las proteinas

inductoras de la apoptosis como el citocromo ¢ (Imagen no mostrada).
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Control

DEX/CP

Figura 14. Integridad del ADN de las células HelLa durante los tratamientos con DEX y/o
CP. Se realizaron ensayos cometa de las células HeLa tratadas con DEX 1x10™ M, durante
12 h (DEX); células pretratadas 12 h con DEX 1x10° M y estimulo de CP 40 pM durante 12
h (DEX/CP); y de células con estimulo de CP 40 uM durante 12 h (CP).

Considerando los argumentos anteriores, se propuso que el efecto de la
DEX podria deberse a la modulacién de la expresion de proteinas reguladoras
de la apoptosis, las cuales podrian presentar un perfil de expresion relacionado
con la evasion de la apoptosis en las células Hela tratadas con DEX. Por lo
tanto, se decidid evaluar los niveles de expresion de Noxa y PUMA, dos
miembros del subgrupo BH3 de la familia de proteinas Bcl-2 relacionados con
la induccion de la apoptosis, y de Snail, una proteina de unién al ADN que
posee actividad transcripcional, la cual se ha vinculado con la sobrevivencia de
células cancerosas, durante los tratamientos con DEX y/o CP en las células
Hela.
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IV. JUSTIFICACION

La accion farmacoldgica de los agentes quimioterapéuticos se fundamenta
en la induccién de la muerte celular, sin embargo, las terapias actuales no son
dirigidas especificamente hacia las células cancerosas, lo cual genera una
gran variedad de efectos adversos por la accién citotéxica de los agentes
antineoplasicos en las células normales del organismo (Rutz, 2004; Bruce,
2005; Masui, 2013).

En la clinica, la DEX es un glucocorticoide sintético ampliamente usado
para controlar y reducir las nauseas y el vomito causados por los efectos
citotoxicos de la quimioterapia (Jordan, 2005). Por otra parte, existe evidencia
de que la DEX inhibe la muerte de las células cancerosas en diversos tipos de
tumores sélidos, y el mecanismo molecular por el cual realiza este efecto sigue
siendo en gran parte desconocido (Gassler, 2005; Chen, 2010; Ge, 2012; Hou,
2013). Asi mismo, dada la capacidad de adaptacion de las células cancerosas,
parece probable que la inhibicibn de la muerte celular seguira siendo un
problema clinico importante, incluso para el area de las terapias dirigidas y los
tratamientos (Garraway, 2012; Holohan, 2013).

El estudio de los cambios en la expresion de proteinas reguladoras del
proceso de apoptosis inducidos por los glucocorticoides puede permitir
establecer las bases del mecanismo molecular implicado en la resistencia a la
guimioterapia, asi como fundamentar el uso racional de la DEX en la terapia
contra el cancer (Zhang, 2006; Fulda, 2006).
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Determinar la participacion de Noxa, PUMA y Snail en el efecto protector de la

dexametasona en la apoptosis inducida por el cisplatino en las células HelLa.

2. Objetivos particulares

25

Determinar la dosis letal media (DLso) del cisplatino en las células HelLa.

Evaluar el efecto de la dexametasona ante la apoptosis inducida por el
cisplatino en la linea celular HelLa.

Analizar los niveles del ARNm de Noxa, PUMA y Snail en las células
HeLa con tratamiento de dexametasona y/o cisplatino.

Analizar los niveles de expresion de las proteinas Noxa, PUMA y Snail
en las células HelLa con tratamiento de dexametasona y/o cisplatino.

Evaluar la expresion y localizacién del receptor de glucocorticoides en
las células HelLa con tratamiento de dexametasona y/o cisplatino.



VI. MATERIAL Y METODOS

1. Linea celular

HelLa. Linea celular humana derivada de adenocarcinoma de cérvix
[Numero: ATCC CCL-2]. Esta linea celular contiene el virus del papiloma

humano tipo 18.

2. Cultivo celular

Las células HelLa se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’'s
Medium (DMEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Se

incubaron a una temperatura de 37°C en una atmdsfera con 5% de CO, (V/v).

3. Dosis letal media del cisplatino

Para determinar la dosis letal media (DLso) del agente antineoplasico CP,
se sembraron 15,000 células HelLa por pozo en placas de 48 pozos con 300 uL
de medio de cultivo. Después de 24 h de cultivo, las células se expusieron a
las siguientes concentraciones del CP: 40, 45, y 50 uM a diferentes tiempos de
exposicidn. Los tiempos establecidos para los estimulos fueron 12, 18,y 24 h;
cada tratamiento se comparé con un control (células sin tratamiento) y se
realizé por triplicado en tres experimentos independientes. La viabilidad celular

se determino con el método de cristal violeta, posteriormente descrito.

4. Viabilidad celular (técnica del Cristal Violeta)

La viabilidad celular se determind por la técnica del cristal violeta.
Terminados los tratamientos, se retiré el medio de cultivo y se realizé un lavado
de las células remanentes con buffer fosfato salino (PBS) al 1X, las células
fueron fijadas con etanol al 70% a -20°C durante 10 min y posteriormente se

tineron con 300 pL cristal violeta al 1% en agua, dejandolo actuar durante 15
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min El colorante fue retirado mediante lavados continuos con agua. Finalmente
la tincion de las células viables se retird disolviendo el colorante con &cido
acético al 33%. La absorbancia se determiné por espectrofotometria con
lectura a 570nm.

5. Esquemas de tratamiento con DEX y/o CP
5.1 Efecto de la DEX en la apoptosis inducida por el CP

Para determinar el efecto protector de la DEX en la apoptosis inducida por
el CP, se sembraron 15,000 células HelLa por pozo, en placas de 48 pozos.
Después de 12 h, se afadié el estimulo de la DEX a una concentracion de
1x10®° M, durante 24 h, con recambio del estimulo a las 12 h. Finalizado el
tratamiento de la DEX, se aplicaron los estimulos del CP a una concentracion
de 40 pM durante 18 h. Terminados los tratamientos, se determind la viabilidad

celular de las células HelLa con la técnica del cristal violeta (Figura 15).

Figura 15. Esquema de tratamiento para la evaluacion del efecto de la DEX en la
apoptosis inducida por CP. Esquema de los tratamientos para evaluar la inhibicion
con DEX de la apoptosis inducida con CP en las células HelLa.
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5.2. Andlisis de los niveles de expresion del ARNm

Para establecer el tiempo de exposicion a los estimulos donde se
identificara un cambio representativo en la expresion del ARNm de Noxa,
PUMA y Snail, se sembraron 70,000 células HelLa por caja, en 24 cajas de
cultivo de 100 mm de diametro. El total de las cajas se dividid en 6 grupos,
cada uno correspondiente a un tiempo distinto de exposicion de las células al
estimulo del CP: 0, 3, 6, 9, 12 y 18 h. Los grupos estuvieron conformados por 4
cajas, cada una correspondiente a los estimulos del esquema de tratamiento
de las células Hela: células sin estimulo (Control), DEX 1x10° M (DEX); DEX
1x10° My CP 40 uM (DEX/CP); y CP 40 uM (CP). Concluidos los tiempos de
exposicion al estimulo del CP, se extrajo el ARN total de las células y se realizé
el andlisis de la expresion del ARNm mediante PCR semicuantitativo (Figura
16).

Figura 16. Esquema de tratamiento para el analisis de la expresion del ARNm de
Noxa, PUMA y Snail. Esquema de los tiempos de exposicion a los tratamientos con
DEX y/o CP en las células HelLa para evaluar la expresion de Noxa, PUMA y Snail.
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6. Extracciéon de ARN total

El ARN total de las células en tratamiento se extrajo con trizol y cloroformo.
Las células se homogenizaron con solucién de lisis QIAzol®, posteriormente se
afiadio cloroformo y se centrifugd, la fase acuosa se precipité con isopropanol,
finalmente el botén obtenido se disolvié en agua-dietilpirocarbonato. La pureza
del ARN extraido se comprobd con la relacion 260/280 por analisis vy

cuantificacion con el NanoDrop.

7. Sintesis de ADN complementario

La sintesis del ADN complementario (ADNc) se realiz6 mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa (reverse
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR). La sintesis se efectu6 a
partir de 1 pg de ARN total, en un volumen final por reaccién de 25 L, en el
cual se afadieron hexameros sintetizados al azar, desoxirribonucleotidos
trifosfato (dNTPs), la ribonucleasa RNaseOUT™ y la enzima transcriptasa

® Il (Life Technologies™) en buffer con

reversa termoestable SuperScript
MgCl,. EI ARN se desnaturaliz6 a 65°C durante 10 min. Posteriormente el tubo
de reaccion se incub6 por 10 min a 25°C y por 60 min a 42°C, la reaccion se

terminé con una incubacién de 5 min a 85°C.

8. Reaccidon en cadena de la polimerasa

Para amplificar el ADNc se utilizaron los siguientes reactivos: dNTPs,
buffer, iniciadores especificos para el gen de interés (Tabla 2), y la enzima
ADN polimerasa termoestable. Las condiciones para los ensayo fueron las
siguientes: 2.5 unidades de la polimerasa AmpliTag Gold® (Applied
Biosystems), 2 mM de dNTPs, 10 pM de cada iniciador, buffer de reaccion con
MgCl, en 1.5 UM y la cantidad de ADNc correspondiente a la normalizacion de
cada muestra en un volumen final de 25 pyL por reaccion. Los ciclos de
reaccion y las temperaturas de alineacion (Tm) para los iniciadores se
determinaron mediante el disefio de los oligos. La expresion del ARNm se
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normaliz6 con la expresion de la Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa
(GAPDH). Los productos de amplificacion se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Tabla 2. Especificaciones de los oligos empleados
Temperatura de | Peso molecular
Oligos Secuencia alineacion (Tm) (pb)
Sentido 60.5°C
Noxa 5-TCATGGGTGCCCTTGGAAAC-3' ' 264
Antisentido 61.9°C
5-CCAGCCGCCCAGTCTAATCA-3’ ’
Sentido o
PUMA 5-TCCTGTGCTCTGCCCGTGAC-3' 64.5°C 253
Antisentido 56.8°C
5-ACAGCAGCGCATATACAGTA-3 ’
) Sentido o
Snail 5-CCTGCTGGCAGCCATCCCAC-3’ 65.9°C 126
Antisentido 65.9°C
5-TCCTGGAGCCGAAGGGAGGC-3 '
Sentido 54.6°C
GAPDH 5-CCCCTTCATTGACCTCAACT-3 ' 400
Antisentido 55 40C
5-TTGTCATGGATGACCTTGGC-3’ '

8.1 Andlisis de los niveles de expresion de Noxa, PUMA y Snalil

Después de establecido el tiempo de 12 h de exposicién al estimulo del CP
como el tiempo representativo en los cambios de expresion de Noxa, PUMA y
Snail, se realiz6 un nuevo esquema de tratamiento para correlacionar los
niveles de expresion del ARNm con los niveles de proteinas. Para esto se
sembraron 8 cajas de cultivo de 100 mm de didmetro con 70,000 células HelLa
por caja. La mitad de las cajas se emplearon para la obtencién del ARN total, y
la otra mitad de las cajas se empled para la extraccion de proteinas totales.
Los tratamientos aplicados a las cajas fueron: células sin estimulo (Control),
DEX 1x10° M (DEX); DEX 1x10®° My CP 40 uM (DEX/CP); y CP 40 pM (CP).
Después de concluidas las 12 h de exposicion al estimulo del CP, se extrajo el
ARN total y las proteinas totales. Posteriormente, se realizd el andlisis de la
expresion del ARNm de Noxa, PUMA y Snail mediante PCR semicuantitativo, y
se realiz6 el analisis de la expresion de las proteinas mediante la técnica de
WB (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de tratamiento para el andlisis de los niveles de expresién de
Noxa, PUMA y Snail. Esquema de tratamiento para el andlisis del ARNm vy la
correlacion con los niveles de proteina de Noxa, PUMA y Snail en las células HelLa
con tratamientos de DEX y/o CP.

9. Extraccién de proteinas totales

Las proteinas de las células en tratamiento se obtuvieron mediante lisis
celular y precipitacién con solucién RIPA® (Sigma-Aldrich), posteriormente con
centrifugacion se separaron los restos celulares. El sobrenadante con las

proteinas fue recolectado y almacenado a -20°C.

10. Western blot

Para realizar el andlisis de proteinas por WB se elaboraron geles de
acrilamida al 18% y se colocaron 15 ug de proteinas, correspondientes a cada
uno de los tratamientos. Los geles se corrieron en camaras de electroforesis
verticales y se transfiieron a membranas de PVDF por un método
semihimedo. Las membranas fueron bloqueadas con solucién de TBS-Tween
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al 1%. Los anticuerpos primarios de las proteinas Noxa, PUMA, Snail y
GAPDH, se incubaron durante 12 h a 4°C; mientras que los anticuerpos
secundarios se incubaron durante 2h a temperatura ambiente. El pegado
inespecifico de los anticuerpos se retiré con TBS-Tween mediante lavados de
5 min cada uno durante 1 hora. Las especificaciones y las concentraciones

empleadas de los anticuerpos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 3. Condiciones de los anticuerpos empleados en WB
Anticuerpo Peso Isotipo | Concentracion Anticuerpo secundario
primario molecular empleada Hospedero | Concentracion
Anti-Noxa 3
10 kDa 19G1 0.5 pg/ImL Raton 0.5 pg/AmL
(Calbiochem®)
Anti-PUMA .
23 kDa IgG 0.6 pg/AmL Conejo 0.5 pg/AmL
(Calbiochem®)
Anti-Snail
32 kDa 19G2a 1.0 pg/imL Rata 0.5 pg/AmL
(Active Motif ®)
Anti-GAPDH _
(e @ 35 kDa IgG 0.5 pg/AmL Conejo 0.5 pg/AmL
Biotechnology®)

11. Inmunocitoquimica

Para determinar la expresion y localizacion subcelular del GR en las células
en tratamiento se realiz6 inmunocitoquimica con anticuerpos especificos para
el receptor. Para ello, después de 12 horas de exposicién a los tratamientos,
las células se fijaron sobre cubreobjetos con paraformaldehido al 2% en PBS.
Las células fijadas se lavaron con PBS 1X, la peroxidasa endégena de las
células se inactivd con perdxido de hidrégeno al 3%, y se bloque6 el marcaje
inespecifico con albumina al 1% en PBS-Triton durante 1 h. El anticuerpo
primario se incubd durante 2 h, el anticuerpo secundario biotilinado y acoplado
a peroxidasa se incubd durante 1 h, y el complejo avidina-biotina se incubd

durante 30 min, todos ellos incubados a temperatura ambiente.
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diaminobezidina tetrahidrocloruro (DAB) al

El

revelado de los cubreobjetos con células se

1%. Las especificaciones,

realiz6 con 3,3-

la

concentracion empleada de los anticuerpos y el tiempo de revelado se

muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Condiciones del anticuerpo empleado en Inmunicitoquimica

(Santa Cruz Biotechnology ®)

Anticuerpo Concentracion Tiempo de exposicion
primario empleada (DAB)
ILHEIN 0.75 pg/imL 45 segundos




VII. RESULTADOS

1. Dosis letal media (DLso) del cisplatino.

El CP es un agente alquilante que genera dafio al ADN, lo cual promueve
la detencion del ciclo celular e induccién de la muerte celular (Gonzéalez, 2001;
Ge, 2012). Para evaluar su efecto citotoxico y determinar su dosis letal media,
se expusieron las células HelLa a diferentes concentraciones del CP durante
distintos tiempos de exposicion.

El CP disminuy6 la viabilidad de las células HeLa en todas las
concentraciones y a los tiempos de exposicion analizados (Grafica 1). EI mayor
efecto sobre la viabilidad celular se observé con la concentracion de 50 uM,
existiendo una disminucién del 74.78% después de 24 h de exposicién. Por
otra parte, el menor efecto se observé con la concentracion de 40 uM después
de 12 h de exposicidon, obteniéndose una disminucion del 21.28% en la
viabilidad celular. El analisis de los resultados permitié determinar que el efecto
del CP en la viabilidad de las células HelLa es dosis-tiempo dependiente. La
DLsp del CP, establecida en las células Hela, fue de 40 uM a 18 h de

exposicion, la cual se empleo en los experimentos posteriores.
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Figura 18. Viabilidad de las células HeLa expuestas al CP. Las células HelLa fueron
tratadas con distintas concentraciones de CP (40 pM, 45 uM y 50 uM) y comparadas

con un control de células sin tratamiento. La viabilidad celular fue determinada a las
12, 18, y 24 h de exposicién a cada concentracion.
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2. Efecto protector de la DEX en la apoptosis inducida por el CP.

La DEX es ampliamente usada en pacientes con cancer para aliviar los
sintomas causados por la gquimioterapia, tales como el dolor, inflamacion,
nauseas, vomito, falta de apetito y el desequilibrio electrolitico (Rutz, 2004;
Jordan, 2005). Sin embargo, existen varios reportes que vinculan la resistencia
a una amplia variedad de agentes citotdxicos utilizados en el tratamiento del
cancer, con un pretratamiento con DEX en diversos tipos de células
cancerosas procedentes de tumores no hematoldgicos (Gassler, 2005; Chen,
2010; Ge, 2012; Hou, 2013).

Para evaluar si el pretratamiento con la DEX presenta un efecto protector
en la apoptosis inducida por el CP en las células HelLa, se expusieron las
células a los siguientes estimulos: dexametasona (DEX); dexametasona y
cisplatino (DEX/CP) y cisplatino (CP). El estimulo de la DEX se aplicé a una
concentracién de 1x10° M y como pretratamiento de 24 h a la aplicacién del
estimulo con CP.

Las células tratadas solamente con CP presentaron una disminucién en la
viabilidad celular del 57.82%, lo cual se esperaba de acuerdo con el efecto
citotoxico de dicho farmaco y su DLsp establecida. Cuando se aplicd el
pretratamiento con la DEX, la pérdida de la viabilidad celular en las células
HelLa producida por el CP fue menor, ya que en las células con el tratamiento
de DEX/CP se obtuvo un porcentaje mayor de viabilidad, 66.83%. Por otra
parte, las células HelLa que solo recibieron el estimulo de la DEX presentaron
una disminucién en la viabilidad celular del 13.78% respecto al control, sin
embargo, este valor no se reflej6 como un efecto de la muerte celular, si no
como una medida de la inhibicion del crecimiento celular por la DEX (Gréafica
2). El andlisis de los resultados indic6 que el efecto protector de la
dexametasona ante la apoptosis inducida por el CP en las células HelLa es
estadisticamente significativo.
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Figura 19. Viabilidad de las células HelLa en los tratamientos con DEX y/o CP.
Las células HelLa se trataron con DEX 1x10° M durante 24 h (DEX),
pretratamiento de 24 h con DEX 1x10®° M y CP 40 yuM (DEX/CP), y CP 40 pM
(CP). La viabilidad celular se determiné después de 18 h de exposicion al CP. Se
graficaron los valores correspondientes a tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los
tratamientos con una p< 0.01.

3. Andlisis morfoldgico de la apoptosis.

Para examinar si el efecto de la DEX y el CP en la viabilidad de las células
HeLa es debido a la inhibicion o a la inducciébn de la apoptosis
respectivamente, se evalué la morfologia de las células en tratamiento, ya que
este tipo de muerte se caracteriza por cambios morfolégicos especificos como
la reduccién del tamafio celular, la condensacion y la fragmentacion del
material nuclear, la formacion de vesiculas en la membrana plasmatica, y la
pérdida de la adherencia mediante la matriz extracelular hacia otras células
(Kerr, 1972; Ameisen, 2002; Ouyang, 2012).

Las células tratadas Unicamente con el CP presentaron en su mayoria una
morfologia apoptética, la cual se identificO a partir del cambio a una forma
esférica y la disminucion en el tamafio celular, la condensacién de los ndcleos
y la formacion de cuerpos apoptéticos en forma de vesiculas. El nimero de
células con morfologia apoptotica fue menor en las células en las que se aplicé
el tratamiento de DEX/CP, lo cual corrobora el porcentaje de viabilidad mayor
en estas células respecto a las tratadas sélo con el CP. Por ultimo, en las
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células tratadas unicamente con DEX no se identifico la presencia de cuerpos
apoptoticos, lo que indica que la disminucion en la viabilidad de estas células
no se asocia a un efecto de apoptosis, si no a un efecto de inhibicion del
crecimiento celular por acciéon de la DEX, ya que el nUmero de células totales
fue menor respecto al control (Figura 18). Estos resultados confirman el efecto
de inhibicion con DEX del proceso apoptotico inducido por el CP en las células
Hela.

DEX/CP CP

Figura 20. Morfologia de las células HelLa ante los diferentes estimulos. Microscopia
representativa de la formacion de los cuerpos apoptéticos de las células HelLa durante
los tratamientos con DEX y/o CP. A) Células sin tratamiento; B) Células con estimulo de
DEX 1x10®° M durante 24 h; C) Células pretratadas 24 h con DEX 1x10° M y estimulo
de CP 40 pM durante 18 h; D) Células con estimulo de CP 40 uM durante 18 h. Las
flechas sefialan algunos de los cuerpos apoptoticos formados.

Una vez determinado el efecto protector con la DEX de la apoptosis
inducida por el CP en las células HelLa, y demostrado dicho efecto en la
viabilidad celular y el andlisis morfologico de las células en tratamiento, se
analizaron los niveles de expresion a nivel de ARNm de Noxa, PUMA y Snall

durante distintos tiempos de exposicion a los estimulos con DEX y/o CP.
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4. Estandarizacion de los oligos de amplificacion.

Para poder evaluar la expresiéon a nivel de ARNm de las proteinas
reguladoras del proceso de apoptosis, Noxa, PUMA y Snail mediante la técnica
de PCR, se realizé la estandarizaciéon de los oligos especificos para estos
genes a partir del ajuste en la temperatura de alineacion (Tm) y el nimero de
ciclos de reaccion. Adicionalmente, se realizé la estandarizacién de los oligos
para el gen constitutivo GAPDH, con el cual se normalizé la expresion de
Noxa, PUMA y Snail.

Tm 60°C Tm 58 °C

Noxa r 1 PUMA |
25 30 35 ciclos 25 30 35 ciclos

Snail 1646 GAPDH —— %0

I 1 LI
25 30 35 ciclos 15 20 25 ciclos

400 pp —>

126 pb —>

Figura 21. Estandarizacion de los oligos de amplificacion. Imagen de los geles de
agarosa al 2% con los productos de amplificacion de los fragmentos de Noxa (264 pb),
PUMA (253 pb), Snail (126 pb), y GAPDH (400 pb). Se muestran los productos a
diferentes ciclos de reaccién y a la temperatura de alineacion establecida para cada
uno. En el carril de la izquierda se observa el marcador de peso molecular con bandas
de multiplos de 50 pb.
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Se obtuvieron los productos de PCR de 25, 30 y 35 ciclos de reaccion para
los oligos de Noxa, PUMA y Snalil, y los de 15, 20 y 25 ciclos de reaccién para
GAPDH. La amplificacion de los fragmentos se confirmé mediante el peso
molecular e intensidad de la banda en el gel (Figura 19).

En la siguiente tabla se muestran las condiciones de amplificacion
establecidas de la estandarizacion de los oligos de Noxa, PUMA, Snail, y
GAPDH, las cuales se emplearon para la evaluacion de su expresion a nivel de
ARNmM mediante la técnica de PCR.

Tabla 5. Condiciones de la estandarizacion de amplificacion de los oligos
Oligos Temperatura de Ciclos de reaccion Peso molecular
alineacién (Tm) (pb)
NG 60°C 32 264
PLbibs 58°C 32 253
el 64°C 32 126
GAPDH
60°C 20 400

5. Niveles de expresion del ARNm de Noxa, PUMA y Snail.

Después de establecidas las condiciones de amplificacion para el ARNm
de Noxa, PUMA, y Snail, se realiz6 un ensayo exploratorio para evaluar la
expresion de estos genes durante los tratamientos con DEX y/o CP (Figura
20), donde se observo un aumento representativo en los niveles de expresion
del ARNm de Noxa en el intervalo de 9 a 12 h de exposicién a los tratamientos
con DEX/CP y CP. Por otra parte, la expresion a nivel de transcrito de PUMA
presentd dos aumentos, el primero y mas representativo a las 3 h de
exposicién a los tratamientos, y un segundo en el intervalo de 9 a 12 h,
principalmente en los tratamientos con DEX y DEX/CP. Finalmente, la
expresion de Snail presentdé un aumento a las 3 y a las 12 h de exposicién al
estimulo del CP y un aumento a las 12 h con el tratamiento de DEX/CP.
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A)

B)

C)

Figura 22. Expresion del ARNm de Noxa, PUMA y Snail durante los tratamientos con DEX y/o CP. Las
células HeLa fueron tratadas con DEX 1x10™° M durante 24 h (DEX), DEX 1x10® M durante 24 h y CP 40
UM durante 18 h (DEX/CP), y CP 40 puM durante 18 h (CP). Se determiné la expresion a nivel de ARNm
de A) Noxa, B) PUMA y C) Snail durante distintos tiempos de exposicion al estimulo del CP.
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Debido a que el tiempo de 12 h de exposicion a los tratamientos fue
constante en los aumentos en los niveles de expresion de Noxa, PUMA y Snail,
se decidi6 volver a analizar a este tiempo, los cambios en la expresion del
ARNmM para corroborar la expresion de los transcritos con la expresion de las

proteinas en las células HelLa con tratamiento.

B)

A)
12 horas
Control DEX DEX/CP CcP
sroi [ ——
C) D)

Figura 23. Niveles de expresién del ARNm de Noxa, PUMA y Snail a las 12 h de tratamiento. Las células
HeLa fueron tratadas con DEX 1x10®° M durante 24 h (DEX), DEX 1x10®° M durante 24 h y CP 40 uM
durante 12 h (DEX/CP), y CP 40 pM durante 12 h (CP). A) Imagen del gel de agarosa al 2% con los
productos de amplificacion de los genes en cada uno de los tratamientos después de 12 h del estimulo
del CP. Las gréficas muestran los niveles de expresién del ARNm de B) Noxa, C) PUMA, y D) Snail en los
tratamientos después de 12 h del estimulo del CP. Los asteriscos indican las diferencias significativas
entre los tratamientos con una p< 0.05.

Las células tratadas unicamente con la DEX presentaron un aumento en los

niveles de expresion de PUMA y una disminucién en la expresion de Snail,
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mientras que en las células tratadas Unicamente con el estimulo del CP se
observd un aumento en la expresion de Noxa y Snail, y una disminucién en la
expresion de PUMA (Figura 21). Ademas, se puede observar que el tratamiento
con DEX/CP aumentd los niveles de expresion de estos genes respecto al
control, presentandose el mayor aumento en la expresion del ARNm de Snail,

seguido del de Noxa y finalmente, PUMA.

Una vez establecida la expresiéon de Noxa, PUMA y Snail, se determiné si
los cambios a nivel del ARNm se mantenian al nivel de las proteinas.

6. Niveles de expresion de las proteinas Noxa, PUMA y Snail.

El analisis de la expresion de las proteinas Noxa, PUMA y Snail se realiz6
mediante WB a las 12 h de exposicion a los tratamientos.

Las células tratadas unicamente con la DEX presentaron un aumento en los
niveles de expresion de las proteinas Noxa y PUMA, mientras que los niveles
de Snail disminuyeron con este tratamiento. Por otra parte, las células
expuestas al estimulo del CP presentaron un aumento en la expresion de Noxa
y Snail, y los niveles de expresion de la proteina PUMA se encontraron
disminuidos respecto al control. Finalmente el tratamiento con DEX/CP
aumentod los niveles de expresion de las proteinas analizadas, aumentandose
en mayor proporcion la expresién de Noxa y Sal respecto a su control (Figura
22).

Como parte de la relacién de los niveles de expresion de Noxa, PUMA y
Snail y la actividad del glucocorticoide DEX en las células HelLa, se decidio
evaluar la localizacion celular del receptor de glucocorticoides en las células en

tratamiento.
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Figura 24. Niveles de expresion de las proteinas Noxa, PUMA y Snail a las 12 h de tratamiento. Las
células HeLa fueron tratadas con DEX 1x10™ M durante 24 h (DEX), DEX 1x10®° M durante 24 h y CP 40
UM durante 12 h (DEX/CP), y CP 40 uM durante 12 h (CP). A) Imagen del gel de acrilamida al 18% con
las proteinas Noxa, PUMA y Snail en los tratamientos después de 12 h del estimulo del CP. Las gréficas
muestran los niveles de expresion de las proteinas B) Noxa, C) PUMA, y D) Snail en los tratamientos
después de 12 h del estimulo del CP. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los
tratamientos con una p< 0.05.

7. Localizacion celular del receptor de glucocorticoides.

La actividad de los glucocorticoides esta mediada por la actividad
transcripcional del receptor de glucocorticoides (GR). La asociacion del
receptor de glucocorticoides a su ligando promueve su activacion y su
consecuente translocacion al nucleo, donde al unirse a los elementos de
respuesta a glucocorticoides, en forma de dimero, regula la actividad
transcripcional de distintos genes blanco (Schaaf, 2003; Gross, 2009).
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Para evaluar si el efecto de la DEX en los niveles de expresion de las
proteinas Noxa, PUMA y Snail de las células HelLa pudiera relacionarse con la
actividad transcripcional del GR, se decidi6 determinar la localizacion del
receptor de glucocorticoides en las células en tratamiento a las 12 h de

exposicidn a los estimulos.

Figura 25. Expresion y localizacién celular del receptor de glucocorticoides a las 12 h de
tratamiento. Microscopia representativa de la expresion y localizacion celular del receptor de
glucocorticoides en las células HelLa durante los tratamientos con DEX y/o CP. A) células sin
tratamiento; B) células con estimulo de DEX 1x10®° M durante 24 h; C) células pretratadas 24 h
con DEX 1x10° M y estimulo de CP 40 pM durante 12 h; D) células con estimulo de CP 40 pM
durante 12 h. Las flechas sefialan la expresion del GR en los ndcleos de las células en tratamiento.

Las células control mostraron una abundante expresién del GR y una
localizacion del receptor en la region citoplasmatica, mientras que, en las
células tratadas con el estimulo de la DEX se observd la expresion y
localizacion del GR en los ndcleos de las células, lo que sugiere la activacion y
translocacion del receptor de glucocorticoides por la unién con la DEX (Figura
23). Sin embargo, las células tratadas con DEX/CP y CP, mostraron una
localizacion del receptor en ambas compartimientos celulares, siendo la

localizacion nuclear la méas abundante en ambos tratamientos.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

El uso de los glucocorticoides en la terapia contra el cancer sigue siendo
frecuente, pues presentan una gran eficacia en la reduccién y prevencion de
los efectos adversos generados por los agentes quimioterapéuticos (Rutz,
2002; Rutz, 2004). Bajo esta premisa, la DEX es el glucocorticoide sintético
mas ampliamente usado contra las nduseas y el vomito asociados a la
guimioterapia (Jordan, 2005). Sin embargo, diversos estudios han reportado
gue la DEX inhibe la apoptosis inducida por diferentes estimulos de muerte en
células de céancer de tiroides (Petrella, 2006), pulmén (Gassler, 2005; Ge,
2012), cérvix (Kamradt, 2000; Herr, 2003), ovario (Chen, 2010; Hou, 2013) y
mama (Messmer, 2001).

En nuestro estudio, los ensayos de viabilidad celular en los tratamientos
con DEX y/o CP mostraron que las células HelLa tratadas Uunicamente con DEX
disminuyeron su crecimiento en un 13.78%, esto podria deberse a un
mecanismo similar al reportado en células de carcinoma de pulmén, donde se
demostro la acumulacion de células en fase G1/GO del ciclo celular, asociada
con la hipofosforilacibn de la proteina de retinoblastoma (Rb), y con la
disminucién de la actividad de las cinasas dependientes de ciclinas 2 y 4
(Cdk2, Cdk4) (Greenberg, 2002). Por otra parte, las células HelLa tratadas con
DEX durante 24 h previas al estimulo del CP presentaron un incremento
significativo en la viabilidad celular (66.83%) respecto a las células tratadas
Gnicamente con el CP (42.18% de células viables). Aunado al aumento de la
viabilidad celular generado con un pretratamiento de 24 h con la DEX, cabe
sefialar que en las células tratadas con DEX/CP se observo una reduccion en
la condensacién y fragmentacion de los nucleos, y una disminucién en la
formacion de cuerpos apoptoticos respecto a las células tratadas con CP. En
conjunto, estos resultados confirman el efecto protector de la DEX en la
apoptosis inducida por el CP en las células Hela.
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Aunque se desconoce el mecanismo exacto mediante el cual los
glucocorticoides inhiben la apoptosis en las células cancerosas, existen en la
literatura varios reportes que sugieren una relacion entre miembros de la
familia de proteinas Bcl-2 y el efecto de la DEX en el proceso de apoptosis. En
células de cancer de higado y de ovario se ha reportado una correlacion entre
la disminucién de la tasa de apoptosis y la regulaciéon de los miembros anti-
apoptético Bcl-2 y Bel-xL (Yang, 2011; Hou, 2014). De igual manera, en células
de leucemias linfoblasticas, se ha asociado la resistencia a la apoptosis
inducida por los glucocorticoides con la regulacion antagénica entre la proteina
pro-apoptética BIM y la proteina anti-apoptética Bcl-2, donde la sobreexpresion
de Bcl-2 estaria inhibiendo la activacion del complejo apoptético mitocondrial
Bak/Bax (Melarangi, 2012; Jing, 2015).

El andlisis de los perfiles de expresion de las proteinas reguladoras del
proceso de apoptosis de la familia Bcl-2, Noxa y PUMA, asi como el de la
proteina de union al ADN vinculada con la sobrevivencia de las células
cancerosas, Snail, podrian contribuir al conocimiento de su participacion en el
o los mecanismos moleculares de resistencia a la apoptosis asociada con los
glucocorticoides. Los resultados del curso temporal de la expresion a nivel de
ARNmM mostraron que en las células HelLa, el estimulo de la DEX no modificé la
expresion de Noxa. Esto podria coincidir con algunos reportes, donde se
descarta la participacion de Noxa en la resistencia a la apoptosis inducida por
glucocorticoides, hecho posiblemente asociado con la regulaciéon de la
expresion del miembro anti-apoptotico de la familia Bcl-2, MCL1 y/o el estado
de fosforilacién del receptor de glucocorticoides (GR) (Erlacher, 2005; Lynch,
2010). Asi mismo, el estimulo de la DEX mostré una disminucion en la
expresion de Snail independiente del tiempo de exposicion al tratamiento. Este
hallazgo podria explicarse a partir del trabajo de Zhang y cols. (2010), donde
se vinculd la activacién del GR por DEX con la disminucion en la expresion de
Snail, esto a partir de la demostracién de la interaccion del GR con los
elementos de la caja E del promotor de E-caderina para inhibir la formacién del
complejo Snail/E-caderina y promover la inhibicion de la expresion de Snail.
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a7

. CONCLUSIONES

» Se determind la dosis letal media (DLso) del CP en las células Hela,

estableciéndose en 40 uM CP durante 18 h de exposicion.

« El pretratamiento de 24 h con DEX 1x10° M inhibi6 el proceso de

apoptosis inducido por el CP en las células Hela.

* Los perfiles de expresion a nivel de transcrito de Noxa, PUMA y Snalil
compartieron un aumento después de 12 h de exposicion al estimulo del
CP.

» Las proteinas Noxa, PUMA y Snail no se relacionaron con la inhibicion

de la apoptosis mediada por la DEX en las células Hela.

* El estimulo con DEX en las células HeLa promovio la translocaciéon del
receptor de glucocorticoides al nucleo, mientras que el estimulo del CP

produjo una disminucion en la expresion y localizacion nuclear del GR.



X. PERSPECTIVAS

Realizar el esquema de tratamiento con DEX y CP en diferentes lineas
de células tumorales para comparar los perfiles de expresion proteicos
obtenidos en el modelo de las células Hela, y asi confirmar el papel de
Noxa, PUMA y Snail en el proceso de inhibicion de la apoptosis mediado
por la DEX.

Determinar el efecto de la DEX en un modelo in vivo y comparar los

resultados con lo obtenido de manera in vitro.

Evaluar el papel del receptor de glucocorticoides en la regulacion
transcripcional de Noxa, PUMA y Snail u otras proteinas involucradas en

el proceso de apoptosis.
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