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Lista de abreviaturas

e ADN: Acido desoxirribonucleico.

e ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario

e AIF: Factor inductor de apoptosis.

e APAF-1: Factor de activacion 1 de las proteasas apoptoticas.

e Apoptosoma: complejo oligomérico formado por Apaf 1-citocromo ¢ y procaspasa
9

e ARN: Acido ribonucleico

e ARNm: Acido ribonucleico mensajero

e ARNr: Acido ribonucleico ribosomal.

e ATP: Adenosin trifosfato.

e Ca+% Calcio.

e CaCu: Cancer cérvico uterino.

e COXI: Complejo mitocondrial 1.

e COX II: Complejo mitocondrial 2.

e COX Ill: Complejo mitocondrial 3.

e COX IV: Complejo mitocondrial 4.

e dNTPs: Desoxinucledtido trifosfato.

e IL-2: Interleucina 2

e IL-2R: Receptor De Interleucina-2

e IL-2r: Interleucina-2 recombinante

e KD: Kilo Daltones

e ml: Mililitro

e MPT: Permeabilizacion Transicional Mitocondrial

e NK: Células naturales asesinas

e nm: Nanometros

e P.B.: Pares de bases

e PBS: Tampon fosfato

e PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

e PPMT: Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial.

e ROS: Especies reactivas del Oxigeno.

e RT: Retrotranscripcion.
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e RX: Reaccion

e SFB: Suero Fetal bobino

e SMAC: Segundo Activador Mitocondrial De Caspasas
e TBE: Tris borato EDTA.

e TNF: Factor de necrosis tumoral

e TNFR: Receptor para el factor de necrosis tumoral

e Ul: Unidades Internacionales

e VPH: Virus de papiloma humano.

e AWm: Potencial mitocondrial.

e ug: Microgramo

e pul: Microlitro
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El cancer cervicouterino (CaCU) a nivel mundial es una de las enfermedades que mas
afectan a las mujeres en edad productiva y reproductiva. De acuerdo con estimaciones
recientes, genera una incidencia global anual de 493 243 nuevos casos, de los cuales 27
505 fallecen cada ano como consecuencia de este padecimiento. Fuente Revista Médica

del Instituto Mexicano del Seguro Social. 2012

El CaCU ocupa el segundo lugar en incidencia mundial después del cancer de mama.
En México se tiene una de las tasas mas elevadas de mortalidad por CaCU, el cual
representa la principal causa de muerte por neoplasias malignas entre las mujeres
mayores de 25 anos. Fuente INEGI 2007

Actualmente, la Inmunoterapia representa una alternativa terapéutica contra el cancer,
con algunas ventajas sobre la terapia convencional, tales como la especificidad, la
activacion del sistema inmune vy los casi nulos efectos secundarios. En esta terapia se
utilizan diversas citocinas como interleucina-2 recombinante (IL-2r) que estimula células

NK, y linfocitos T para inducir una respuesta citotdxica de rechazo tumoral.

Nuestro grupo de investigaciéon ha trabajado en diversos proyectos que tienen como
objetivo principal desarrollar alternativas terapéuticas para las pacientes con cancer
cérvico uterino empleando IL-2. Datos previos nos indican que IL-2 regula la proliferacién
de las lineas de cancer cervicouterino CALO e INBL de manera dosis dependiente, donde
100 Ul/ml inhiben su proliferacion y finalmente lleva a apoptosis a las células de cancer

cervicouterino.

Al respecto, sabemos que IL-2 regula la expresion del mensajero de diversas proteinas
implicadas en el proceso de apoptosis tal es caso de algunas caspasas y de miembros de
la cadena respiratoria mitocondrial como son los complejos COX I, COX IV y citocromo c.

Por lo antes mencionado en este trabajo se estudié el efecto de 100UI/mL de IL-2, sobre
la expresion del ARNm de COX lil, en dos lineas celulares de CaCU, en donde para la
linea celular CALO no se observa cambio en la expresion del mensajero para COX Ill,
mientras que para la linea celular INBL se ve una regulacion a la baja de este complejo,
demostrando que IL-2 puede llevar a cabo la regulacién de este complejo, en particular
para citocromo ¢; del COX lil, que colocan a IL-2 como un posible agente terapéutico

para carcinoma de cérvix.

Miguel Angel Barrios Maya Pagina 8



UNAM FES ZARAGOZA ﬁ

MARCO TEORICO.

Miguel Angel Barrios Maya Pagina 9



wavés
o e,

\8 8XColg,

RN

o
“roame

UNAM FES ZARAGOZA

El Ciclo Celular

El ciclo celular esta constituido por una serie ordenada de acontecimientos
macromoleculares que llevan a la divisién celular y a la produccién de dos células hijas,
cada una de las cuales contiene cromosomas idénticos a los de la madre. La regulacion
del ciclo celular es fundamental para el desarrollo normal de los organismos multicelulares
y la pérdida de control termina por conducir al cancer, una enfermedad que mata a una de

cada seis personas en el mundo que la desarrolla (Lodish et al 2005).

El ciclo celular se divide en cuatro fases. Durante dos de ellas las células ejecutan los
eventos fundamentales de la division celular: la generacion de una copia fiel de su
material genético (la fase de sintesis o S) y la particion de todos los componentes

celulares entre las dos células hijas (mitosis o fase M).

Las otras dos fases del ciclo, G1 y G2, representan periodos de espera (del inglés “gap”)
durante los cuales las células se preparan para completar con éxito las fases S y M,
respectivamente. Cuando las células cesan de proliferar, ya sea debido a sefales
antimitogénicas o por la ausencia de sefales mitogénicas, entran en el estado de no

division quiescente, que se conoce como GO (Lukas and Bartek, 2004).

De modo de asegurar la progresion a través del ciclo, las células han desarrollado una
serie de puntos de control que evitan el pasaje a una nueva fase del ciclo antes que la
anterior haya sido completada exitosamente (Kastan and Bartek, 2004; Lukas et al., 2004;
Martin, 2003).

Es probable, también, que las células quiescentes deban pasar ciertos puntos de control
antes que puedan entrar al ciclo. Por ejemplo, las células deben asegurarse que hayan
llegado a su tamafo homeostatico y adquirido la masa proteica necesaria ya que, de lo
contrario, seran cada vez mas pequefas con cada ronda del ciclo celular. (Radimerski et
al., 2002; Wullschleger et al., 2006).

Las moléculas centrales en el mecanismo de control del ciclo celular son las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs). Estas constituyen un grupo de serina/treonina quinasas
que forman complejos heterodiméricos activos al unirse a sus subunidades regulatorias,

las ciclinas.
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Varias CDKs, principalmente CDK4, CDK6, CDK2, actuan en forma cooperativa para
conducir las células hacia la fase S, a través de la fase G1. Las CDK4 y CDKG6 estan
involucradas en el pasaje durante G1 temprano, mientras que CDK2 es requerida para

completar G1 e iniciar la fase S.

Las primeras (CDK4 y CDKG6) forman complejos activos solo con las ciclinas de tipo D
(D1, D2 y D3) y estan, desde un punto de vista estructural, estrechamente relacionados y
son funcionalmente indiferenciables. Por su parte, la CDK2 es activada secuencialmente
por las ciclinas de tipo E (E1 y E2), durante la transiciéon entre las fases G1y S, y por las
ciclinas A (A1 y A2) durante la fase S (Murray, 2004; Sandal, 2002) .

Las CDK pueden ser reguladas positivamente a través de su unién con las ciclinas, pero
también negativamente por medio de su interaccion con los inhibidores de CDK (CKIl)
(Sherr and Roberts, 1999).

El analisis genético y molecular de neoplasias desarrolladas en seres humanos
demuestra que, en la gran mayoria de ellos, se encuentran mutaciones o alteraciones en
la expresion de genes que codifican para proteinas reguladoras del ciclo celular (Shapiro,
2006).

Cancer

El cancer representa un grupo de enfermedades caracterizadas por la multiplicaciéon
incontrolada y anarquica de ciertas células en el organismo evitando las reacciones que
regulan la progresién del ciclo celular, pueden adquirir la propiedad de colonizar otros

tejidos a través de los vasos linfaticos o sanguineos.

Presentan anomalias de estructura y comportamiento, segun el tipo de célula afectada
que pueden variar con la evolucion de la enfermedad: el nlcleo se hipertrofia, la célula
entera puede agrandarse, las divisiones celulares tiene un desarrollo anormal vy

generalmente mas rapido (Hanahan y Weinberg 2000).

Dentro de las caracteristicas fundamentales de las células cancerosas implica una
capacidad de proliferacién descontrolada, una capacidad de induccion y mantenimiento
de las sefales estimuladoras del crecimiento, evasion de sefales antiproliferativas;

muchos de estas dependen de la accion de los genes supresores de tumores.
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Las células tumorales desarrollan una variedad de estrategias para limitar o evitar la
apoptosis. La mas comun es la pérdida de la funcién supresora de tumores de P53, lo que
elimina este sensor de dafo critico y de induccién de apoptosis. Alternativamente, los
tumores pueden lograr resultados similares por el aumento de la expresion de los
reguladores anti-apoptoéticas (Bcl-2, Bcl-XL) o de sefales de supervivencia (Igf1 / 2), por la
regulacién negativa de los factores pro-apoptéticos [Bax, Bim, Puma] (Hanahan vy
Weinberg 2011).

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren sustento en forma de nutrientes y
oxigeno, asi como una capacidad de eliminar los desechos metabdlicos y dioxido de
carbono. Durante la progresion tumoral, un “interruptor angiogénico” es casi siempre
activado y permanece encendido, estimulando la vascularizacién normalmente quiescente
para crear continuamente nuevos vasos que ayudan a sostener la expansion de
crecimientos neoplasicos (Hanahan y Folkman, 1996). Algunos de estos inductores e
inhibidores de la angiogénesis son factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) y
trombospondina-1 (TSP-1), respectivamente (Baeriswyl y Christofori de 2009, Berger y
Benjamin, 2003).

Ademas de estas caracteristicas, las células cancerosas tienen un potencial de invasion a
otros tejidos o metastasis, esta descripcién contempla una sucesién de cambios, a partir
de la invasion local, y luego invasion por las células cancerosas en las inmediaciones
vasos sanguineos Yy linfaticos, el transito de las células cancerosas a través del sistema
linfatico y hematogenas, seguido por el escape de las células cancerosas de los [Umenes
de tales buques en el parénquima de los tejidos distantes (extravasacion), la formacion de
pequefios nédulos de células cancerosas (micrometastasis), y, finalmente, el crecimiento
de las lesiones micrometastasicas en tumores macroscoépicos, este Ultimo paso se

denominan “colonizacién” (Talmadge y Fidler, 2010; Fidler, 2003).
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Figura 1. Resumen Generalidades de los cambios en las células que causan cancer. Hallmarks of

cancer: the next generation. 2011

Cancer Cervicouterino

El Cancer Cervicouterino (CaCu) es una mutacion celular de la unién escamo-columnar
en el epitelio del cuello uterino. Se manifiesta inicialmente a través de lesiones
precursoras, de lenta y progresiva evolucion, producidas en etapas de displasia leve,
moderada y severa; evolucionan a cancer in situ, en grado variable, cuando ésta se
circunscribe a la superficie epitelial, luego a microinvasor y posteriormente a invasor

cuando el compromiso traspasa la membrana basal (Ministerio de Salud, 2004).

En el CaCu se reconocen dos tipos histolégicos: el cancer epidermoide, que se presenta
en el epitelio escamoso (95%) y el adenocarcinoma en el epitelio glandular (5%). En un
menor porcentaje se presenta el carcinoma neuroendocrino de células pequefias
(Secretaria de Salud, 2007)

Los principales factores de riesgo para desarrollar CaCu son: uso de anticonceptivos
hormonales, habito de fumar, conducta sexual, acceso limitado a los servicios de salud,
infecciones virales (VIH, Herpes, VPH, infecciones genitales en general). Casi todos
(99,8%) los casos de CaCu se deben a tipos especificos de virus del papiloma humano
(VPH), principalmente los tipos VPH-16 y VPH-18 de los 100 tipos que se conocen, pero
no todos se convierten en cancer, ocasionando verrugas o condiloma (Lopez -Saavedra y
Lizano-Soberén 2006).
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Inmunoterapia e IL-2

En los ultimos afios ha resurgido el interés por afrontar el tratamiento y prevencion del
cancer desde el punto de vista inmunoldgico, es decir, el estudio de los mecanismos de
defensa del organismo que participan de manera importante en el control de las
neoplasias.

La inmunoterapia representa actualmente una alternativa para el tratamiento del cancer,
con algunas ventajas sobre la terapia convencional, como son la especificidad y ausencia

de efectos secundarios en la mayoria de los casos.

La Interleucina-2 (IL-2) es una glucoproteina de 15.4 KD que esta plegada, formando una
proteina globular que consta de cuatro hélices a. Representa el prototipo de las citocinas

de cuatro hélices a que interaccionan con los receptores de citocinas tipo | (Aguzzi 2005)

La IL-2 fué llamada originalmente "factor de crecimiento de células T” (TCGF), siendo la
principal citocina responsable de la progresion de linfocitos T de la fase G1 a la S del ciclo

celular. Es producido por células T CD4+ y en menor cantidad por células T CD8+.

La IL-2 actua en las mismas células que la producen, por lo tanto, funciona como un factor
de crecimiento autécrino. La IL-2 también actua en linfocitos T periféricos, incluyendo a
células CD4+ y CD8+, y es por lo tanto un factor de crecimiento paracrino. Durante la
respuesta inmune, la IL-2 no circula en sangre, sino que actua a distancia , por lo tanto,
no puede ser considerado como un factor de crecimiento endocrino. (Gutierrez 1997,
Guzman et al, 2004).

Estimula el crecimiento y la diferenciacion de las células T, las células B, células NK,
células LAK, monocitos, macréfagos y oligodendrocitos (Leung 2013).

En el grupo de trabajo del laboratorio de Oncologia Celular de la FES-Zaragoza, se
demostro la presencia de las cadenas alfa, beta y gamma del receptor para IL-2 (IL-
2R) en las lineas celulares de CaCU, CALO e INBL. Ademas hemos reportado que el IL-
2R es activado por la IL-2 exdgena. También, contamos con datos que indican que el
receptor tiene expresion diferencial en tumores de CaCU de acuerdo al estadio. Al igual
se ha demostrado que la aplicacion de IL-2 estimula la actividad citotoxica de linfocitos T

contra este tumor (Alvarado 1997 y Rangel et al, 1998).
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Se ha reportado que dependiendo de la dosis de IL-2 administrada en cultivos de las
lineas celulares de CaCU podemos inducir la proliferacion a dosis bajas (10Ul/ml) de IL-2
mientras que en presencia de altas dosis de IL-2 (100Ul/ml) se induce a su inhibicion.
Estos datos sugieren la dependencia de las lineas celulares de CaCU CALO e INBL por
IL-2.

Asi mismo hay evidencias en las lineas celulares de CaCU CALO e INBL en presencia de
100Ul/mL de IL-2 pueden llegar a presentar muerte celular (Del Rio Ortiz 2011, Sierra
Mondragon 2011, Trujillo 2012).

Apoptosis

El estado normal o fisioldgico de un organismo se consigue 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 membrana celular (procesos de endocitosis y exocitosis), a
cambios metabdlicos y de expresion génica, o a los mecanismos de defensa y a los
sistemas de reparacion. Sin embargo, un dafio irreversible puede hacer que se alcance un
punto sin retorno; cambios morfoldgicos, funcionales y bioquimicos irreversibles 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
funcion, dafo mecanico, infeccion por microorganismos o virus, accion de agentes
quimicos toxicos o la falta de nutrientes. La muerte celular, segun criterios clasicos se
puede dividir en una muerte que transcurre por mecanismos regulados, como la

apoptosis, y la no regulada (Lizarbe 2007).

La apoptosis es un término descriptivo que define un tipo de muerte celular con diversas
caracteristicas morfolégicas. Apoptosis proviene del griego y significa la caida otofial de

hojas y pétalos (Homero).

La apoptosis es un proceso destinado a eliminar células senescentes o dafadas
genéticamente, con efectos opuestos a la mitosis en la regulacién del tamafio de los

organos y de los tejidos (Martinez 2009).
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Para el estudio del proceso apoptotico existen dos vias de sefializacion una via extrinseca

0 por receptores de muerte y una via intrinseca o mitocondrial.

Via extrinseca

El término “apoptosis extrinseca” se ha utilizado ampliamente para indicar los casos de
muerte celular apoptdtica que son inducidos por sefales de estrés extracelulares que se
detectan y se propaga por receptores transmembranales especificos (Mehlen et al 2011 y
Galluzzi et al 2011).

La apoptosis extrinseca puede ser iniciada por la union de ligandos letales, tales como
FAS / ligando de CD95 (FASL/CD95L), la superfamilia del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF a) y TNF (ligando), miembro 10 (TNFSF10, mejor conocido como ligando inductor
de la apoptosis relacionada con TNF, TRAIL), a varios receptores de muerte (es decir,
Fas/CD95, receptores de TNFa 1 (TNFR1) y del receptor de TRAIL (TRAILR) 1-2,

respectivamente).

Una via de senalizacién que conduce a la apoptosis extrinseca se produce con FAS
ligando. En la ausencia de FASL, las subunidades FAS espontaneamente se ensamblan
en la membrana plasmatica para generar trimeros, debido al llamado del dominio de
montaje del pre-ligando (PLAD) (Galluzzi et al 2011).

La unidon del ligando estabiliza los trimeros, mientras que la induccion de un cambio
conformacional que permite el montaje de un complejo dinamico multiproteico en la cola
citosolica del receptor. Esto se produce debido a una secuencia conservada de 80
residuos que es compartido por todos los receptores de muerte, el llamado “dominio de
muerte” (DD) (Schulze-Osthoff et al 1998).

Las proteinas reclutados en el DD de FAS incluyen la proteina del receptor de quinasa
que interacciona 1 (RIPK1, mejor conocido como RIP1); la proteina FAS asociada a un
DD (FADD); multiples isoformas de c-FLIP; inhibidor celular de las proteinas de apoptosis
(clAPS), ubiquitina ligasas E3 que también inhiben la apoptosis debido a su capacidad de
interferir con la activacion de caspasas; y procaspasa 8 o 10 (Galluzzi et al 2011).
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El complejo supramolecular resultante, que se ha denominado “complejo de senalizacion
de muerte” (DISC), constituye una plataforma que regula la activacion de la caspasa 8 o
10. Proteinas como TNFR1 también requieren al dominio de muerte asociado a TNFR
(TRADD) para el reclutamiento de FADD vy la caspasa 8, mientras que FAS y TRAIL R1/2
no lo hacen, esto apunta a la existencia de subgrupos de receptores de muerte con

propiedades de senalizacidn especificas Galluzzi et al 2011).

En algunos tipos de células incluyendo linfocitos (que se han denominado células de tipo
[), se activan la caspasa 8 que cataliza directamente la maduracion proteolitica de la
caspasa 3, iniciando asi la fase de ejecucion de la apoptosis dependiente de caspasa en
una manera independiente de mitocondria. En otras células, tales como hepatocitos y
células b pancreaticas (células de tipo Il), (Luo et al 1998) caspasa 8 media la escision
proteolitica de BH3 interaccidén agonista de dominio de muerte (BID), que conducen a la
generacién de un fragmento de permeabilizacion mitocondrial (conocido como BID
truncado, tBID) (Luo etal 1998).

Por lo tanto, mientras que las “células de tipo I” se someten a la apoptosis extrinseca
independientemente de toda contribucién de las mitocondrias (tBID y MOMP pueden
ocurrir en estas células, pero que son prescindibles para la ejecuciéon de la apoptosis
extrinseca), las células de tipo Il sucumben a partir de la activacion de receptores de
muerte, mientras que muestra signos de permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa (MOMP), incluyendo la disipacion del potencial de membrana mitocondrial (AY¥m)
y la liberacién de proteinas téxicas que normalmente se mantiene dentro del espacio

intermembranal mitocondrial (Kroemer et al 2007).

Via intrinseca o mitocondrial

La muerte apoptética de las células puede ser provocada por una variedad de
condiciones de estrés intracelular, incluyendo dafio en el ADN, el estrés oxidativo, la
sobrecarga de Ca*" citosdlico, excitotoxicidad leve (relacionada con la sobre estimulacion

del receptor glutamato en el sistema nervioso), entre muchos otros.
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A pesar de las cascadas de sefializacion que activan la apoptosis intrinseca son muy
heterogéneas en lo que se refiere a los estimulos que inician, todos ellos estan

conectados a un mecanismo de control centrado en la mitocondria (Kroemer et al 2007).

Frecuentemente, junto con la propagacion de la cascada de sefalizacion pro-apoptética,
mecanismos anti-apoptoéticos también estan involucrados, en un intento de permitir que
las células hagan frente al estrés. En este escenario, ambas senales pro y antiapoptéticas
convergen en las membranas mitocondriales, que se permeabilizan cuando el primero

predomina sobre la segunda (Kroemer et al 2007).

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial, puede comenzar en la membrana
mitocondrial externa, debido a la actividad formadora de poros de los miembros
pro-apoptoéticos de la familia de proteinas BCL-2, tales como BAK y BAX o puede ser
resultado de un fendmeno (llamado transicion de permeabilidad mitocondrial, MPT) que
se origina en la membrana mitocondrial interna debido a la apertura de un complejo
multiproteico conocido como el complejo de poro de transicion de permeabilidad (PTPC)
(Tait 2010 y Brenner 2006).

La permeabilizacion irreversible de la membrana mitocondrial externa afecta a la mayoria
de las mitocondrias dentro de la célula y tiene multiples consecuencias letales: (1) la
disipacion del AWm, con el cese de la sintesis de ATP mitocondrial y las actividades de
transporte dependientes de AWm; (2) la liberacién de proteinas toxicas del espacio
intermembranal mitocondrial (IMS) en el citosol, ya que esto se aplica a cit c, factor
inductor de apoptosis (AlF), endonucleasa G (EndoG), proteina de union directa a IAP con
bajo pl (DIABLO, también conocido como segundo activador mitocondrial de caspasas,
SMAC) y alta temperatura requisito de la proteina A2 (HtrA2), y (3) la inhibicién de la
cadena respiratoria (favorecida por la pérdida de cit c), provoca o agrava la
sobreproduccién de ROS y por lo tanto la activacion de un circuito de alimentacion hacia

adelante para la amplificacion de la sefial apoptotica (Kroemer et al 2007).

Por lo tanto, la apoptosis intrinseca resulta de una catastrofe bioenergética y metabdlica
acoplada a la activaciéon de multiples mecanismos ejecutores. Al permeabilizar la

membrana mitocondrial externa, el citocromo c citosdlico (cit ¢) participa con APAF1 y
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dATP en la formacion del apoptosoma, que desencadena la cascada proteolitica de

caspasa 9y caspasa 3 proteolitica (Li et al 1997 y Galluzzi et al 2011).

En sintesis las vias de sefalizacion pueden involucrar interacciones mediadas por
receptores transmembranales o por una serie de estimulos intracelulares,
especificamente en la mitocondria, pero ambas vias activan caspasas iniciadoras 8, 9 y
10 y finalmente se da la activaciéon de caspasas ejecutoras 3, 6 y 7, lo que culmina en un
fenotipo celular apoptético con caracteristicas fisioldgicas y morfologicas tales como
encogimiento celular, membrana celular intacta, el citoplasma es retenido en cuerpos

apoptoticos, condensacion de cromatina (Picnosis) Martinez 2009. Figura 2

a Intrinsic b Extrinsic

“ APO2L or CDIS5L w TNFa
Chemotherapeutic agents, irradiation or

growth factor withdrawal ety DR o CO9S kg TNFR1

Plasma membrane
(&)
Mitochondrion
&y

<

/ \
Caspase 9

Apoptosome

e —

— A .
— 8 aspase 3/ .

— [ 1 = | Apoptosis

Active caspase 9 :
e Active caspase 3,7

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 2. La apoptosis puede ser iniciado por dos vias alternativas: a través de receptores de muerte de la
superficie celular (via extrinseca) o a través de las mitocondrias (via intrinseca). En ambas vias, la induccién
de la apoptosis conduce a la activacion de una caspasa iniciadora: la caspasa-8 y, posiblemente, la
caspasa-10 para la via extrinseca, y la caspasa-9, que se activa en el apoptosoma, para la via intrinseca.
Las caspasas iniciadoras activan a caspasas efectoras que desencadenan el proceso apoptético. Nature
2011
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La mitocondria

Las mitocondrias son organelos que estan rodeadas por dos membranas, que difieren
entre si en muchos aspectos. La membrana externa es permeable a iones, metabolitos y
muchos polipéptidos, gracias a que contiene proteinas que forman poros, llamadas
porinas, que permiten el paso de estas moléculas a su través; realiza relativamente pocas
funciones enzimaticas o de transporte. La membrana interna, por su parte, carece de
poros, por lo que es impermeable para la mayoria de las moléculas, especialmente las
que tienen carga; contiene muchos sistemas de transporte transmembrana, que estan
implicados en la translocacion de moléculas; ademas, su area de superficie es mucho
mayor de lo necesario para contener el material dentro de la mitocondria, pero se

encuentra intrincadamente plegada (Caro 2009).

Las mitocondrias tienen diversas funciones, llevan un papel central tanto en la
homeostasis celular y patologias, pueden desencadenar o amplificar las sefiales que

conducen a la muerte celular (via intrinseca).

Sin embargo, la principal funcion de las mitocondrias es la oxidacion de metabolitos (ciclo
de Krebs, B-oxidacion de acidos grasos) y la obtencion de ATP mediante la fosforilacion
oxidativa, que es dependiente de la cadena transportadora de electrones; el ATP
producido en la mitocondria supone un porcentaje muy alto del ATP sintetizado por la

célula (Assuncao 2004).

El numero de mitocondrias por célula varia en funcion del tipo celular; los extremos son
los eritrocitos, que carecen de mitocondrias, mientras que los 6vulos contienen cerca de
100.000. La mayoria de las células humanas contienen entre unos pocos de cientos y

unos pocos de miles de mitocondrias (Grey, 1999).

La mayoria de los componentes celulares, incluyendo las mitocondrias, requieren un
reciclaje continuo y regeneracion a lo largo de la vida. Las mitocondrias, que son la
principal maquinaria bioenergética y fuente de estrés oxidativo en las células, son
particularmente susceptibles al dafio a lo largo del tiempo. El control efectivo de la
biogénesis y del recambio mitocondrial es, por tanto, critico para el mantenimiento de la
produccién energética, la prevencion del estrés oxidativo endégeno y la promocién del

envejecimiento saludable (Lopez-Lluch et al., 2008).
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Al respecto, cuando la permeabilizacion transicional mitocondrial (MPT) se da so6lo en
unas pocas mitocondrias, la autofagia se activa, lo que lleva a la degradacion lisosomal de
los organulos afectados y el cese de las senales que estimulan la autofagia.

Cuando un mayor numero de mitocondrias son permeabilizadas ocurre la apoptosis,
probablemente debido a la mayor concentracion de moléculas como el citocromo C y AlIF
en el citoplasma. Y finalmente, cuando casi todas las mitocondrias en las células se ven
afectadas, MPT promueve la necrosis, que se atribuye a la desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa y la hidrélisis de ATP acelera la ATPasa mitocondrial (Assuncao
2004).

La complejidad de la regulacion de la biogénesis mitocondrial no puede subestimarse;
implica cambios en la expresion de mas de 1000 genes, la cooperacion de 2 genomas,
altera el nivel de aproximadamente el 20% de las proteinas celulares (Caro 2009).

Cadena de transporte de electrones mitocondrial

El aislamiento de proteinas mitocondriales con propiedades especificas de transferencia
de electrones, proporcioné el concepto de “complejos” de la cadena respiratoria (Green
and Vande Zande, 1982). En los afios 1950s, usando técnicas espectrofotométricas,
describieron los niveles de reduccion-oxidacién de los componentes de la cadena
respiratoria en la transicion que sigue la adicién de ADP, e identificaron los sitios que son
termodinamica y cinéticamente compatibles con la transduccion energética (Chance and
Williams, 1956).

La cadena respiratoria consiste en una serie de transportadores electronicos que
funcionan como pares redox y que se localizan en la membrana mitocondrial interna. Asi,
esta formada por cuatro complejos multiproteicos (complejos I-IV). La coenzima Q y el

citocromo c también participan en el transporte de electrones entre los complejos.

Bien formando parte de los complejos o bien fuera de ellos, las diferentes moléculas
transportadoras de electrones son citocromos, centros hierro-sulfurados, quinonas y
flavinas. La secuencia de transporte electronico se inicia cuando los equivalentes
metabdlicos NADH y FADH2, generados en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, ceden

electrones al complejo | y al complejo Il, respectivamente (Figura 3).
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FAD
NAD* NADH

ATP  ADP 4P,

Figura 3. Descripcion general de los complejos multiproteicos y portadores moéviles asociados en
la cadena respiratoria. Q= coenzima Q, Cyt ¢ = citocromo C

Complejo | (COX I, NADH Deshidrogenasa o NADH: ubiquinona oxidoreductasa). De
las 46 cadenas polipeptidicas que lo constituyen, 7 estan codificadas por el ADN
mitocondrial y el resto por el nuclear (Carroll et al.,, 2005). Los transportadores de
electrones en este complejo son flavinas, centros hierrosulfurados y ubiquinonas. En
conjunto, este complejo es el componente mas grande de la cadena respiratoria, con
cerca de 800-900 KDa; tiene forma de L, con el brazo largo como una proteina de
membrana integral hidrofobica, donde se encuentra la maquinaria de bombeo de
protones, y el brazo corto constituido por un dominio globular hidrofilico situado en la
matriz mitocondrial, que contiene la subunidad de unién al NADH vy el centro activo de la
enzima, constituido por una flavina y 9 centros hierro-sulfurados (Sazanov y Hinchliffe,
2006).

Este complejo cataliza la transferencia de dos electrones desde el NADH hasta el dominio
de membrana donde se encuentran las quinonas. Asi, la flavina acepta dos electrones

simultaneamente del NADH vy los transfiere, uno a uno, a los centros hierrosulfurados.
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Estos, a su vez, reducen la quinona, embebida en la membrana, a quinol, en dos pasos
sucesivos de un solo electron (Sazanov y Hinchliffe, 2006). Esta transferencia electronica
estd acoplada al bombeo de cerca de cuatro protones a través de la membrana,
ayudando a proporcionar la fuerza protdn-motriz requerida para la sintesis de ATP (Yagi y
Matsuno-Yagi, 2003). Este proceso supone cerca del 40% del gradiente de protones
transmembrana generado en la oxidacion del NADH por la cadena respiratoria
mitocondrial (Hinchliffe and Sazanov, 2005). Existen varios inhibidores que pueden
bloquear el flujo de electrones a través de los diferentes transportadores del complejo
(Herrero and Barja, 2000); de todos ellos cabe destacar la rotenona8, que actua
bloqueando la transferencia de equivalentes de reduccion desde los centros hierro-

sulfurados hasta la ubiquinona, posiblemente actuando como analogo de la misma.

Complejo Il (COX Il Succinato Deshidrogenasa o Succinato-Ubiquinona Reductasa).
Es el unico complejo codificado integramente en el ADN nuclear. Dos de las cuatro
subunidades proteicas que lo componen conforman la enzima succinato deshidrogenasa,
componente clave en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, mientras que las otras dos se
encargan del anclaje de dicha enzima a la membrana. En su participacion en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos interviene en la transferencia de electrones desde el succinato
hasta el FAD, formando FADH2, mientras que en su papel dentro de la cadena de
transporte electrénico transfiere los electrones del FADH2 a la ubiquinona (Cecchini et al.,
2003).

Carece de sitio de acoplamiento energético. A diferencia del NAD+ que difunde libre en la
matriz mitocondrial, el FAD no existe libre en disolucion; por ello el complejo Il contiene
una molécula de FAD. La tenoailtrifluoroacetona (TTFA) bloquea la transferencia de
electrones a través del complejo Il posiblemente mediante interacciones débiles con el
hierro del ultimo componente del complejo, un centro hierro-sulfurado (Tyler, 1992).
También a través de los equivalentes de reduccion entrantes via complejo Il, se produce

un flujo reverso de electrones hacia el complejo I.
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Coenzima Q. Es una benzoquinona soluble en lipidos con una larga cadena lateral
isoprenoide que difunde lateralmente en la membrana mitocondrial interna y que esta
adaptada al transporte electronico entre las proteinas de membrana (Hinchliffe y Sazanov,
2005).

Existen tres isoformas diferentes de esta quinona: ubiquinona o coenzima Q, semiquinona
0 coenzima Q y ubiquinol o coenzima QH2. La semiquinona es uno de los componentes
de la cadena de transporte electréonica mas propensos a ceder su electron desapareado al
oxigeno generando asi radicales superéxido, y esta presente de forma transitoria cuando
se encuentra formando parte de los complejos | y Il (Mitchell, 1975), especialmente en
este ultimo durante el ciclo Q (Brandt, 1997). En la membrana mitocondrial interna se
presenta constituyendo un pool ubiquinona-ubiquinol que actua como lanzadera de

electrones desde los complejos | y Il al complejo .

Complejo IlIl (COX Ill, Ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa o Complejo citocromo
bc1).

Se trata de una estructura dimérica donde cada mondmero esta constituido por diez
subunidades proteicas diferentes insertadas en, o unidas a la membrana mitocondrial
interna. Tres de estas subunidades, un centro hierro-sulfurado (centro Rieske) y los
citocromos c1 y b, contienen centros redox y participan en la transferencia de electrones.
Todos los elementos del complejo Il estan codificados por el ADN nuclear excepto el

citocromo b, que lo esta por el mitocondrial (Zara et al., 2009).

Ademas, dentro del complejo Il se ha propuesto un ciclo de transporte de electrones,
denominado ciclo Q, donde coexisten distintas formas de la ubiquinona. Los detalles del
proceso de transporte electrénico son complejos: el ubiquinol cede dos electrones, uno al
centro Rieske que lo cede a su vez a un citocromo c para actuar como transportador hacia
el complejo IV, mientras que el otro es reciclado a través del ciclo Q via citocromos b566 y
b560 y de semiquinonas (Trumpower, 1990). Este ciclo permite el bombeo de protones al
citosol. El flujo de electrones en el complejo Il puede ser bloqueado, entre otros, por los
inhibidores antimicina A, ilicicolina H y funiculosina, que actian en el sitio de reduccion de

la quinona (Rotsaert et al., 2008).

Miguel Angel Barrios Maya Pagina 24



UNAM FES ZARAGOZA ’ ﬁ ’

En la cadena respiratoria, los diferentes tipos de deshidrogenasas reducen una fraccion
del pool de ubiquinona a ubiquinol mitocondrial, o que, a su vez, se oxida por el complejo
[l en el sitio Qo (o Qp) (fig. 1A). Entonces, el complejo Il oxida al ubiquinol en la fase de
membrana y reduce el citocromo ¢ en la superficie externa de la membrana interna,
produciendo una semi-quinona, que se oxida adicionalmente por especies de citocromo b,

un proceso conocido como el ciclo de Q (Crofts 2004).

Complejo Il utiliza la energia liberada por translocacion vectorial de dos protones (H + /
QH2) de la matriz al espacio intermembrana, donde libera dos protones adicionales
(Zhang et al 1998). Como se menciond anteriormente, las formas semi-reducida de
ubiquinona participan en la transferencia de electrones / protones catalizada por el
complejo lll. Estas semi-quinonas son particularmente propensas a la auto-oxidacion, que
produce superoxido (como no reduce citocromo b) (Ernster et al 1995 y Forquer et al
2006). En consecuencia, se reduce el complejo lll que es uno de los principales sitios de

produccion de superoxido en la cadena respiratoria (Mullert et al 2004).

Complejo IV (COX IV o Citocromo c oxidasa). En este complejo, ultimo en la cadena de
transporte electronico, se produce la reduccion tetravalente del oxigeno molecular a agua.
Al igual que ocurre en los complejos | y lll, la citocromo ¢ oxidasa genera un bombeo de
protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana asociado al transporte

electronico.

Esta enzima, la citocromo ¢ oxidasa, esta ampliamente distribuida en la naturaleza; se
cree que es la responsable del consumo de mas del 90% del oxigeno en los animales
aerobios. Presenta gran afinidad por el oxigeno, por lo que se piensa que esta adaptada a
condiciones de escasez del mismo. Las unidades cataliticas del complejo estan
codificadas por el ADN mitocondrial, mientras que las estructurales lo estan por el nuclear
(Tyler, 1992).

Los transportadores electronicos y los complejos estan organizados en “ensamblajes” con
interacciones especificas proteina-proteina, que son efectivas para la transferencia rapida
de electrones gracias a la limitacion de las distancias intermoleculares entre ellas (Chance
y Williams, 1956).
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Complejo V (COX V, ATP sintasa o F,-F,-ATPasa)

La ATP sintasa es el quinto complejo de la fosforilacion oxidativa. Cataliza la sintesis de
ATP a partir de ADP y fosfato inorganico, utilizando el gradiente de protones generado a
través de la membrana mitocondrial interna, por la cadena de transporte electrénico. El
complejo estda formado por dos dominios funcionales, F1 y FO, los cuales estan
conectados entre si por otra subunidad. La estructura de la subunidad hidrofilica F1 fue
resuelta en el ano 1994 y esta formada por cinco subunidades (a, b, d, g, e€) (Abrahams
JP, 1994). En la subunidad que conecta los dos dominios funcionales y en FO, se
encuentran las dos unicas subunidades codificadas por el genoma mitocondrial (ATPasa
6 y ATPasa 8).

La subunidad FO esta inmersa en la membrana mitocondrial interna y funciona como un
poro de protones, transfiriendo la energia liberada por el flujo de protones hacia la
subunidad catalitica F1, donde se forma el ATP. Se acepta un mecanismo del tipo motor
rotatorio como forma a través de la cual la energia es transferida desde la bomba de
protones (subunidad FO) a la subunidad catalitica (subunidad F1) (Stock D, 1999).
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Justificacion

En México el Cancer Cérvico Uterino (CaCu), ocupa el segundo lugar de incidencia entre
los tumores malignos en la poblacién femenina, razén por lo cual, se buscan alternativas
terapéuticas para combatirlo. Nuestro grupo de investigacion, en el Laboratorio de
Oncologia Celular, se ha dado a la tarea de estudiar el papel que ejerce la IL-2 sobre la
regulacion de genes proapopotéticos de células de CaCu, CALO e INBL. Se ha
confirmado que 100 Ul/ml de esta citocina tiene un efecto inhibidor sobre la proliferacion e
induce a muerte celular via apoptotica mediante la regulacion de diversos genes
mitocondriales como es el caso de los componentes de la cadena respiratoria. Sin
embargo, se sabe poco de los procesos moleculares que estan siendo regulados por IL-
2. Por esta razén, el presente trabajo tiene como objetivo determinar si la expresion del
gen para COX lll, (componente de la cadena respiratoria mitocondrial) esta regulada por
IL-2.

Hipétesis

Se ha confirmado que 100Ul/ml de IL-2 inhibe la proliferacion de células de las lineas de
Cancer Cérvico Uterino CALO e INBL y las induce a muerte celular via apoptotica,
mediante la liberacion del Citocromo C y la regulacion de algunos complejos de la
cadena respiratoria. Por lo cual si tratamos a las células con esta citocina podremos

observar la regulacion de la expresion del complejo COX Il en estas células.
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Objetivo General

e Determinar la expresion del complejo mitocondrial COX 1l en las lineas celulares
de CaCu CALO e INBL cultivadas en presencia de IL-2.

Objetivo Particulares

Obtener cultivos de lineas celulares derivada de CaCu (CALO e INBL). En

presencia y ausencia de IL-2.
Extraer y purificar ARNm de las lineas celulares CALO e INBL
Realizar la técnica de RT-PCR

Realizar Electroforesis de las muestras amplificadas
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e Cultivo Celular

El Material bioldgico consistié en las lineas celulares de CaCu CALO e INBL (Tabla 1) que
fueron obtenidas del banco de criopreservacion de la UMIE-Z en la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, UNAM.

Linea Celular Estadio HPV Previo
CALO 1B 18
INBL IV B 18

Caracteristicas de las lineas celulares de CaCU (CALO e INBL).

e Proliferacion

Las lineas celulares CALO e INBL se cultivaron en cajas de cultivo de 25cm® con 5 ml de
medio de cultivo RPMI 1640 MR8 syplementado con 10% de suero fetal  bovino ¢
en una incubadora ®*\Y9 a una atmosfera de 5% de CO, y a una temperatura de 37°C. Se
cultivaron hasta que la caja de cultivo estuviera a una capacidad del 75% para

posteriormente resembrarlas en nuevas cajas de cultivo para nuestros experimentos.
e Extraccién de ARN

Se cultivo 1 millon de células de la linea celular CALO e INBL en cajas de cultivo de
25 cm? para los tiempos cortos y de 75 cm? para los tiempos largos, en medio de cultivo
RPMI 1640 MCRO8) en gusencia de suero fetal bovino durante 24 horas para sincronizar a
las células. Transcurrido el tiempo se les cambio el medio por medio suplementado con

o (@Bco

10% de suero fetal bovin 'y 100 Ul de IL-2. Como control de los experimentos se

utilizaron cultivos en ausencia de IL-2 de las mismas lineas.

Los cultivos se mantuvieron en la incubadora ®*\Y% a una atmosfera de 5% de CO, y a
una temperatura de 37°C durante el tiempo correspondiente (2, 48 y 72 horas). Al pasar el
tiempo de estimulo se recupero el medio y se despegaron las células con verseno. Se

pasaron a un solo tubo y se centrifugaron, se decanta el medio y el verseno.

Se hizo un lavado con PBS y se resuspendieron nuevamente las células y se
centrifugaron. Después se decanto el PBS asegurandose que el botén quedara lo mas
seco posible, posteriormente se le agrego 1ml de trizol "™V™REN)  ge resuspendio

homogéneamente el botén. Se dejo reposar durante 15 minutos para que actuara el
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I (INVITROGEN

trizo ). Se paso a un tubo eppendorf y se agrego 200 ul de cloroformo ©'¢Y4

Vortexear de 3 a 5 minutos. Se reposo la muestra en hielo durante 3 minutos.

Se centrifugo a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 ° C. La fase acuosa se recupero (zona
superior transparente) y se coloco en un tubo nuevo donde se le agrego 500 pl de
isopropanol ¢'°" se resuspendio y se dejo reposar 10 minutos en hielo posteriormente se

centrifugo a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 ° C.

r (REVCO

Se mantuvo por 24 horas a -70°C en un ultra refrigerado ). Pasado este tiempo, la

muestra se descongelo y centrifugo a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 ° C. Se extrajo el

isopropanol con pipeta y se le agrego 1 ml de etanol @7 BA<ER)

al 75% vy se centrifugo a
7500 rpm durante 10 minutos a 4 ° C. Posteriormente se decanto y se deja evaporar el

etanol a temperatura ambiente.

Evaporado el etanol se rehidrato la muestra con 20 ul de agua libre de nucleasas FERVENTAS)
resuspendiendo perfectamente para obtener un stock de cada tiempo determinado al igual
que los controles y asi obtuvimos nuestro stock y se guardo a -70°C en un ultra

refrigerador ®€Ve©)
e Cuantificacion de ARN

Se preparo una dilucion de cada una las muestras obtenidas de la extraccion (4 ul de
muestra + 196 pl de agua inyectable ®*%). Se cuantifico por biofotdmetro EPPENPORP)
colocando primero la muestra blanco y posteriormente las problema. Se realizo un cuadro
colocando el espectro, relacion 260/ 280, 260 (Absorbancia ideal para medir el ARN) y
280 respectivamente de cada muestra. Posteriormente se procedio al uso de una férmula

para obtener ug /ml:

| (abs 260)(volumen total)(densidad Optica)
m
1000

Donde: V total = 200pl Densidad optica = 40 ug /ml

Para llevar a cabo la retro-transcripcion es necesario tener la concentracién de 2ug/ul
para cada muestra de ARNm. Teniendo los célculos para todas las muestras, se

prosiguié a realizar la RT.
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¢ RT (Retrotranscriptasa Reversa)

Es un método que utiliza una enzima de tipo ADN-polimerasa, que tiene como funcion
sintetizar ADN de doble cadena pero utilizando como molde ARN mono catenario, es
decir, catalizar la retrotranscripcion o transcripcion inversa para obtener un ADN

complementario (ADNc).

Cada muestra se preparé en tubos eppendorf, se procedié a preparar un mix en el cual se
coloca el amortiguador 5x, DNTPs 10uM vy oligo dt, posteriormente se resuspende y se
divide a otros tubos dependiendo el numero de muestras. Por ultimo se agrega la muestra

a cada tubo, el agua libre de nucleasas y la enzima, se resuspende ligeramente.

Las reacciones se colocaron en un termociclador (EPPENPORF MASTERCYCLER)  qe se programd
para que se mantuviera a 42° C durante 1 hora. Pasado el tiempo las muestras pueden

ser guardadas a -70°C en un ultra refrigerador €V,

Se utilizan las siguientes cantidades de reactivos para cada muestra para la obtencion del
ADNCc, en el caso de la muestra y el agua se calcula de acuerdo a la absorbancia obtenida

en la cuantificacién los cuales deben dar un total de 14.7 pl

Reactivo TR
Buffer 5 X PROVECA) 5
dNTP’s 10mM (INVITROGEN) 15 pl
Enzima MML-V (RT) FROMEGA T4 |
Oligo g TPROMEGA] T8

Agua libre de nucleasas | X pl
(FERMENTAS)

Muestra X Ml

Volumen Total 24 pl
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e PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Es una reaccion con la cual es posible amplificar una secuencia pequena y especifica y se

compone de tres fases:

Desnaturalizacién: Las condiciones tipicas de desnaturalizacion son 95°C por 30
segundos, o 97°C por 15 segundos; sin embargo temperaturas mas altas pueden ser

apropiadas especialmente para templados ricos en G + C.

Alineamiento: La segunda reaccion consiste en la hibridacion de los primers. Para ello se
baja la temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la union de los primers a
las cadenas. Las temperaturas de alineamiento en el rango de 55 a 72°C generan buenos

resultados.

Extension: La tercera reaccion se efectua a 72° C, temperatura a la cual, la polimerasa
lleva a cabo su accidn, insertando los diferentes nucleétidos complementarios en el orden
que le va indicando la cadena que actua como molde. Un tiempo de extension de un
minuto es considerado suficiente para productos de hasta 2 Kb de longitud. Sin embargo,
tiempos mayores de extensién pueden ser utiles cuando la concentracion del sustrato es
muy pequefia o0 cuando la concentracion del producto excede la concentracion de la

enzima

Concentracion de Magnesio: La Taq polimerasa requiere magnesio libre en la unién con el
templado, los primers y los dNTPs. Los PCR deben contener 0.5 a 2.5 mM de magnesio

sobre el total de la concentracion de dNTP

Con los ADN complementarios obtenidos de la RT se realizo la PCR utilizando las
condiciones establecidas para 1 Rx, las cuales se multiplicaron por el nimero de

reacciones que se requieren.
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Reactivos 1 Rx
Buffer green 5 x (FROVECA 6 ul
dNTP’s 10 mM (WITROGEN) 0.8

Enzima GoTaq polimerasa ®FOY&" | 0.15 pl

Primer Sentido 17.14 nM @D 1 1

Primer Anti sentido 17.14 nm ®" | 1 ul

Agua libre de nucleasas FERVENTAS) 7.05 pl
Muestra 4 pl
Volumen Tota 20 ul
Primers Utilizados:
Primer Secuencia Pares de
Bases
B -actina GGGTCAGAAGGATTCCTATG Sentido 243
B -actina GGT CTCAAACATGATCTGGG Anti-Sentido 243
COX Il CCAGCTACCATGTCCCAGAT Sentido 185
COX Il TATGCCAGCTTCCGACTCTT Anti-Sentido 185

Secuencias de los primers: Se muestran las pares de bases de cada uno de los primers utilizados para la
deteccién del COX Il asi como B-Actina como un control interno de la técnica. Los primers fueron disefiados

con ayuda del programa computacional Primer 3: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ 'y en

ePRC:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/

Cada muestra se preparo en tubos eppendorf. Se procedid a preparar un mix en el cual se
agrego; Buffer Green, DNTP’s, Sentido, antisentio y por ultimo el agua. Se procedio a

homogeneizar y se divide a tubos dependiendo el numero de muestras sumadas.
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Posteriormente se agrego la muestra y la enzima (Go Taq Polimerasa), se realizo un

homogenizado.

Estas reacciones se colocaron en un termociclador (EPPENPORF MASTERCYCLER) v g8 programo

para efectuar los siguientes ciclos de amplificacion:

PASO TEMPERATURA ETAPA TIEMPO

1 94°C Desnaturalizacion 6 minutos

2 56°C Hibridacion 2 minutos

3 72°C Extension 2 minutos

4 94°C Desnaturalizacion 45 segundos
5 Se repiten 30 veces del paso 2 al 4

6 56°C Hibridacion 2 minutos

7 72°C Elongacion 7 minutos

8 20°C Estabilizacion. 30 minutos

Finalmente al concluir el tiempo de amplificacion las muestras fueron guardadas a -70°C

en un ultra refrigerador ®€°°).
o Electroforesis en Agarosa

Es una técnica que permite separar moléculas basandose en propiedades como el
tamano, la forma o el punto isoeléctrico, en el caso de gel de agarosa es adecuada para
muestras grandes de ADN y ARN.

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 migraron hacia el polo positivo, es decir el anodo. De tal manera las
moléculas ionizadas y con carga neta son posicionadas en un campo eléctrico y estas

experimentan una fuerza de atraccion hacia el polo que posee carga opuesta.
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Para preparar el gel de agarosa en se pesaron 1.5 g de agarosa y se diluyeron en
100 ml de TBEX 1X en un matraz de 250 ml. Se calenté hasta que la agarosa este
homogeneizada. Se monto la camara de electroforesis y se vertio la dilucién de agarosa
previamente preparada, se le agregaron 15 pl de bromuro de etidio “*°U%" (este nos da

color a la muestra ya que se intercala en las bases nitrogenadas).

Agregado el bromuro de etidio “*°*RY) se verifico que no se formen burbujas en la camara
de electroforesis para no impedir el corrimiento adecuado de las muestras, verificado esto

se colocaron los peines y se dejo solidificar durante aproximadamente 30 minutos.

Al solidificarse la agarosa se retiran los peines y se monta la camara, se le coloco
aproximadamente 1L de buffer de corrida TBEX 0.5X. Se colocaron en los pozos 4ul de
muestra y en uno de ellos 4ul de escalera o marcador de pesos moleculares GeneRuler

FERMENTAS) que es una solucion de fragmentos de ADN de tamafio conocido

Low Range !
para hacer una comparacion con nuestros amplificados. Posteriormente se colocaron los

electrodos y se dejo correr durante aproximadamente 1 hora en 90-100 volts.

Es importante, aclarar que para este trabajo se hizo cada ensayo por triplicado y se
definieron tiempos de cultivo de 2, 48 y 72 horas, para las células de las Lineas CALO e
INBL ya que, trabajos previos han demostrado que en estas lineas celulares, al ser
estimuladas con IL-2 exdgena, expresan el receptor para IL-2 el cual es funcional, y que a
partir de estos tiempos son capaces de desencadenar vias de sefalizacion intracelular,
tales como las vias implicadas en la muerte celular (Mondragon,2011; Trujillo, 2012; Del
Rio).
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Es conocido que las células normales en cualquier tejido necesitan de estimulos
mitogénicos para pasar de un estado quiescente al estado de proliferacion activo. Por el
contrario, las células tumorales presentan menor dependencia de estimulos externos y se
comportan como si se encontrasen continuamente sujetas a un mecanismo de
estimulacion autocrino. Esta independencia respecto de estimulacion externa claramente

rompe con las sefiales que normalmente operan para mantener la homeostasis tisular.

Las estrategias moleculares que permiten a las células tumorales adquirir la autonomia
necesaria para su proliferacion en ausencia de estimulacion externa provienen de un mal
funcionamiento en los puntos de control del ciclo celular, sobre expresion de
protooncogenes o de la inhibicion de los genes supresores de tumores, ademas la
apoptosis se encuentra suprimida especialmente los mecanismos relacionados con la
activacion de las caspasas por esta razon es necesario estudiar agentes terapéuticos que

activen este mecanismo de muerte en células tumorales.

Al respectos, sabemos que las células de cancer cérvico uterino mueren cuando son
cultivadas en presencia de 100Ul/ml de IL-2 inhibiendo su proliferacién y mostrando
morfolégia similar a la de células apoptoticas, también hemos identificado las tres
cadenas del receptor para esta citocina, tanto en lineas celulares como en cortes
histologicos en diferentes estadios de este tipo de cancer (Rangel, 1998). Asimismo, se
ha comprobado que el uso de 100 Ul/ml de IL-2 puede inhibir la proliferacion de estas
células, mostrando cierta similitud morfolégica de células apoptéticas. También, se ha
reportado que IL-2 regula diferentes genes implicados en el proceso apoptotico
(Mondragon,2011; Truijillo, 2012; Barragan, 2012; Del Rio).

Por esta razon, el presente trabajo tuvo como objetivo dilucidar el papel de IL-2 sobre la
regulaciéon del mensajero para proteinas de la cadena respiratorio como COX lll. Por la
técnica de RT-PCR.

Inicialmente se determiné la integridad del ARN total obtenido de las lineas celulares de
CaCu CALO e INBL; para ello las lineas celulares CALO e INBL fueron cultivadas a
diferentes tiempos: 2, 48 y 72 horas en ausencia y presencia de 100Ul/ml de IL-2. Una
vez extraido el ARN fue tefiido con bromuro de etidio y las muestras se corrieron en el gel

de Agarosa.
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Al excitar el gel con luz UV observamos nitidamente las subunidades 28S y 18S del ARN
ribosomal (ARNr), en de todas las muestras, lo que confirma su integridad. No se observa
cambio en los productos de amplificacion para las muestras de ARN extraido de células
cultivadas en presencia de IL-2 en comparacion de los obtenidos de células cultivadas en
ausencia de la citocina. (Figura 4).

2 48 72 2 448 72 2 8 72
Tiempo de Cultivo (horas)

Figura 4. Integridad del ARN total en lineas celulares de CaCU CALO e INBL. Se realizé la
Extraccion del ARN por la técnica de TRIzoITM. a) = ARNm linea celular INBL. b) = ARNm linea
celular CALO. (+) = Células cultivadas en presencia de IL-2 100Ul/ml. Tiempo de cultivo 2, 48 y 72
horas. Las bandas muestran la integridad de las subunidades 28S y 18S del ARNr.

Una vez confirmada la integridad del ARNm se procedi6 a llevar a cabo la
retrotranscripcion para obtener el ADN complementario (ADNc) de las muestras cultivadas

a 2,48y 72 horas en presencia y ausencia de 100UlI/ml de IL-2.
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Se sabe que la B-actina es una proteina constitutiva de la célula, por lo que su
transcripcion es permanente, ya que ésta, desempefia una variedad de funciones
bioldgicas en los componentes que la integran, tal es el caso del citoesqueleto, el cual es
una red dinamica de actina. Sus principales funciones bioldgicas estan relacionadas con
la movilidad celular y los cambios en la forma de la célula durante el ciclo celular. Dada su
gran importancia en el metabolismo y su continua sintesis esta proteina se usa como un
indicador de sintesis. Por esta razon, la presencia de B-actina es utilizada como un control
interno de la técnica RT-PCR y su ausencia se interpreta como un error de la técnica.
Para confirmar las condiciones de corrida de la PCR se utilizd6 el ADN complementario
(ADNC), el cual se obtuvo por retrotranscripcion del mensajero total obtenido de ambas
lineas celulares cultivadas en presencia y ausencia de 100 Ul/ml de IL-2.

Para ello se llevo a cabo una cuantificacion del ARNm, se hicieron los calculos para la
retrotranscripcion, obteniendo el ADNc para cada una de una de las muestras.

Posteriormente se procedio a realizar la PCR para B-actina

Los resultados muestran un producto de amplificacion de 234 pb en ambas lineas
celulares cultivadas en ausencia y presencia de IL-2, sin modificacién en la expresion

por el tiempo de cultivo (Figura 5).
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" B-actina

234 =>

—INBL
(+)234 =>
234 =>
—CALO

i | 48 72
Tiempo de Cultivo (horas)

Figura 5. Productos de amplificacion para B-actina en las lineas células CALO e INBL. Se
observa un producto de amplificacion de 234 pares de bases (pb) que corresponde a B-actina. M
marcador de peso molecular.

Una vez confirmado que las condiciones del protocolo diseiado para la amplificaciéon para
PCR, garantiza la amplificacion de cualquier tipo de primer. Se procedié a realizar la
amplificacién para COX Il
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EXPRESION DE COX I

Se sabe que COX Il es un transportador de electrones hidrosoluble que se encuentra en
el espacio intermembranal de la mitocondria, implicado en el transporte de electrones

para la produccion de ATP.

Con la finalidad de evaluar el efecto de IL-2 sobre la regulacion de la transcripcion de este
gen, se realizaron cultivos de las lineas celulares CALO e INBL a 2, 48 y 72 horas en

ausencia y presencia de 100 Ul/ml de IL-2.

Los resultados obtenidos, para la linea INBL, utilizando los primers especificos para COX
[ll, muestran un producto de amplificacion de 185 pb, tamafio esperado para este gen.
Sin embargo, se observa una disminucion en el producto de amplificaciéon para las
células cultivadas en presencia de IL-2. Cabe mencionar que los productos de
amplificacién obtenidos para las células cultivadas en ausencia o presencia de de IL-2
no modifican la expresién del mensajero con respecto al tiempo en cada uno de los casos
(Figura 6).

COX Ill en la linea
celular INBL

185

1l

(+) 185

Tiempo de Cultivo (horas)

Figura 6. Producto de amplificacion para COX Illl en la linea celular INBL
cultivada en ausencia y presencia de IL-2. Se observa un producto de amplificacion
de 185 pares de bases (pb) que corresponde a COX lll. M marcador de peso
molecular.
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Para la linea CALO los resultados obtenidos muestran un amplificado para COX 11l de 185
pb en células cultivadas en ausencia y presencia de 100 Ul/ml de IL-2, a 2, 48 y 72 horas.
Los datos muestran un producto de amplificacion sin variaciones atribuibles a la presencia

de IL-2 ¢ al tiempo de cultivo (Figura 7).

COX lll en la linea

celular CALO
IL-2 e -

185

(+) 185

M 2 48 72
Tiempo de Cultivo (horas)

Figura 7. Producto de amplificacién para COX Ill en la linea celular CALO
cultivada en ausencia y presencia de IL-2. Se observa un producto de
amplificacion de 185 pares de bases (pb) que corresponde a COX Ill. M marcador
de peso molecular.

Miguel Angel Barrios Maya Pagina 43



RECTS
%

UNAM FES ZARAGOZA 5’% !

COMPARACION DE LA EXPRESION DE COX Il EN LAS LINEAS CELULARES CALO
E INBL.

Para determinar si el estadio del tumor de las lineas celulares de CaCU CALO e INBL
influyen en la regulacion de la expresion del mensajero para COX lll; se realizé una
comparacion de los productos de amplificacion para este gen, entre la linea celular

CALOQ, derivada de un carcinoma estadio IIB, e INBL derivada de un carcinoma |VB.

Para esta comparaciéon se consideraron los datos obtenidos de las muestras de cultivos
en ausencia y presencia de 100 Ul/ml de IL-2. Se debe mencionar que ambas lineas
celulares de CaCU tienen como caracteristica principal ser positivas al genoma del VPH

18, que es considerado el principal factor etioldgico de esta neoplasia.

Para el caso de células cultivadas en ausencia de IL-2 los datos muestran una mayor
expresion de COX IIl en todos los tiempos de cultivo para la linea celular INBL en
comparacion con los productos obtenidos para la linea celular CALO (Figura 8).

EXPRESION DE COX Il

M 2 48 72 M 2 43 72
Tiempo de Cultivo (horas)

Figura 8. Comparacion de los productos de amplificacion para COX Ill en las lineas CALO e
INBL cultivadas en ausencia de IL-2. Se observa un producto de amplificacion de 185 pares de bases

(pb) que corresponde a COX Il que es mayor en la linea INBL. M marcador de peso molecular.

Miguel Angel Barrios Maya Pagina 44



wevés g,
A %,

Uppagen

(
UNAM FES ZARAGOZA ’

En el caso de células cultivadas en presencia de IL-2 se observa que la expresiéon de

COX Il es mayor en la linea celular CALO con respecto a INBL. Fendbmeno que se

observa para todos los tiempos de cultivo (Figura 9).

EXPRESION DE COX Ili

INBL CALO

Tiempo de Cultivo (horas)

Figura 9. Comparacion de los productos de amplificacion para COX lll en las lineas CALO e
INBL cultivadas en presencia de IL-2. Se observa un producto de amplificacién de 185 pares de bases
bases (pb) que corresponde a COX Ill que es mayor en la linea CALO. M marcador de peso molecular.
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La apoptosis es un mecanismo regulador esencial que interviene en la homeostasis tisular
y en el desarrollo normal, eliminando las células innecesarias. El papel de la mitocondria
en la apoptosis es la liberacién de citocromo ¢ que es uno de los factores criticos de la
activacion de la caspasa 3. El citocromo c es liberado de la membrana interna de la
mitocondria hasta el citosol, donde se une a una proteina llamada Apaf-1 la cual se activa
y se asocia con la pro-caspasa 9. Este evento dispara la activacion de caspasa 9 y forma
el llamado apoptosoma, entonces se inicia la cascada apoptotica con el procesamiento de

caspasa 3.

La liberacion de activadores de caspasas asi como, otras sefales convergen en la
mitocondria para inhibir o disparar el proceso de muerte celular programada. Estos
cambios afectan el transporte de electrones, pérdida de potenciales transmembranal
mitocondria, alteraciones en actividades de o6xido reduccion y la activacion de genes

proapoptoticos.

En dichos cambios participan los complejos enzimaticos denominados COX I, II, lll y IV;
ubicados en la membrana interna de la mitocondria, cuya funcion principal es el
transporte de electrones. Cada complejo acepta o dona electrones a moléculas

acarreadoras relativamente movibles, como la coenzima Q vy el citocromo c.

Por su parte los llamados complejos enzimaticos de la cadena respiratoria, excepto el
conocido como COX Il, se conforman por proteinas codificadas tanto por ADN nuclear
como mitocondrial. EI nimero de los componentes mitocondriales y nucleares por cada
genoma varia dependiendo del complejo de que se trate (Lapuente Brun 2012). En el
caso del complejo COX Ill el genoma mitocondrial sintetiza citocromo b, mientras que
el nuclear codifica a la proteina citocromo c1, ademas contiene el centro hierro-azufre,
llama proteina de Rieske, el mecanismo de accion del complejo Il se conoce con el

nombre de “ciclo Q”.

Existen dos centros distintos de reaccion de ubiquinonas en el complejo Ill, uno en el
exterior (Qext) y otro en el interior (Qint). En un primer paso en el centro Qext el primer
electron es transferido desde el ubiquinol (QH2) al centro hierro-azufre de COX Il para
formar una ubisemiquinona inestable. El electrén es mas adelante transferido desde el

citocromo c1 al citocromo c. Después, otro electron es transferido desde el grupo hemo
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b566 al grupo hemo b562 y de aqui a la ubiquinona en el centro Qint, para formar una

ubisemiquinona estable, la cual permanece unida en Qint.

En un segundo ciclo, donde la QH2 esta unida en Qext, la ubisemiquinona es reducida a
QH2 por un segundo electrén y por la asociacion de dos protones provenientes de la
matriz mitocondrial. El resultado neto es que un ubiquinol (QH2) es oxidado a ubiquinona
(Q), dos moléculas de citocromo ¢ son reducidas que al pasar al complejo IV es oxidado

nuevamente liberando protones que activan la sintesis del ATP por el complejo V.

El estado reducido u oxidado de citocromo c, no soélo tiene implicaciones en la regulacion
de la cadena respiratoria, recientemente se ha reportado que la forma oxidada de

citocromo ¢, activa la apoptosis (Brown y Vilmante 2008).

Con el propésito de dilucidar el mecanismo molecular que inducen apoptosis en células
tumorales y esclarecer la participacién de la cadena respiratoria en este proceso de
muerte. Actualmente se utilizan diferentes agentes antitumorales, como las citocinas
para promover la eliminacion de las células neoplasicas, asi como la activacion del

sistema inmunoldgico.

Existen reportes en cancer murino donde se menciona que la terapia de altas dosis de IL-
2 con cloroquina reduce significativamente la sintesis de ATP, requerida en la division
celular (Liang et al 2012). Lo que sugiere, una regulacion de los complejos enzimaticos
de la cadena respiratoria por IL-2. Sin embargo, no se cuenta con reportes que indiquen
que Interleucinas, como la 2, regulen la expresion de estos complejos en células

tumorales humanas.

Por otro lado, se sabe que IL-2 juega un papel importante en la respuesta inmunoldgica
mediada por los linfocitos T, en particular los linfocitos T citotoxicos (CD8+), los cuales
participan en la respuesta antitumoral, por lo cual esta citocina ha cobrado gran interés

como alternativa terapéutica para combatir distintos tipos de cancer.

En proyectos previos, el Laboratorio de Oncologia Celular, evalu6 el papel de IL-2 sobre
la proliferacion de lineas celulares de cancer cervicouterino (CaCU) CALO e INBL,

demostrando que estas células responden de manera diferencial a distintas
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concentraciones de IL-2 exdgena, donde 100 Ul/ml inhiben su proliferacion. Estos datos
indican que el efecto de esta citocina, sobre la proliferacion de las células de CaCU esta

en funcion de su concentracion y del tiempo que esta permanece en cultivo.

Cabe mencionar, que las lineas celulares CALO e INBL son derivadas de células del
carcinoma de cérvix, estadio Il B y IV B respectivamente, la primera de ellas considerada
un estadio temprano del desarrollo neoplasico mientras que la segunda corresponde a un
estadio avanzado metastasico, lo cual podria influir en la respuesta de estas células a la

presencia de IL-2.

Nuestro equipo de investigacion ha trabajado en los ultimos afios para dilucidar el papel
de IL-2 en la regulacion de la expresion de diversos genes que codifican para la
transcripcion de proteinas que participan en el proceso de apoptosis en células de CaCU.
Tal es el caso de la cadena de transporte de electrones, en donde participan los

complejos enzimaticos COX I, COX Il, COX lll, COX IV asi como citocromo c.

Al respecto Amaro, 2011 reporta que la expresion de COX | no se ve afectada por la
presencia de IL-2 en la linea de CaCU INBL. Del Rio Ortiz 2013, menciona que la
expresion de citocromo c, es regula por la presencia de 100 Ul/ml de [I-2, mientras que |
complejo IV (subunidad 1) es inhibido cuando las células de las lineas CALO e INBL son

cultivadas en presencia de esta citocina.

Sin embargo, se desconoce si la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria evita la
sintesis del mensajero de COX Ill. Por esta razon, el presente trabajo tuvo como
objetivo dilucidar el papel de IL-2 en la regulacion de este complejo en células de

carcinoma de cérvix de las lineas CALO e INBL.

El hecho de haber observado una disminucion de la expresion del mensajero para uno
de los componentes de COX lll, en células cultivadas en presencia de IL-2. Indica que
IL-2 regula negativamente la transcripcion nuclear en particular de los componentes de

este complejo enzimatico.

Para apoyar nuestra hipotesis de bloqueo de la sintesis de COX Ill por induccién de
apoptosis por IL-2, debemos recordar que la biogénesis de la mitocondria requiere la
expresion de aproximadamente 1000 genes que estan codificados en el genoma nuclear y

el genoma mitocondrial. La gran mayoria de estos genes estan codificados en el genoma
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nuclear y la regulacion de su expresion parece estar controlada mayoritariamente por
mecanismos transcripcionales. EI ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular de
doble banda y codifica para 13 subunidades de la cadena respiratoria, 2 ARNr (12S vy

16S) y 22 ARNt que son esenciales para la sintesis de proteinas en la mitocondria.

Dada la complejidad de los programas celulares que controlan la biogénesis vy
funcionalidad de la mitocondria, y la localizacion dual de sus constituyentes en dos
genomas diferentes, no es de extrafiar que existan un gran nimero de enfermedades
humanas que estan asociadas con defectos en las funciones bioenergética y/o apoptoética

de la mitocondria.

La patologia mitocondrial es muy extensa y engloba enfermedades con fenotipo muy
diverso, como pueden ser, enfermedades neurodegenerativas enfermedades metabdlicas

como la diabetes o sindrome metabdlico, el envejecimiento y el cancer.

Para aclarar la participacion de los componentes nucleares de COX lll en la muerte de
células de las lineas de carcinoma de cérvix CALO e INBL, en el presente trabajo
utilizamos los primers para citocromo c¢; del ADN nuclear. La disminucion de la
expresion del mensajero para COX lll, a través de citocromo ¢4, en células INBL
cultivadas en presencia de IL-2, nos indica que esta citocina actua directamente sobre el
ADN nuclear, y es capaz de regular la expresion de diversos genes implicados tanto en la

cadena de transporte de electrones como en el proceso de muerte por apoptosis.

Como se ha mencionado, la funcién principal de citocromo c4 es la transferencia de
electrones desde citocromo b hasta el citocromo c. (se reduce). Al respeto, Suto et al.
2005 encontraron que la adicién de citocromo ¢ oxidado a un extracto citosolico da como
resultado el procesamiento y la activacion tanto de caspasa 9 como de caspasa 3,
mientras que la adicién de citocromo ¢ reducido no tuvo efecto sobre la activacion de

caspasas.

Por lo que la reduccidon en la sintesis de citocromo c1 del COX Ill, en células INBL,
cultivadas en presencia de IL-2, implica una menor cantidad de citocromo ¢ reducido , sin
embargo, se sabe que este citocromo c reducido en el citosol tiene una menor afinidad
por el factor activador de la apoptosis (APAF 1). Por lo antes mencionado creemos que en

nuestro modelo de células de CaCU en presencia de IL-2 se tiene una menor activacion
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de caspasa 9 y caspasa 3 que se sabe son importantes para desencadenar la cascada de
eventos morfolégicos y bioquimicos de la muerte por apoptosis. Por o que proponemos
que la disminucion en la sintesis de citocromo ¢4, no altera el transporte de electrones
hacia citocromo c, solo disminuye su forma reducida en el citosol esta hipotesis se apoya
en los experimento de Suto et al., 2005 y Pan et al., 1999 quienes demuestran que el
citocromo ¢ oxidado induce la activacion de caspasas en citosol, mientras que citocromo ¢
reducido tiene poca capacidad para activar a las caspasasPor otro lado, Zhu et al. 2012,
demostraron que en el proceso de apoptosis, al ocurrir la permeabilizacion de la
membrana externa de la mitocondria, caspasa 3 activa es capaz de penetrar al espacio
intermembrana de la mitocondria y cortar a citocromo c¢; dando como consecuencia la
interrupcion de la interaccion del complejo COX Il con COX IV. Provocando una
amplificacién adicional de la liberacion citocromo c¢ oxidado, contribuyendo al proceso

apoptaotico.

Por tanto, los datos proporcionados en este trabajo sobre la disminucion de la expresion
del mensajero para COX lll en la linea INBL, apoya la hipétesis de, Del Rio Ortiz, quien
propone que IL-2 induce la muerte por apoptosis en esta linea celular. Dicha
disminucion de la expresion de COX lll también, se puede interpretar como un ahorro
energético de las células tumorales que se encuentran en via apoptética inducida por IL-2.
Es decir que una célula en apoptosis deja de sintetizar transportadores de electrones

como el COX lll, como se demuestra en este trabajo.

La disminucion de la expresion del mensajero para COX Il por IL-2 en células de CaCU
se puede atribuir al estadio del tumor del cual provienen las células utilizadas. Ya que
observamos un mayor efecto en la disminucion de la expresiéon de COX Ill en las células
de la linea celular INBL, estadio |V, a diferencia de las células de la linea CALO, estadio
IIB, por lo que proponemos que hay una mayor susceptibilidad a morir por apoptosis

inducida por IL-2 en células en estadio avanzado.

Ademas, las células de la linea celular CALO derivada de un carcinoma estadio IIB, es un
cancer que se diseminé mas alla del cuello uterino hasta los tejidos que rodean el utero
pero aun asi no han ocurrido tantas mutaciones que la hagan mas susceptible a la
disminucion de la expresion de COX lll, no obstante, las células de esta linea también

mueren por apoptosis, sélo que requieren mas tiempo.
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Finalmente, mencionaremos que una menor actividad en la cadena de transporte de
electrones y la disminucion de velocidad de sintesis de ATP parece estar relacionada
con el control del cancer. La afirmacion anterior se realiza tomando en cuenta los
resultados de este trabajo que relaciona la menor actividad del mensajero para COX lll,

con la muerte de células tumorales.

Los datos presentados en este estudio son de gran importancia ya que nos permiten
dilucidar la via de inducciéon de apoptosis por IL-2 en células de carcinoma de cérvix.
Demostrando que IL-2 puede llevar a cabo la regulacidon de diversos genes de la cadena
mitocondrial en particular para citocromo ¢4 del COX lll, que colocan a IL-2 como un

posible agente terapéutico para carcinoma de cérvix.
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CONCLUSIONES:

e IL-2 no modificd la expresion del ARNm de COX Ill en la linea celular

CALO de cancer cérvicouterino

e |L-2 modifico la expresion del ARNm de COX Ill en la linea celular INBL de

cancer cérvicouterino mostrando una baja en la expresion

e La transcripcion de ARNm para COX lll en células de cancer cervicouterino

CALO e INBL estan siendo codificadas constantemente.

e |IL-2 esun posible agente terapéutico para carcinoma de ceérvix.
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PERSPECTIVAS:

Para complementar los resultados obtenidos en este trabajo, seria conveniente realizar

los siguientes experimentos:

e Determinar si IL-2 regula la expresion de otras subunidades del complejo

COX Il en las lineas celulares de cancer cérvicouterino CALO e INBL

e Confirmar si IL-2 esta induciendo la traduccion proteica de citocromo ¢4 del
complejo COX Il en la linea celular INBL.

e Determinar el estado de oxido reduccion de citocromo ¢
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ANEXO |

MEDIO Y SOLUCIONES DE CULTIVO
Medio de Cultivo

RPMI-1640/10% SFB

Solucion fisiolégica de verseno

Solucion de Fosfatos (PBS)

ANEXO Il

REACTIVOS PARA RT/PCR

Reactivos para Extraccion ARN Total

Trizol (Invitrégen)
Cloroformo
Isopropanol
Etanol 70%

H20O inyectable

H20O libre de RNAsas

Reactivos para Retrotranscripcién (RT)

Amortiguador 5X (Promega)
Enzima MMLV-RT (Promega)
dNTP’S 10mM (Invitrogen)
Oligo dT (Promega)

H20O libre de RNAsas (Fermentas)

Reactivos para (PCR)

Amortiguador 5X  Green  GoTaq
(Promega)

DNTP’S 10 mM (Invitrogen)

Enzima GoTaq DNA Polimerasa 5u/ L
(Promega)

Primers: (-actina (1:10), COX IIl (1:5)
(iDT)

H20O libre de RNAsas (Fermentas)

Reactivos y soluciones para

electroforesis

Agarosa (Invitrogen)
TBE 10X, 1X, 0.5 X
Gel de agarosa al 1.5%

Marcador de peso molecular GeneRuler
Low Range

Buffer de carga Blue/Orange 6X
(promega)

Bromuro de etidio (MERCURY)
ANEXO il

PREPARACION DE REACTIVOS Y
SOLUCIONES

Desactivacion del Suero Fetal Bovino

(SEB)

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

Esta solucién se emplea para despegar
las células tumorales adherentes vy
funciona como agente quelante que
secuestra iones de calcio y magnesio de
las uniones celulares.

En 800 mL de agua bidestilada, se
disuelven las siguientes sustancias.

. Tris base 3.04 gramos (sigma
chemical Co.U.S.A)

. Cloruro de sodio 800 gramos
(sigma chemical Co.U.S.A)

. Cloruro de potasio 0.40 gramos
(sigma chemical Co.U.S.A)

. Etilen-diamino-tetra-acetico
(EDTA) 0.20 gramos (sigma chemical
Co.U.S.A)

Nota: El pH se ajusta a 7.7 con acido
clorhidrico 10 Normal, se lleva el
volumen a 1 L y en seguida se esteriliza
en autoclave a 20 libras de presion
durante 20 minutos.

Solucion  Amortiguadora de  Fosfatos
PBS

Se utiliza para mantener a las células en
condiciones fisiolégicas estables durante
periodos cortos. La capacidad
amortiguadora es proporcionada por las
sales de fosfato.

En 800 mL de agua bidestilada, se
disuelven las siguientes sustancias:

. Cloruro de sodio 8.0 gramos
(sigma chemical Co.U.S.A)

. Fosfato de sodio monobasico
2.88 gramos (sigma chemical Co.U.S.A)

. Fosfato de potasio 0.4 gramos
(sigma chemical Co.U.S.A)

. Cloruro de potasio 0.20 gramos
(sigma chemical Co.U.S.A)

El pH se ajusta a 7.2 con acido
clorhidrico 10 Normal, se lleva el
volumen a 1 L y en seguida se esteriliza
en autoclave a 20 libras de presion
durante 20 minutos.

DNTPS 10 mM (MIX)

Todos los nucledtido se encuentran a
una concentracion de 100 mM, de los
cuales se toman las siguientes
cantidades:

. 100pl de A
. 100 ul de G
. 100 pulde T
. 100 ulde C

Estos se diluyen en 600 ul de agua libre
de Rnasas para obtener 1 mL a una
concentracion de 10 mM.

TBE 10X

. 108 gramos de Tris base (sigma
chemical Co.U.S.A)

. 55 gramos de Acido bdrico (sigma
chemical Co.U.S.A)

. 40 mL de EDTA 0.5 M (sigma
chemical Co.U.S.A)
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Nota: lleve a 1000 mL con agua
destilada, si hay precipitaciones debe
descartarlas. Guardar a temperatura
ambiente.

TBE 1X

Tomar 50 mL de TBE 10X y diluirlo en
450 mL de agua destilada.

TBE 0.5X

Tomar 250 mL de TBE 1X y diluirlo en
250 mL de agua destilada.

EDTAO05M

GeneRuler™ Low Range DNA Ladder

0’GeneRuler™ Low Range DNA Ladder,
ready-to-use

by no0.5 p %
— TO0 200 60
— GO0 325 65
400 w0 TH
0 90.0 180
200 %W™0TO
— 150 2/0 FO
— 100  90.0 18.0
— 75 Fya Th

— 50 40,0 &0

— 25 a0 150

a5 TopVishor®™ LE G0 Agamse (£R0401)

0.5 pafane, 8 cm length ge,
1XTBE, & Vifem, 1 h

10% pobacrdamicde

0.5 pgflane, 2 Gem kength gel,
1A TBE, BVfzm, 3 h

-186.1 gramos de EDTA
-1000 mL de agua destilada

Nota: disolver el EDTA en los 1000mL de
agua destilada y llevar a PH 8.

Gel de agarosa 1.5%

-1.5 gramos de agarosa en 100 mL de
TBE 1X

Marcador de Peso Molecular

El marcadores de pesos moleculares 6
escalera utilizado en la electroforesis fue
de 25 a 700 pb (Fermentas).
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