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Resumen de la tesis que presenta Rosalinda Mejia Rodriguez, como requisito parcial
para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacion en
Biotecnologia Marina.

Evaluacion de la posible intervencion de Cadherinas en la muerte de células de

cancer de mama en presencia de proteinas Cry de Bacillus Thuringiensis

Resumen elaborado por:

Rosalinda Mejia Rodriguez

Las proteinas Cry de Bacillus Thuringiensis, tienen la capacidad de actuar como
oncotoxina matando células tumorales in vivo e in vitro.

Esta capacidad se le atribuye a la posible interaccion con proteinas de adhesion
cadherinas y se ha descrito que el mecanismo de la proteina Cry desencadena el
blogueo de una cascada de sefalizacion que activa genes involucrados en la
proliferacion celular, logrando tanto la inhibicién de proliferacion y migracién celular
como la muerte celular programada.

En este trabajo se disefiaron tres RNA de interferencia para cadherina 11 y se
comprobo que dicha cadherina esta involucrada en la muerte de células de cancer de
mama MDA-MB-231 cuando interviene la proteina Cry de Bacillus thuringiensis.

Adicionalmente por medio de inmunofluorescencia indirecta se evaluaron cadherinas E
y 11 en células MDA-MB-231 y HaCat, se observé que existe un equilibrio entre ambas
cadherinas que permite la transicibn en células cancerigenas de epiteliales a
mesénquimales.

Con los resultados obtenidos en éste trabajo, Cadherina 11 y proteina Cry, prometen
ser buenos candidatos para futuras terapias alternativas contra el cancer.

Palabras clave: Cadherina 11, RNAI, proteina Cry, Bacillus Thuringiensis, cancer
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Abstract of the thesis presented by Rosalinda Mejia Rodriguez, as a partial
requirement to obtain the Master in Science degree in Life Science with orientation in
Marine Biotechnology.
Evaluation of the possible intervention of cadherins in the death of breast cancer

cells in presence of Bacillus Thuringiensis Cry proteins

Abstract by:

Rosalinda Mejia Rodriguez

Bacillus Thuringiensis Cry proteins have the capacity to act as oncotoxin, killing tumor
cells in vivo and in vitro. This capacity is attributing to the possible interaction with
cadherins due has been described that Cry proteins block a signaling pathway, that
activates genes involved in cell proliferation, cell migration, and apoptosis.

Additionally, three interference RNA for cadherin 11 tested, established that cadherin 11
is involved in MDA-MB-231 breast cancer cells death in presence of Bacillus
Thuringiensis Cry proteins.

Additionally using immunofluorescence we evaluated cadherin E and cadherin 11 in
MDA-MB-231 and HaCat cells. Results obtained shown a balance between both
cadherins, which permit the transition of epithelial to mesenchymal cancer cells. The
results suggest cadherin 11 and Cry protein, promise to be good candidates for future
alternative cancer therapies.

Keywords: Cadherin 11, RNAI, Cry protein, Bacillus Thuringiensis, cancer
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1. Introduccion

En un organismo sano existe un balance entre la muerte celular y la renovacion tisular,
la alteracion de éste equilibrio por la pérdida de control en el ciclo celular, puede causar
cancer, que junto con las enfermedades infecciosas, las cardiopatias y la diabetes son

las principales causas de muerte entre los seres humanos.

El cancer constituye un grupo de enfermedades que han afectado a los seres humanos
desde tiempos ancestrales. Existen registros de cancer de hueso en momias egipcias
del afio 1600 a.c., y el caso mas antiguo de cancer de mama data del afio 1500 a.c.
(Akulapalli, 2009) reportado en manuscritos; incluso, se tiene registro del tratamiento

proporcionado para mejorar la calidad de vida.

Esta enfermedad es un proceso que se desarrolla a partir de mutaciones en células
somaticas y alteraciones genéticas acumuladas con el paso del tiempo (Sandal, T.
2002; Willingham et al., 2004). Se caracteriza por un crecimiento anormal de células,
que adquieren la capacidad de inducir angiogénesis y metastasis. Dicho crecimiento se
debe a la activacibn de oncogenes que favorecen la proliferacién celular o a la
inactivaciéon de genes supresores que se encargan de frenar el ciclo celular, logrando
afectar tanto la sobrevivencia celular como la regulacion de apoptosis (Burgués et al.,
2005; Escandon et al., 1992; Sandal, T. 2002; Sherr, C. J. 1996). A su vez generan una
reprogramacion del metabolismo y evasion del sistema inmune (Hanahan y Weinberg,
2011).

Existen diversos factores que pueden inducir el desarrollo de cancer, por lo que es
posible que todas las lineas celulares del organismo puedan sufrir, en algdn momento
de la vida, la transformacién neoplasica (Organizacion mundial de la salud, 2014; Rojas,
1996).

Tan soOlo entre el 2008 y el 2012, el cancer causO alrededor de 7 millones de
defunciones en el mundo por afio (Organizacién mundial de la salud, 2014). Los tipos
de cancer que causan mas muertes cada afio son el de pulmén, estbmago, higado,

colon y mama. A nivel mundial, los cinco tipos de cancer mas comunes en la mujer son,
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por orden de frecuencia, los de mama, pulmon, estdmago, colon/recto y cuello del
Utero. Y de éstos, el cancer de mama es el tumor maligno de mayor mortalidad en el
mundo (Brandan y Villasefior, 2006; Jemal et al., 2011; Sergio y Marino, 2006; Kanaul y
Nigenda, 2009; Romero y Santillan, 2008).

Se prevé que para el afio 2030 las muertes por cancer sigan aumentando en todo el

mundo y alcancen la cifra de 13.1 millones (Organizacion mundial de la salud, 2014).

Entre las afecciones que sufren las células cancerosas, se encuentra la alteracion de la
adhesion celular que se logra a través de diversas proteina entre ellas las cadherinas,
las cuales en células sanas tienen una participacion importante en la regulacién de
varios procesos celulares, necesarios para el desarrollo del organismo como la
morfogénesis, la estabilizacion, diferenciacion y el establecimiento de la polaridad de
los tejidos. La cadherina E por ejemplo, es la mas abundante en el organismo, ya que
se encuentra en todos los epitelios, la pérdida o disminucidn de su expresion o funciéon
en carcinomas epiteliales, ha sido considerada como la razén principal para la ruptura
del contacto estrecho célula-célula del tejido epitelial, conduciendo a la progresion de
tumores a un estado invasivo. Se sabe que la cadherina N promueve la motilidad e
invasion celular con el decremento de expresion de cadherina E. Por otro lado, la
cadherina 11 esta relacionada con la agresividad del cancer de mama, préstata y de
otros carcinomas, se sabe que su expresion en células tumorales regula la interacciéon
con fibroblastos u osteoblastos, ademas de facilitar la invasion a través del estroma y el

hueso (Nieman et al., 1999).

Previamente por medio de anticuerpos especificos contra cadherina E y cadherina 11
se determiné que en la linea celular Hacat, que son células inmortalizadas de
gueratinocitos, el receptor mayoritario es el de cadherina E (Nufiez 2013). Y se confirmé
gue en células cancerosas MDA-MB-231 se encuentra el receptor para cadherina 11
(Nieman et al., 1999; Nufiez 2013; Pishvaian et al., 1999).

Aunado a éstas aportaciones cientificas, en 2011 se reportd0 que proteinas Cry de
Bacillus Thuringiensis tienen actividad citocida sobre células de cancer cervicouterino in

vitro e in vivo (Mendoza, 2011).
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Posteriormente se mostrd, que dichas toxinas también tienen actividad citécida en
células MDA-MB-231 de cancer de mama (Nufiez, 2013). Como es sabido, las toxinas
Cry tienen la capacidad de interactuar con diferentes receptores de membrana y se
cree que el receptor de membrana mas abundante en dicha linea celular puede ser el
de cadherina 11. Por lo tanto, la posible interaccidon entre la oncotoxina y cadherina 11
podria explicar el bloqueo de la via de sefializacion PI3K/Akt en células de cancer de
mama MDA-MB-231, asi como la regulacion positiva de apoptosis y la formacién de un

poro en membrana que conlleva a lisis celular (Nufiez, 2013).

Dichos resultados indican que posiblemente el receptor de membrana cadherina 11,
pudiera ser blanco potencial para ser utilizado como intervencién terapéutica contra el
cancer sin dafar células sanas, como se mostré con los queratinocitos humanos,
aungque no se descarta la participacion de otros receptores en la regulacion de este
proceso. Por lo que en este trabajo se propone determinar la posible participacion de
cadherina 11 en presencia de las toxinas Cry por medio de la construccion de RNAI, de
esta forma, si se logra comprobar que la interaccion entre dichas proteinas permiten la
regulacion de la muerte celular, se podrian disefiar tratamientos para evitar la

proliferacion, invasion y migracion celular.



2. Antecedentes

2.1 Céancer

2.1.1 Importancia del Ciclo celular en cancer

El ciclo celular regula la division celular y es fundamental tanto para generar nuevas
células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafiadas en un
organo adulto (Meza-Junco et al.,, 2006). Su estudio ha permitido conocer cémo la
integridad de la replicacion del genoma es mantenida por las funciones coordinadas de
los puntos de restriccion y de los sistemas de reparacién del DNA (Peralta-Zaragoza et
al., 1997). Se conocen nueve tipos de proteinas que se encargan de controlar la

entrada y progresion de las células a lo largo de las fases del ciclo celular:

1.-Protein-kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que fosforilan elementos claves en
la progresion del ciclo.

2.-Ciclinas que se unen a las CDKs y controlan su capacidad de fosforilacion.
3.-Inhibidores de CDK (CDKIs) como p21y p27.

4.- y 5.-Complejo de proteina del retinoblastoma (pRb) y Factor de transcripcion E2F,
que inducen el paso de fase G1 a fase S al activar la maquinaria de sintesis del DNA.
6.-Factor de maduracion-promocion (MPF), que fosforila proteinas implicadas en la
ruptura de la membrana nuclear y la degradacion de ciclinas.

7.-Complejo promotor de anafase (APC), el cual favorece la progresion de la fase M.
8.-Ubiquitinas y proteosomas, responsables de la degradacion de ciclinas y CKis.
9.-Proteina p53 encargada de activar a la p21, que es una CDKI que inhibe la
fosforilacién de la pRb, impidiendo la liberacién de E2F para detener el ciclo de la fase
G1 e inducir apoptosis, también puede detener el ciclo en G2 con la activacion de otras
proteinas, de igual forma activa genes reparadores de DNA protegiendo de mutaciones
y confiriendo estabilidad genética. Y otras proteinas como factores de crecimiento,
proteinas promitéticas de la familia linfoma de células B-2 (Bcl-2) y proteinas

proapoptoticas de la familia Bcl-2 (Burgués et al., 2005).
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Las células tumorales tienen mutada alguna de las proteinas reguladoras del ciclo
celular lo que no permite la reparacion del dafio al DNA o la induccién de apoptosis, por
lo que el ciclo celular se repite indefinidamente a pesar de los errores en el genoma.
Dichas mutaciones afectan genes que codifican componentes de los mecanismos del
control del ciclo celular (Tabla 1).

Tabla 1. Genes involucrados en el ciclo celular y en el desarrollo de cancer Tomado de Peralta-
Zaragoza et al., (1997, p. 454).

CATEGORIAS DE GENES CELULARES INVOLUCRADOS EN EL CICLO CELULAR Y EN EL DESARROLLO DE CANCER

Categoria Gen* Funcién Alteracién
| ¢-ras, ¢-myc, ¢-abl, ¢-Sre, cfos, cun, c-ets Factores de transcripcion y transduccion Aumento de su funcién
] p53, Rb, APCI, MPCI, p16, p21, p27, Wi Puntos de control del ciclo celular, Crecimiento  Degradacién o pérdida de la funcién
y proliferacion
1] A) bel-2, bax Inhiben apoptosis Expresién ganancia de la funcion
B) p53, c¢-myc, factores solubles como TNF y FAS  Inducen apoptosis Degradacion o pérdida de la funcién

* Incluye a proto-oncogenes, oncogenes y genes supresores

2.1.2 Mantenimiento de sefiales proliferativas

La comunicacion intercelular por medio de vias de sefializacién es importante para el
desarrollo embrionario, diferenciacion de los tejidos y respuesta sistémica a heridas e
infecciones. En gran parte dichas vias son reguladas por factores de crecimiento que
pueden influir en la proliferacion celular, por vias positivas o negativas e inducir una
serie de respuestas en células blanco. La interaccion de un factor de crecimiento con su
receptor por una unién especifica, activa una cascada de fosforilacion que regula la
progresion del ciclo y el crecimiento celular. A menudo estas sefiales son capaces de
influenciar a diversos niveles aspectos importantes en el contexto celular, como la
sobrevivencia y el metabolismo energético (Hanahan y Weinberg, 2011; Meza-Junco et
al., 2006).

Las células cancerigenas adquieren la capacidad de mantener la sefalizacion de
proliferacion mediante proliferacién autécrina, estimulacion paracrina, sobre expresion
de receptores de membrana, alteraciones estructurales en receptores, activacion
constitutiva de sefalizacion positiva y desregulacion de los circuitos de regulacion
negativa (Higareda, A., 2012).
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Los procesos de regulacion por retroalimentacion positiva y negativa también
contribuyen a la progresion del ciclo celular. Los controles negativos de dicha
progresion estan presentes durante el desarrollo, diferenciacion, senescencia y muerte
celular y pueden tener una funcién importante en la prevencion del desarrollo de
cancer. Los genes que codifican para proteinas que participan en dicha regulacion, son
llamados genes supresores de tumores, los cuales constituyen los puntos de control del
ciclo celular, regulando los procesos de replicacion, activacién transcripcional,

progresion del ciclo y apoptosis (Peralta-Zaragoza et al., 1997).
2.1.3 Evasion de supresores de crecimiento

Existe una gran variedad de genes supresores de tumores, entre los cuales podemos
encontrar los que codifican factores de transcripcion (P53, WT1), reguladores del ciclo
celular (Rb, pl16), componentes que regulan las vias de sefializacion (NF1), fosfatasa
de fosfoinositida (PTEN) y proteinas que regulan la elongacion de la polimerasa Il de
RNA (VHL). Entre todos ellos, los mas comunes son los que codifican las proteinas de
p53 y Rb, que son encargados de controlar la proliferacion, senescencia y apoptosis en
la célula (Karp, G. 2006).

La pérdida de la funcion de p53 esta asociada con la inmortalizacién y/o transformacién
in vitro y al desarrollo de neoplasias in vivo. Se sabe que alta concentracién de dicha
proteina incrementa los niveles de los complejos CDK-ciclina, que a su vez modulan la
expresion celular, especificamente en la interrupcién del paso de la fase G1 a la fase S,
y esto permite la reparacién del DNA dafiado antes de que continue el ciclo. Las células
con p53 mutado no interrumpen el ciclo celular aun después de que el DNA ha sufrido
dafio (Peralta-Zaragoza et al., 1997). De igual forma, pierden la funciéon para la
supresion del crecimiento celular; promueven el crecimiento tumoral y favorecen la

inmortalizacion celular (Meza-Junco et al., 2006).

Las proteinas Rb se encargan de regular la activacion de transcripcion de varios genes,
los cuales a su vez regulan enzimas que sintetizan nucleotidos y polimerizan el DNA.
Su actividad esta principalmente asociada a inhibiciéon de la proliferacion celular por
contacto célula-célula, por falta de estimulos anti proliferativos como TGF-B1 o TNF-a

(Peralta-Zaragoza et al., 1997).



7
Los oncogenes son protooncogenes alterados que codifican proteinas que promueven
la pérdida del control de crecimiento y la conversion de una célula a un estado maligno
(Karp, G. 2006). Dicha transformacion resulta de la activacion o mutacion de genes
reguladores clave que codifican productos con diferentes efectos en el crecimiento y

diferenciacion celular (Meza-Junco et al., 2006).

Algunos oncogenes que mutan con frecuencia en los tumores humanos son: RAS, el
cual codifica una proteina de unién con GTP que regula una via de proliferacion celular.
RAF que codifica cinasas de proteinas citoplasmicas y encabeza la cascada de la
MAP cinasa, que es la principal via de sefializacién para controlar el crecimiento celular.
MYC que codifica factores de transcripcion nuclear y se encarga de controlar la
progresion en la fase G1 del ciclo celular. Y el oncogen BCL2 que codifica una proteina
qgue inhibe apoptosis, manteniendo a las células vivas y en proliferaciéon a pesar del

dafio en su genoma (Karp, G. 2006).

2.1.4 Resistencia a la muerte celular

La muerte celular programada o apoptosis es crucial durante la embriogénesis, en el
mantenimiento de la homeostasis tisular en el adulto, eliminando células dafiadas, en la

defensa contra infecciones y en la regulacion del proceso fisiol6gico de envejecimiento.

Las células cancerosas han desarrollado diversas estrategias para limitar o evadir la
apoptosis, entre ellas se encuentra la pérdida de la funcion supresora de p53; la sobre
expresion de reguladores anti apoptdticos como Bcl-2, o sefiales de sobrevivencia
como el factor de crecimiento similar a la insulina (Igf) tipo 1y 2; la regulacién negativa
de factores pro apoptéticos como Bax y Bim; o eliminando la transducciéon de los
ligandos de los receptores de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) (Hanahan
et al., 2011).

2.1.5 Angiogénesis
La angiogénesis es un proceso necesario para lograr la expansion del tumor primario,

con el secuestro de vasos sanguineos de tejido circundante las células cancerigenas

son capaces de entrar en circulacion y sin importar su origen histolégico penetrar el sub
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epitelio de la membrana basal para poder continuar con su expansion en nervio y
musculo (Liotta y Steler, 1991). La neovascularizaciéon tumoral es mediada
principalmente por el factor de crecimiento endotelial vascular-(VEGF), aunque también
se ve favorecida por miembros de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos
FGF o por ligandos transmembranales DLL4 de receptores NOTCH. Estos Ultimos
pueden ser sobre expresados en las células tumorales por oncogenes como RAS y
MYC, que como ya se ha mencionado, se ven involucrados en la proliferacion celular
(Ferrera, N. 2010).

2.1.6 Metéstasis

La metastasis es una serie de mutaciones que produce una cascada de pasos
secuenciales involucrados en mudltiples interacciones huésped-tumor que ocurren en
subpoblaciones de un tumor primario, teniendo como resultado una pequefia fraccion
de células que adquieren la capacidad de migrar, infiltrarse e invadir los tejidos de un
organo adyacente o a distancia, proliferando y formando nuevos focos tumorales
(Figura 1) (Arvelo y Poupon, 2001; Hunter et al., 2008; Liotta y Steler, 1991).

Tumor
primario Proliferacion en un
sitio secundario

Arresto y
Extravasacion

Figura 1. Proceso de metastasis. Se requiere la proliferacién del tumor primario y la invasiéon a
través de los tejidos adyacentes y membranas basales, mediante vasos sanguineos o canales
linfaticos, que llevan a las células a un oOrgano diana distante. Posteriormente, las células
tumorales son detenidas en los pequefios vasos sanguineos dentro del nuevo 6rgano, por lo
general hay una extravasacién en el tejido circundante y por consiguiente una proliferaciéon en el
sitio secundario. Todos estos pasos se realizan mientras las células tumorales evaden sefales
apoptdticas y respuestas inmunoldgicas del organismo. Modificado de Hunter et al., 2008.
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El proceso de metastasis puede dividirse en tres etapas, adhesion mediante una
variedad de receptores superficiales, degradacion proteolitica de la matriz y migracion o
locomocion. Muchos modelos de cancer en animales han revelado la presencia de
ciertos factores con la capacidad de estimular o inhibir la motilidad celular. Estos
factores con frecuencia se expresan de forma aberrante en los tejidos neoplasicos
dando cabida a un terreno fértil para las migraciones celulares que caracteriza la

invasion tumoral primaria (Arvelo y Poupon, 2001).

Durante la invasion y migracién se crean interacciones entre las células tumorales y la
membrana plasmatica, donde intervienen factores de crecimiento, moléculas de
adhesién intracelular o a membrana basal, como cadherinas, integrinas, cateninas y
otras moléculas de adhesion (Burgués et al., 2005; Gilbey et al., 2004; Welch, D.,
2006).

2.1.7 Via de fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K/Akt)

La via de sefializacion de la fosfatidilinositol3-kinasa (PI3K) es crucial en numerosos
aspectos celulares involucrados en el crecimiento y la supervivencia celular, es
estimulada fisiologicamente como consecuencia de la activacion de receptores de
membrana tirosina kinasa, los cuales autofosforilan y fosforilan el sustrato del receptor
de insulina (IRS). La fosforilacion de la subunidad p85 conduce a un cambio
conformacional de dicha proteina que conduce a la union de la subunidad catalitica
(p10). La PI3K activa, fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en
el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual, corriente abajo,

conduce a la activacion de la proteinasa Akt (Figura 2) (Pinzon et al., 2009).

La sefalizacion por Akt juega un papel importante en la supervivencia celular e
inhibicion de la apoptosis. Inactiva varios factores proapoptoticos como BAD,
procaspasa-9 y factores de transcripcion FKHR, de igual forma inactiva p53 mediante la
activacion de MDM2, lo que permite que una célula maligna resista a la apoptosis,

sobreviva y prolifere.

PI3K controla trascripcién, traduccion, metabolismo, crecimiento y proliferacion celular.
Interactia con los mecanismos de control de la energia celular y el metabolismo de la

glucosa, ademas esta involucrado en los procesos de regulacion del ciclo celular al
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fosforilar p21 y p27, favoreciendo su translocacion al citoplasma y por tanto su
degradacion. Adicionalmente controla la angiogénesis y la senescencia a través de
mecanismos como la activacion transcripcional del factor de crecimiento vascular

endotelial (VEGF) y la expresion del factor 1a de hipoxia (H1F1a).

HER4 HER Factor d imient A G'LUE&DS'ad
4 3 actor de crecimiento minodcidos,
EGFR +ATP+AMP

B e,
—
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.@TAT;} “\(Ras)(S6K) [ Rac1/cocaz | (KD @‘[;%@F(% FKHCPB AT PK@@_]'(]EP
; _ ,L Cl / -

T GTP-‘“’) [ l‘
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Sefalizacion ‘ Supervivencia ‘ ‘ Transformacion ‘ J’/
STAT
) .
Sefalizacion Rearreglo Arresto del ciclo celular Ciclo celular
MAPK/ERK citoesquelético Apoptosis Apoptosis
Reparacion de ADN Reparacidn de ADN

Figura 2. Esquema de la via de sefializacion fosfatidilinositol 3 kinasa. En rojo se enmarca la
cascada de sefiales tras estimular receptores de membrana. En amarillo se enmarcan los efectos
provocados por la activacion de dicha via. Modificado de Pinzén et al., 2009.

PTEN es una proteina supresora de tumores que se expresa durante la sefializacion de
dafio celular, bloqueando la supervivencia de la célula mediante p53, dependiente e
independiente de la via PI3K/AKkt.

Dicha proteina se une a p53, favoreciendo su estabilidad e impidiendo la activaciéon
inhibitoria de MDM2 sobre la misma, de esta manera se mantiene activa p53 para
inhibir la proliferacion celular y promover los procesos de reparacion por medio de la
apoptosis. De esta manera, se protege tanto la integridad gendmica como cromosémica

de una célula y un tejido en general.

La inhibicion de los componentes de la via PI3K/Akt, puede evitar la resistencia a
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal y a los agentes dirigidos en el tratamiento
contra el cancer (Pinzén et al., 2009).
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En el cancer de mama existen importantes interacciones entre los receptores de
estrogenos y las kinasas, incluyendo a los miembros de la via PI3K, los cuales se ven
involucrados en la resistencia anti estrogénica. Por tanto, el estado de activacion de la
via PI3K contribuye a la resistencia tumoral ante ciertas terapias, lo mismo que ante
quimioterapia y radioterapia (Bachman et al., 2004). Las anomalias en la via son

comunes en cancer y participan en la transformacion neoplasica (Kang et al., 2005).

En contraste con p53 y otras vias supresoras tumorales, la via del PI3K se activa en el
cancer, convirtiéndola en un blanco terapéutico 6ptimo, ya que es mas facil inhibir los

eventos de activacion que reemplazar la pérdida de la funcién supresora de tumores.

Dado que la via del PI3K es importante para numerosas funciones celulares normales
y, en particular, para la via de sefializacion de la insulina, la mayor limitante para la
implementacion de medicamentos que inhiban esta via, probablemente, sera la
identificacion de blancos y farmacos que garanticen un indice terapéutico suficiente y

confiable en la practica clinica (Pinzén et al., 2009).

2.2 Cadherinas

Las cadherinas forman parte de una familia de glicoproteinas transmembranales que
son dependientes de calcio y son responsables de la adhesion célula-célula, por tanto,
son de vital importancia para el mantenimiento de la arquitectura de los 6rganos y

tejidos.

Se clasifican en cinco subfamilias de acuerdo a la estructura de sus dominios
extracelulares y organizacion genOmica, tipo | o clasicas, tipo Il o atipicas,
desmocolinas, desmogleinas y protocadherinas.

Cuentan con una region variable de dominios extracelulares (EC) que unen de manera
homofilica a las cadherinas que se encuentran sobre células adyacentes, algunas de
ellas también disponen de una region transmembranal y un dominio intracelular que
interacta con proteinas denominadas cateninas (o catenina, § catenina y p120), que
unen a las cadherinas con la actina del citoesqueleto (Figura 3) (Nieman et al., 1999;
Gumbiner, B., 2000; Ivanov et al., 2001; Sanchez et al., 2005).
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Figura 3. Estructura de las cadherinas clasicas y su interaccién con proteinas citoplasméticas.
catenina se une directamente a la cadherina siendo un enlace para a catenina y la actina del
citoesqueleto (lvanov et al., 2001).

Las cadherinas clasicas se caracterizan por su dominio citoplasméatico altamente
conservado y son hasta el momento las mas estudiadas, en éste grupo se encuentran
la cadherina E, la P y la N. Por el contrario, las cadherinas de tipo Il, como la cadherina
11, no conservan un dominio citoplasmatico debido a una pequefa pero significante

variacion de aminoacidos.

La pérdida de cadherina E en carcinomas epiteliales es considerada la razén principal
para la ruptura del contacto estrecho célula-célula, dirigiendo la progresion de tumores
a un estado invasivo metastasico, adicionalmente proporciona un estimulo oncogénico
liberando B catenina de la membrana, donde ésta puede viajar al ndcleo y activar
genes como c-myc y ciclina D1, que son esenciales en la proliferaciéon e invasion
tumoral (Nieman et al., 1999; Peifer y Polakis, 2000; Sarrio et al., 2009).

En cancer de mama, la expresion de cadherina E es reducida cerca del 50% en los
tumores ductales y completamente perdida en la mayoria de los carcinomas lobulares
(Berx y Van-Roy, 2001).

Con la pérdida de cadherina E, cadherina N se sobre expresa en lineas tumorales
invasivas y tejidos de mama, prdostata y melanomas. Se sabe que al transfectar células
de mama MCF o BT20 con cadherina N, e inocularlas en ratones desnudos, se induce

invasion y migracion, por lo que se propone que dichos efectos pueden estar regulados
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por el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y otras cadherinas,

como cadherina 11 (Nieman et al., 1999).

Cadherina 11 también es conocida como cadherina osteoblasto (OB-cadherina) ya que
se descubrié por primera vez en osteoblastos de ratén. Cuenta con dos isoformas, la
primera interactia con (3-catenina y otras proteinas intracelulares, tales como P120 y a-
catenina, importantes para la sefializacion y la motilidad. La segunda contiene los
mismos dominios extracelulares que la primera, solo que tiene un sitio de corte y
empalme alternativo entre los exones 13 y 14 que resulta en la inclusion de 179 pb de
secuencia intronica Unica, para truncar el dominio transmembranal, por lo que no

interactda con cateninas (Figura 4) (Feltes et al., 2007, Kawaguchi et al., 1999).
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Figura 4. Cadherina 11 y su isoforma. En A se muestra el esquema de la estructura del gen de
cadherina 11 y su isoforma, las cajas rayadas representan el péptido sefial, EC1-ECS5 indican los
dominios extracelulares, TM el dominio transmembranal, CP el dominio citoplasmético, la caja
punteada destaca la insercién de los 179 pb que codifican a la cadherina isoforma y la linea sélida
indica regiones no codificantes. En B se aprecia la estructura de cadherina 11 y su isoforma, en A,
se observa que la regidn extracelular es idéntica en ambas proteinas, mientras que después del
empalme alternativo se obtienen diferentes regiones transmembranales y citoplasmicas, como se
observa en B y C, para cadherina 11 y su isoforma, respectivamente. (Kawaguchi et al., 1999.,
Feltes et al., 2007).

Cadherina 11 tiene la capacidad de promover motilidad en células epiteliales de manera
similar a cadherina N (Nieman et al., 1999; Feltes et al., 2007; Kawczenski, F.A., 2008),
e inclusive su expresion ectopica puede beneficiar la migracion celular y la metastasis
(Nieman et al., 1999; Pishvaian et al., 1999; Yong et al., 2014).

Se ha observado que cadherina 11 es sobre expresada en distintos tipos de cancer,
incluyendo mama, préstata, osteosarcoma y colon (Waltregny et al., 2002; Sarrio et al.,
2008; Huang et al., 2010; Yong et al., 2014).
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En la Tabla 2 se resumen trabajos en diversas lineas celulares de cancer de mama
donde han evaluado la presencia de ciertas cadherinas, de B catenina y motilidad,
donde sugiere Nieman (1999) que la invasion se correlaciona mas con la expresion de
cadherina N y cadherinall, que a la falta de cadherina E.

Tabla 2. Expresion de Cadherinas en lineas celulares de cancer de mama Tomado de Nieman et
al., (1999, p. 633).

E-cad- N-ad- P-cad- Cad-

Cell lme herin henn herin  herin-11  B-Catenin  Motility
MCE-7 4+ —* —* ++41 No#:
BT-20 +# —* + —* +#* No*
SUM149 4% — 4k —* +#* No*
SKBr3 —*i —* —* —k ) | No*?
MDA MB-453  —#! —* —* —* —#[1 Not
SUMI1315 —* —* +* +* +* No*
MDA MB-435  —#! 4k —* —* +#1 Yes!
MDA-MB-436  —#! +* —* —* ++[1 Yes®
BT549 —#1 +# +# —* +#l1 Yes?
Hs578t —#t +* —* —* ++[1 Yes#:
SUM159PT —k +* —* —k +#* Yes*
MDA-MB-231  —* —* —* St 4 Ves#i

*Current study; gSorm:ners. et al., 1991; "Frixen et al., 1991; |Sommers et al.. 1994;
Pierceall et al.. 1995 "Pishvaian et al . 1999.

2.3 RNAI

El RNA interferente (RNAI) es un proceso de supresion génica mediado por RNA de
doble cadena (dsRNA), que cuando es introducido a una célula u organismo inicia una
compleja cascada de eventos, los cuales terminan degradando RNA mensajero (RNAmM)
de secuencia homoéloga al dsRNA originalmente introducido (Hannon, G. J., 2002,
Vaca, L., 2004).

El RNAI puede reducir (know-down) o eliminar (knock-out) la expresion de un gen en
células de mamiferos in vitro e inclusive en animales in vivo. El dsSRNA que produce
interferencia es reconocido a nivel celular por una maquinaria que regula la degradacién
0 supresion especifica del RNAm que contiene la secuencia complementaria de un
pequeiio RNA interferente (SiRNA) introducido o producido (Correa et al., 2007, Sean y
Blau, 2006).

La interferencia mediante RNA es un fendmeno evolutivamente conservado de
regulacion a nivel post transcripcional, que permite silenciar genes por reconocimiento
de la secuencia de nucledtidos especificos, ya que se ha descrito como un mecanismo

de defensa gendmico, de un sistema inmune primitivo capaz de proteger la integridad
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del genoma ante la actividad de algunos virus, transposones y otros elementos

genomicos transponibles (Correa et al., 2007, Plasterk, R. H. 2002).

Este mecanismo de interferencia ha sido reportado en protozoarios, plantas, hongos,
insectos y mamiferos. En animales el proceso fue nombrado RNA de interferencia, en
plantas silenciamiento génico post transcripcional “PTGS” y en hongos se conocié como

represion génica (Valencia, Y. R., 2010).

La primera fase del complejo de sefalizacion de la interferencia con RNA esta a cargo
de una RNAasa Ill denominada Dicer, ésta ribonucleasa fragmenta el dsRNA en
porciones de 19-25 nucleétidos de longitud, los denominados siRNA, los cuales son
reconocidos por un complejo enzimético formado por varias proteinas llamado RISC,
gue contiene una helicasa, la cual se encarga de separar las dos hebras del siRNA.
Una vez que el RISC se queda con la cadena sencilla antisentido o también llamada
cadena guia, una proteina homologa a Dicer denominada Dicer2 con actividad de
nucleasa se encarga de degradar el RNAmM complementario a la secuencia del siRNA,
lo que ocasiona una disminucion de la expresion de esa proteina en particular (Correa
et al., 2007; Vaca, L., 2004).

Cuando se comenzo a utilizar el RNAi como herramienta experimental, se observé que
los dsRNA mayores a 30 pares de bases, desencadenaban una respuesta celular de
degradacion, por la activacién de la respuesta del interferon mediante proteina kinasa
activada con RNA (PKR), que es parte del funcionamiento normal de la célula en
respuesta a agentes infecciosos o virales (Correa et al., 2007; Vazquez et al., 2006).
Posteriormente se demostr6 que si el dsRNA era de unos 19-25 pares de bases
(siRNA) podia inducir el silenciamiento especifico mediante el complejo RISC (Elbashir
et al., 2001).

Existen seis métodos para producir siRNAs: sintesis quimica, transcripcion in vitro,
digestion de grandes dsRNA, expresion de cassettes por PCR, expresion por vectores
virales y por plasmidos. Estos ultimos han demostrado un incremento en el tiempo de
silenciamiento debido a que utilizan promotores de RNA polimerasa para la

transcripcion de pequefas horquillas de RNA (shRNA) dentro de la propia célula.
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Los shRNAs son sintetizados a partir de una sola hebra que codifica para la secuencia
sentido de 19 nucledtidos, seguida de 5-10 nucleétidos que forman la estructura de
horquilla o loop y la secuencia antisentido que es complementaria a la secuencia
sentido. Cuando éstos vectores estan dentro de la célula el shRNA es transcrito
mediante un promotor eucariote de polimerasa como H1 y U6, posteriormente es
procesado por Dicer para producir siRNA y finalmente dirigidos hacia su objetivo por el
complejo RISC (Banan and Puri, 2004).

El RNAI ha sido utilizado como herramienta para el analisis genémico global, para el
estudio de nuevos farmacos, en el tratamiento de pacientes con VIH, Hepatitis virales y
con gran énfasis en el cancer, donde se ha utilizado para identificar los genes criticos
para el crecimiento, la diferenciacién y la muerte de las células, para proteger las
células de la invasion de los virus, para inhibir la génesis del cancer, y para investigar
los mecanismos moleculares de otras enfermedades. Estos pequefios fragmentos de
RNA tienen un futuro muy prometedor en la identificacién y caracterizaciéon de los
RNAm especificos para los genes alterados en los diversos canceres, en la reduccion
del costo en investigacion y desarrollo, asi como en la posible formulacién de farmacos
para una medicina personalizada en el futuro. De hecho, los nuevos tipos de
medicamentos de genes tales como oligonucleétidos antisentido, ribozimas,
oligonucledtidos 2 - 5' y duplex de siRNA son buenas alternativas para superar los
trastornos funcionales del genoma, tales como diferentes tipos de cancer (Banerjee, D.,
2001; Michalides, R., 1999; Skkiper, M., 2013; Tan and Yin, 2005).

2.4 Proteinas cry

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva, anaerobia facultativa,
guimioorganotrofa y con actividad de catalasa, caracterizada por formar esporas y
cristales en su fase estacionaria de crecimiento, como respuesta a la escasez de
nutrientes en el medio y mecanismo de supervivencia ante un ambiente hostil. Dichos
cristales estdn compuestos por una mezcla de proteinas denominadas 6 endotoxinas,

conocidas también como proteinas Cry y Cyt (Ito et al., 2004, Hernandez, G., 2014).

Estas proteinas son ampliamente utilizadas como base molecular para la elaboracion

de bioinsecticidas, ya que se sabe que son toxicas para las larvas de algunos insectos
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de varios Ordenes, e incluso a los nematodos, acaros y protozoos, pero no patdégenas

para los mamiferos, aves, anfibios o reptiles (Ito et al., 2004).

A partir del afio 2000 se comenzaron a descubrir proteinas Cry, no insecticidas y no
hemoliticas pero altamente citotoxicas en una amplia gama de células de mamiferos,
incluyendo células de cancer humano (Mizuki et al., 2000; Ito et al., 2004; Mendoza, A.,
G. 2011).

Las toxinas Cry requieren de un receptor especifico de membrana plasmatica sobre las
células para lograr su efecto, en insectos se han descrito cuatro tipos de receptores
membranales, cadherinas, glicofosfatidilinositol anclado a aminopeptidasa,
glicofosfatidilinositol anclado a fosfatasa alcalina y glicoconjugados (Mendoza, A. G.,
2011).

De acuerdo a Bravo (2011), la proteina ya solubilizada en el interior del intestino del
insecto tiene una conformacion monomérica, la cual se une a proteinas de anclaje
como glicofosfatidilinositol unido a aminopeptidasa y glicofosfatidilinositol unido a
fosfatasa alcalina, que posteriormente facilitan la union del monémero con el receptor
de cadherina, lo que induce una protedlisis que facilita la formacion de oligomeros que
se uniran nuevamente a las proteinas de anclaje, para finalmente ser insertadas en la
membrana y poder llevar a cabo la formacién de poros, que van a provocar un
desequilibrio osmotico, lisis celular y la muerte del insecto (Mendoza, A. G., 2011;
Hernandez, G. C., 2014).

Por otro lado se propone, que la unibn de mondémeros a receptores de cadherina
desencadena una cascada de sefalizacion que lleva a la muerte celular (Zhang et al.,
2005).

En el afio 2011, Mendoza aisl6 e identificd diferentes cepas de Bacillus thuringiensis de
la regidn Ensenada-Tijuana, de las cuales encontré dos cepas con actividad citotoxica
para lineas celulares de cancer cervicouterino y en tumores in vivo en ratones
desnudos. Describié que estas toxinas activan una cascada de caspasas que generan
muerte celular por apoptosis in vitro e in vivo, induciendo necrosis hemorragica del

tumor.
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Posteriormente en el 2013, Nufiez evalud dichas proteinas en células de cancer de
mama MDA-MB-231 y en células de queratinocitos HaCat, concluyendo que las toxinas
Cry presentan una mayor actividad citotéxica por la linea MDA-MB-231, debido a la
interaccidon con receptores de membrana cadherina 11, lo que ocasiona una inhibicion
de la via PI3K/Akt bloqueando tanto la proliferacion como la migracion celular e

induciendo apoptosis.
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3. Justificacién e Hipodtesis

3.1 Justificacion

Se especula cual podria ser el mecanismo de accion de cadherina 11 en el bloqueo de
la cascada de sefalizacion de la via PI3K/Akt en presencia de proteina Cry, mas no se
conoce de forma certera.

Por lo que en este trabajo se pretende determinar si existe 0 no un mecanismo de
interaccion entre proteina Cry y cadherina 11, que pudiera ser responsable del control
del proceso de muerte en células de cancer de mama MDA-MB-231.

Para ello se disefiara un RNA de interferencia contra cadherina 11 que nos permitira
evaluar los efectos anticancerigenos que logra la proteina Cry en células MDA-MB-231
y determinar si dicho proceso se deben a la interaccién de ambas proteinas.

Al conocer los efectos del RNAI sobre cadherina 11 podremos saber si es por medio de
su mecanismo de accion que se logra una inhibicion de la activacion de genes
encargados de proliferacion celular. De esta forma, cadherina 11 se podria utilizar como
posible diana para futuras intervenciones terapéuticas en la lucha contra el cancer

evitando la proliferacion, invasion y migracion celular.

3.2 Hipotesis

La interferencia de la traduccion de cadherina 11 en células de cancer de mama
MDA-MB-231, evitard que la proteina Cry de Bacillus thuringiensis restablezca

apoptosis y disminuya la proliferacion y migracion celular.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Determinar si cadherina 11 esta involucrada en la muerte de células de cancer de
mama MDA-MB-231 cuando interviene la proteina Cry de Bacillus thuringiensis por

medio de un bloqueo con RNA..

4.2 Objetivos especificos
« Evaluar la presencia de cadherina E y cadherina 11 en diferentes etapas de
crecimiento de las células MDA-MB-231 y HaCat.
+ Evaluar la presencia de cadherina E y cadherina 11 en diferentes etapas de
crecimiento de células MDA-MB-231 transfectadas con RNAi de cadherina 11.
+ Demostrar que al interferir la traduccion de cadherina 11, la toxina Cry no tiene

efecto toxico en las células de cancer de mama MDA-MB-231.
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5. Materiales y Métodos

El desarrollo experimental de este trabajo se dividio en cuatro etapas:

Transfeccion de Evaluacion de

células MDA-MB-231 los efeC_tos del
con pSilencer-shRNA RNAI en
y evaluacién de presencia de

cadherinas Ey 11 en proteinas Cry
de B.T.

Evaluacion de Disefio y
cadherinas Ey construccion

11 en células de RNAI

MDA-MB-231y ;
HaCat células transfectadas

5.1 Cultivo celular

Se utilizaron células de cancer de mama MDA-MB-231, originalmente recuperadas de
efusién pleural con morfologia de epitelio y caracterizada por ser un cancer altamente
agresivo, como principal linea de interés en éste trabajo (American Type Culture
Collection-ATCC). Y células inmortalizadas de queratinocitos humanos HaCat, que
permanecen como no tumorogénicos, fungiendo como células comparativas en las

diferentes pruebas.

Las células se conservaban en nitrégeno liquido, para descongelarlas se colocaron en
un bafio de agua a 37°C durante 2 minutos 0 hasta que se descongelara el vial. De
inmediato se paso6 el contenido a un tubo con 4 ml de medio sin suplementar y se
centrifugaron durante 4 minutos a 1200 rpm y 4° C. El paquete celular fue recuperado y
re suspendido en 1 ml de medio suplementado que posteriormente se pas6 a una caja
de cultivo de 75 cm? con 9 ml de medio suplementado. El medio fue suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) de Invitrogen y 2% de antibiotico comercial anti-anti
(penicilina/estreptomicina) de Invitrogen. Las células fueron monitoreadas diariamente
en un microscopio invertido Olympus CKX41, y de forma rutinaria las cajas se
mantuvieron incubadas a 37°C y en atmosfera humidificada con 5% CO,. Cada tercer
dia se hizo un re cambio de medio y al alcanzar un 80% de confluencia celular se
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realizaron sub cultivos, manteniendo un crecimiento constante para futuros

experimentos.

Para hacer un sub cultivo de células se retir6 el medio, se realizaron 3 lavados con 5 ml
de PBS 1x pH7 cada uno, las células MDA-MB-231 se disociaron con 1 ml de tripsina
(0.25%) durante 1 minuto dentro de la incubadora, HaCat se disocié con 1 ml de tripsina
y 1 ml de verseno durante 7 minutos dentro de la incubadora, posteriormente se
tomaron 250 ul de la mezcla disociada y se mezclaron con 10 ml de medio

suplementado en una caja nueva.

5.2 Evaluacién de cadherinas Ey 11 en células MDA-MB-231 y HaCat

5.2.1 Estandarizacion de la técnica de inmunofluorescencia indirecta en caja de

cultivo celular de 96 pozos.

En cajas de cultivo con 96 pozos se evaluaron diferentes cantidades de células MDA-
MB-231, para que después de ser incubadas en un volumen total de 200 ul de medio
suplementado bajo condiciones rutinarias durante 48 horas, alcanzaran baja, media y

alta confluencia celular.

Se utilizaron 3 cajas de cultivo con 96 pozos, para el control, cadherina 11 y cadherina

E, las células fueron distribuidas de la manera que se muestra en la Figura 5.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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° 000000000000
e OOO0O0000000
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HOOOOOOOOOO OO hAlta confluencia

Figura 5. Representacion de la organizacidon para la prueba de inmunofluorescencia. En filas
diferentes se evaluaron HaCat, MDA-MB-231 y sus respectivas clonas transfectadas.

Alcanzada la confluencia deseada se retir0 el medio de cada pozo y se lavo dos veces
con 100 ul de PBS. Se les agreg6 100 ul de solucion fijadora (NaPo4 30mM,

formaldehido al 3 % y glutaraldehido al 0.3 %) durante 15 minutos a temperatura
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ambiente. De inmediato se realizaron 5 lavados con 100 ul de PBS cada uno, para
quitar el exceso. Posteriormente las células fueron bloqueadas con 100 ul de SFB al 10
% durante 30 minutos a temperatura ambiente (Nieman et al., 1999) vy agitacion
constante. A continuacion se prepararon los anticuerpos primarios (1:100 en PBS) E-
cadherin goat polyclonal y OB-cadherin goat polyclonal de Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Nufiez, 2013) y se adicionaron 100 ul a cada pozo, en el caso de la caja control
Gnicamente se agregaron 100 ul de PBS, las cajas fueron incubadas durante 12 horas
a4°C.

Se realizaron 2 lavados con 100 ul de PBS cada uno y se adicionaron 100 ul del
anticuerpo secundario (1:400 en PBS) mouse anti goat acoplado al fluor6foro Texas
Red de Santa Cruz Biotechnology, Inc., el cual se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion constante. Pasado el tiempo de incubacién, se realizaron 2

lavados con 100 ul de PBS cada uno.

El anticuerpo secundario es fotosensible, por o que toda su manipulacién se realiz6 en
obscuridad, al finalizar la inmunofluorescencia las cajas se cubrieron con papel aluminio
para resguardarlas hasta su observacion en el microscopio invertido de fluorescencia

Zeizz Axionvert 200.

5.3 Disefio y construccion de RNAI

5.3.1 Oligonucledtidos

El disefio de los oligonucleétidos que se utilizaron para la produccién de shRNA consta
de una secuencia sentido publicada por Byers en el 2004, con el nimero de acceso en
GenBank AC 000148.1 y su complementaria como antisentido, se utilizaron tres
secuencias diferentes que reconocen el dominio de cadherina 11, cadherina 11 variante
o isoforma y ambas. Entre la secuencia sentido y antisentido se encuentran nueve
nucledtidos encargados de formar la horquilla o loop (Salvi et al.,, 2004), en los
extremos se ubican secuencias especificas para las enzimas de restriccion BamHI y

Hind 1ll, adicionalmente se encuentra un templado de poli T como sitio de terminacion



24
de la RNA polimerasa lll, una fusion de 5 GGAA 3’ que favorece la estructura del
shRNA y una base purica después de la secuencia de la enzima BamHI, esto con el fin
de facilitar la transcripcion de la RNApol Il (Fig. 6).

A.
Reconocimiento Secuencia sentido
Cadherina 11 GTCATCGACATCCACGCTG
Variante o Isoforma GAGGGGGGTTCCATTAAGC
Cadherina 11/Isoforma CTGCCGAAACTTTGGTGGG
B.
BamHl| sentido loop antisentido RNA Pol Il Ter. Hind 11l
I | | || If \— I
GATCCC G CTGC CGAAACTTTGGT GGG TTCAAGAGA C CCA CCAAAGTTT CGG CAG TTTTTTGGAAA
GGC GACG GCT TTG AAACCA CCC AAGTTCTCT GGGTGGT TTC AAA GCC GTC CCTTTTCGAA
C.
19nt
& cadena sentido U U C A
A Loop
3U v cadena antisentido A G
G A

Figura 6. Disefio y construccion de RNAIi. A. Secuencias utilizadas para disefiar los shRNA. B.
Representacién de la estructura de cDNA que sirve como templado para la produccion de RNAI. C.
Estructura final que se obtendréa del shRNAIi. Modificado de http://www.invitrogen.com.

5.3.2 Vectores de expresion

La secuencia del inserto de cDNA de interés fue ligada en el plasmido pSilencer 2.1-U6
Hygro, el cual tiene una longitud de 4.4 kb, expresa siRNA dentro de las células de
mamifero utilizando el promotor humano U6 para la polimerasa Il (Chen et al., 2009, Li
et al., 2008, Salvi, 2004, Yan et al., 2013, Yi-hua et al., 2004, Zhuang et al., 2008), y el

promotor T7 que aumenta la produccion de siRNA’s. Contiene el gen de resistencia a
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ampicilina para seleccion en bacterias e higromicina para la seleccién en células
eucariotas. Cuenta con sitios de restriccion para las enzimas Hind 1l y BamH | al
extremo 5'y 3' de los oligonucle6tidos de DNA, respectivamente. Y es adecuado para
clonar en cepas de E. coli como DH5a y TOP10 (Figura 7). El vector de expresion
pSilencer hygro siRNA incluye un plasmido circular control negativo que expresa un
shRNA con homologia limitada a cualquier secuencia conocida en genoma de humano,
ratdn o rata, que puede usarse como control de transfeccién y un fragmento de DNA
que transcribe un shRNA para GFP que en este caso se utiliz6 como control de ligacién.

Durante la clonacion en E. coli con los vectores de interés, se utilizd el plasmido
PDG585 obtenido del laboratorio de Microbiologia Molecular de CICESE como control

de transformacion y posteriormente como referencia de peso molecular.

Vector de expresion

RNA Pol

BamH 1 Sonse Strand Loop Antisonso Strand

Hind 0

Figura 7. Vector de expresion para siRNA. Se observa el mapa del pldsmido pSilencer 2.1-U6
hygro, sefialando con flechas rojas los sitios donde se inserta la secuencia previamente disefiada.
Vectores de expresion (2013) Recuperado 8 de junio de: http://www.invitrogen.com

5.3.3 Hibridacion de oligonucleétidos y ligaciéon en pSilencer 2.1-U6 hygro

Para construir la estructura de la secuencia del cDNA que sirvid para transcribir al
RNAI se hibridaron los oligonucleétidos, preparando una mezcla de 2 pl de cada una
de las secuencias y 46ul de 1x DNA Annealing Solution (Life technologies) para obtener
un volumen final de 50 pl; ésta mezcla se calenté a 90-C durante 3 minutos y
posteriormente se incubod a 37° C grados por 1 hora. Terminada la hibridacion se ligo de
inmediato en el plasmido pSilencer 2.1-U6 Hygro. Para ello se diluyo el templado

anidado 1:10 y se prepar6 una reaccion con 1 ul de la dilucion, 1 ul de 10x T4 DNA
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buffer ligasa (Promega), 1 ul de pladsmido pSilencer 2.1-U6 Hygro, 1 ul T4 DNA ligasa
(Promega) y 6 ul de agua libre de nucleasas, obteniendo un volumen final de 10 pl; de
igual forma se prepar6 otra mezcla pero ahora con 7 ul de agua libre de nucleasas y sin
producto de hibridaciéon funcionando asi como control de ligacién. Posteriormente las

mezclas se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente.

5.3.4 Células competentes y transformacion de E. Coli DH5a por choque térmico

El protocolo para preparar células competentes se encuentra en la seccion de anexos.

Para la transformacion por choque térmico se prepararon 5 muestras como se muestra

en la Tabla 3.

Tabla 3. Especificaciones de la preparacién de muestras para transformacion por choque térmico.

Producto de
Tubo Descripcion E. coli DH5a. (ul) ligacion o
plasmido (ul)
1 pSilencer circular C- 50 2
2 pSilencer + fragmento de interés 50 10
3 pSilencer + GFP 50 10
4 C- 50 ----
5 C+ plasmido PDG6535 50 2

Todos los tubos fueron incubados en hielo durante 30 minutos, posteriormente se les
dio un shock térmico, 2 minutos a 42° C y 2 minutos en hielo. Enseguida se les agreg6
900 ul de medio LB Miller (ver preparacion en seccion de Anexos) y se mantuvieron en
agitacion constante a 250 rpm, 37° C durante 1 hora. Las muestras fueron
centrifugadas a 14,000 rpm durante 1 minuto, para descartar 700 ul del sobrenadante y
poder concentrar las células al re suspender el pellet en los 200 ul de medio restante.
Finalmente se sembraron en cajas de agar LB Miller-Amp*® e incubaron a 37° C 12-24

horas.

Para conservar y aumentar la masa de las colonias con resistencia al antibiotico,

algunas colonias se resembraron en cajas de agar LB Miller-Amp*® y simultaneamente
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se crecieron en 3 ml de medio liquido LB Miller-Amp'®, se incubaron a 37° C 12-24

horas y el cultivo liquido se mantuvo en constante agitacion a 250 rpm durante 8 horas.

5.3.5 Extraccion de DNA plasmidico (DNAp)

Se hizo extraccion de DNAp de las colonias crecidas en medio liquido LB Miller-Amp*®,
para recuperar gran cantidad de plasmido PDG585 y pSilencer 2.1-U6 hygro de cada
una de las transformaciones realizadas. Las células fueron lisadas con una soluciéon
Tris-HCI 1 My EDTA 0.5 M, adicionalmente una solucion SDS 10% y NaOH 10 N
ayudd a disolver la membrana plasmatica y a desnaturalizar proteinas, finalmente el
DNAp se precipitd con 2 volimenes de etanol absoluto, el protocolo completo se
describe en la seccion de Anexos. EI DNAp purificado fue re suspendido en 80 ul de

agua de PCR y almacenado a -20° C.

Las muestras extraidas fueron evaluadas en electroforesis de geles de agarosa al 1.2
% para verificar el tamafio esperado, para lo cual se mezclaron 5 ul de muestra con 1 pl
del buffer de carga 10X de Invitrogen. Se corrieron en una camara horizontal con buffer
TBE 1x a 50V por 15 minutos y 100 V durante 45 minutos. Se tifieron con bromuro de
etidio y las bandas se visualizaron en un transiluminador con camara de luz UV (302nm,
Mod. LSM-20E, UVP, Inc).

5.3.6 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se realiz6 una amplificacién de 661 pb de un fragmento del plasmido pSilencer 2.1-U6

hygro para verificar la ligacién de nuestros fragmentos de interés.

Los oligos utilizados para la reaccién fueron disefiados con el software SnapGene(Snap
Gene® Viewer 2.1, GSL Biotech LLC, disponible en http://www.snapegene.com
consultado en septiembre del 2013) basados en la secuencia del plasmido pSilencer
2.1-U6 hygro publicada en la pagina web de life technologies y sintetizados por IDT

(Tabla 4). Fueron re suspendidos en buffer TE y utilizados a una concentracién de 200

ng/ul.
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Tabla 4. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados en la PCR.

Secuencia Longitud pb | Direccién | Tm°C
GCAGATTGTACTGAGAGTGC 20 Forward 54
CTCACTAAAGGGAGGAGAAGC 21 Reverse 55

Para realizar la amplificacion se prepararon las muestras como se indica en la Tabla 5y
se utilizé un termociclador Bio-RAD iCycler bajo las condiciones que se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 5. Especificaciones para preparar el céctel de PCR.

Componente Volumen por reaccion (ul)

DNAp 1

Tag polimerasa Invitrogen 0.25
Oligo Forward 1
Oligo Reverse 1
dNTP’s 1

MgCI2 Invitrogen 15

Buffer 10X Invitrogen 5

Agua PCR 39.25

Tabla 6. Condiciones del termociclador para la PCR.

Ciclo Etapa |Temperatura Tiempo
1 (1x) 1 95° C 1 minuto
1 95° C 1 minuto
2 (25x) 2 52°C 1 minuto
3 72° C 2 minutos
3 (1x) 1 72° C 10 minutos
Ciclo 4 (1x) Etapa 1 4°C o0

Los productos de PCR fueron evaluados en electroforesis de geles de agarosa al 1.2 %
para verificar el tamafio esperado, para lo cual se mezclaron 5 ul de muestra con 1ul del

buffer de carga 10X de Invitrogen. A la par se cagaron 5 ul del marcador de peso
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molecular Tracklt ™ de Invitrogen para poder identificar el peso de la muestra de
interés. Se corrieron en una camara horizontal con buffer TBE 1x a 50 V por 15
minutos y 100 V durante 45 minutos. Se tifleron con bromuro de etidio y las bandas se
visualizaron en un transiluminador con camara de luz UV (302nm, Mod. LSM-20E, UVP,

Inc).
5.3.7 Digestién con las enzimas de restriccion Bam HI y Hind IlI

El plasmido pSilencer 2.1-U6 hygro fue sometido a digestién enzimatica con la finalidad
de que liberara el fragmento previamente ligado, esta técnica es otra forma de asegurar
que el vector contiene el cDNA molde con el que se transcribira el sShRNA de interés.

Se utilizaron las enzimas fast digest de Thermo Scientific Bam HI y Hind IIl siguiendo
las indicaciones del fabricante. Se preparé un céctel como se indica en la Tabla 7, las
muestras fueron incubadas en un termociclador Bio-RAD iCycler durante 2 horas a 37°
C y para inactivar las enzimas se aumento la temperatura a 80° C durante 5 minutos.
Posteriormente los fragmentos obtenidos fueron evaluados en un gel de agarosa al 2%
para verificar los tamafios de los productos y confirmar la liberacion del fragmento de
interés, para lo cual se mezclaron 10 ul de muestra con 2 ul del buffer de carga 10X de
Invitrogen. A la par se cagaron 5 ul del marcador de peso molecular Tracklt ™ de
Invitrogen para tener una referencia y comparar los fragmentos obtenidos. Se corrieron
en una camara horizontal con buffer TBE 1x a 50 V por 15 minutos y 100 V durante 45
minutos. Se tifieron con bromuro de etidio y las bandas se visualizaron en un
transiluminador con camara de luz UV (302nm, Mod. LSM-20E, UVP, Inc).
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Tabla 7. Especificaciones del cOctel para la digestion con las enzimas de restriccion

Bam H1y Hind IIl.
Para DNAp Para producto de PCR
Doble

Componentes Digestion Doble Digestion | digestion

sencilla ul| digestion ul | sencilla pl ul
Agua libre de

nucleasas 15 14 17 16
Buffer 10xFast Digest 2 2 2 2
DNA 2 2 10 10

Enzima Fast Digest 1 ldeclu 1 ldeclu
Volumen final 20 20 30 30

5.3.8 Secuenciacion

Se cuantificaron las muestras, colocando 3 ul de muestra de DNAp en una celda de
cuarzo mas 1497 ul de agua destilada y se leyeron en el espectrofotometro HACH DR
5000 en un rango de longitud de onda de 260-280 nm. Para obtener la concentraciéon
en ng/ul de cada muestra, se multiplico la absorbancia a A260 nm por el factor de
dilucion por 50 ng/ul. Algunos datos obtenidos, fueron corroborados en un nanodrop

Thermo scientific.

Se enviaron a SEQXCELL alicuotas de 50 ul de volumen total a una concentracion de
200 ng/ul del DNAp de interés y de 30 ul de volumen total a una concentracion de

10 uM de oligo forward.

5.4 Transfeccion de células MDA-MB-231 con pSilencer-shRNA

5.4.1 Cantidad 6ptima de células MDA-MB-231 para transfeccion

En una caja de cultivo de 6 pozos, se colocaron las siguientes cantidades de células
60 000, 80 000, 100 000, 150 000, 200 000, 300 000, con 2 ml de medio
suplementado de manera rutinaria y tras 24 horas se seleccion6 la cantidad que
obtuviera aproximadamente 50-70 % de confluencia celular, que es el Optimo para

realizar la transfeccion.
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5.4.2 Determinacion de la concentracion 6ptima de higromicina

En cajas de cultivo celular de 6 pozos, se colocaron 100,000 células en cada pozo en
un volumen total de 2 ml de medio suplementado para evaluar diferentes
concentraciones de higromicina B (Sigma) para determinar la concentracion minima que
matara al 100% de las células en 14 dias, para posteriormente utilizarla en la seleccion

celular durante la transfeccion.

Las células se incubaron bajo condiciones rutinarias y después de 72 horas se les
adicion6 1 ml de medio con higromicina a las diferentes concentraciones a probar, 300
ug/ml, 400 ug/ml, 500 pg/ml, 600 pug/ml, 700 ug/ml, 800 pug/ml, 900 ug/mly 950 pg/mi
cada una por triplicado. Las células se mantuvieron durante 14 dias bajo las mismas
condiciones de incubacion, cada tercer dia se lavaron con PBS 1x pH7 y se re cambio
el medio con la concentracion de antibidtico determinada, cada 2 dias se examinaron
las células y se fotografiaron para comparar los cambios que presentaban a lo largo de

las dos semanas.

5.4.3 Transfeccién de células MDA-MB-231

Se cultivaron 100,000 células en cada pozo en cajas de 6 durante 24 horas con medio
suplementado. Se utilizaron dos controles, células sin transfectar en medio libre de

antibiético de seleccion y células sin transfectar en medio con antibiético de seleccién.

La transfeccion se realiz6 siguiendo las indicaciones del fabricante del reactivo escort IV
de Sigma. Las siguientes cantidades son para un pozo de 35 mm. Se prepararon dos
mezclas, en un tubo coénico se diluy6é el DNAp (1ug/ul) 1:100 en medio libre de suero y
antibiotico. En un segundo tubo se preparé una mezcla liposomal 6:100 de escort IV en

medio libre de suero y antibidtico.

Para formar el complejo de transfeccion, el DNAp se adiciond a la preparacion
liposomal y se mezclé gentilmente, posteriormente se agregaron 800 ul de medio sin
suplementar y se incubd a temperatura ambiente durante 45 minutos. Posteriormente,
se le adicion6 1 ml de medio suplementado con 20 % de SFB. Después de incubar las

células durante 24 horas, se les retir6 el medio e inmediatamente se les agreg6 los 2 ml
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de la solucion DNAp-liposoma, se incubaron bajo condiciones rutinarias durante 24
horas. Se retir6 el medio y se reemplazd con 2 ml de medio suplementado de manera
rutinaria sin antibiético de seleccion y se incubaron por 24 horas mas. Después de las
48 horas se les adiciond la higromicina como antibiético de seleccion a la concentracion

determinada en el apartado 5.3.2.

Las células se mantuvieron con higromicina durante 3 semanas con recambio de medio
cada tercer dia para seleccionar la clona estable que se reté con la proteina Cry de
B. T.

Posterior a las 3 semanas, las células que resistieron a la higromicina, fueron
monitoreadas y se mantuvieron con re cambios de medio con higromicina bajo
condiciones rutinarias, hasta alcanzar confluencia adecuada para ser disgregadas con

tripsina y evaluar los efectos del RNAI.

5.4.4 Evaluacion de cadherinas Ey 11 en células MDA-MB-231 transfectadas

Mediante la técnica de inmunofluoresencia indirecta, estandarizada en la seccion 5.2.1,
se evalué la cantidad de receptores de cadherinas detectados a través de anticuerpos

anti cadherina E y anti cadherina 11 en células trasnfectadas.

5.5 Evaluacién de los efectos del RNAI en presencia de proteinas Cry de B.T.

5.5.1 Viabilidad celular. Evaluacién de proteina Cry de B. T. en células MDA-MB-

231transfectadas.

En una caja de cultivo de 96 pozos, se colocaron 10,000 células de cada una de las
clonas de MDA-MB-231 a evaluar, en un volumen total de 100 ul de medio
suplementado en el orden que se muestra en la Figura 8, el control negativo contenia
células con medio, el control positivo células con DMSO y el blanco unicamente medio
sin suplementar. Las células fueron incubadas durante 24 horas bajo condiciones

rutinarias.
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Posteriormente se re cambié el medio por 100 ul de medio sin suplementar y se

incubaron 24 horas mas.

Después de las 48 horas de incubacion se prepararon dos cocteles, uno para evaluar
la toxina con 80 ul de medio sin suplementar y 20 ul de proteina Cry por pozo. Y otro
como control positivo con 80 ul de medio sin suplementar y 20 ul de DMSO por pozo.
Se sustituy6 el medio de las células con los respectivos cocteles y se incubaron durante
2 horas.

A continuacion a cada pozo se le adicioné 100 ul con medio sin suplementar y MTT (5

mg/ml en PBS) 1:1, se incubaron durante 2 horas mas (Nufiez, 2013)

Se retiré el medio con mucho cuidado para no dafiar los cristales formados y se agrego
a cada pozo 100 ul de isopropanol frio para disolver los cristales en agitacién constante.
Finalmente las muestras se analizaron en un lector de placas de BIO RAD 680 a una
longitud de onda de 490 nm. (Nufiez, 2013)
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Figura 8. Representacién de la organizacion para la prueba de Viabilidad celular. Se utilizaron dos
filas para evaluar MDA-MB-231 y dos filas para cada clona, (MDA-MB-231-shRNAcdh11l, MDA-MB-
231-shRNAiso y MDA-MB-231-shRNAcdh11/iso).
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6. Resultados

6.1 Evaluacion de la presencia de cadherina 11 y cadherina E en células MDA-
MB-231 y HaCat, mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

En cajas de 96 pozos, se colocaron 1000 células para obtener confluencia baja, 3000
células para confluencia media y 9000 células para confluencia alta, todas las células

alcanzaron la confluencia deseada después de 48 horas de incubacion.

Se analizé la presencia de receptores de membrana de cadherina 11 y cadherina E en
diferentes confluencias tanto en células MDA-MB-231 como en HaCat. Se observé que
ambos receptores se encuentran en las dos lineas celulares independientemente de la
confluencia y que la cantidad de receptores detectados si es dependiente de la

confluencia, a mayor confluencia, mayor deteccién de receptores.

En células MDA-MB-231 se detecté mayor presencia de receptores de cadherina 11
comparado con los de cadherina E (Figura 9), de forma contraria, la linea celular HaCat
presentd elevadas cantidades de receptores de cadherina E comparados con los

obtenidos para cadherina 11 (Figura 10).
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Figura 9. Deteccion de receptores de cadherina 11 y cadherina E en células MDA-MB-231 a
diferentes confluencias. Fotografias representativas de la deteccién de cadherina 11 en
confluencia baja (A), confluencia media (C) y confluencia alta (E). De igual forma, la deteccion de
cadherina E en confluencia baja (B), confluencia media (D) y confluencia alta (F).
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Figura 10. Deteccién de receptores de caherina 11 y cadherina E en células HCat a diferentes
confluencias. Fotografias representativas de la deteccién de cadherina E a confluencia baja (A),

confluencia media (C) y confluencia alta (E). De igual forma, la deteccién de cadherina 11 en
confluencia baja (B), confluencia media (D) y confluencia alta (F).




37
Se fotografiaron cada uno de los pozos y se cuantificaron las células marcadas con
anticuerpos anti cadherina 11 y anti cadherina E, con la finalidad de obtener un
panorama de la distribuciébn de receptores cadherina en ambas lineas celulares y

determinar si existia un patrén entre la cantidad de éstos y la confluencia.

En las células MDA-MB-231 se observd que en confluencia baja y alta, cadherina 11
presenta el doble de receptores que los de cadherina E, en el caso de confluencia
media, cadherina 11 se encuentra tres veces mas que cadherina E. Por el contrario, en
células HaCat se detecto el doble de receptores de cadherina E que de cadherina 11 en

todas las confluencias (Figura 11).
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Figura 11. Comparacién del numero de células marcadas con anticuerpos anti cadherinas a
diferente confluencia en células MDA-MB-231 y HaCat. Se muestran dos histogramas donde se
observa la cantidad de células MDA-MB-231 (A) y HaCat (B), que presentan cadherina 11 y
cadherina E, a baja, media y alta confluencia. Media + EE. * < 0.05, T student pareada.

6.2 Disefio y construccion de RNAI
6.2.1 Transformacién de E. Coli DH5a por choque térmico

Con el fin de verificar que la ligacion del plasmido con el inserto de interés y el
fragmento de GFP, al igual que el plasmido pSilencer control negativo se encontrara en
buenas condiciones, se transformaron células competentes E. coli DH5a. Se obtuvieron

cajas de LB Miller-amp*® con un nimero considerable de colonias para las muestras
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PDG585 (P1), pSilencer C-, pSilencer cadherina 11 (shRNAwt), p Silencer cadherina 11
isoforma (shRNAiso), pSilencer cadherina 11/cadherina 11 isoforma (ShRNAwt/iso) y
pSilencer GFP (Figura 12 A). Una caja LB Miller-Amp'® con tan solo 5 colonias
resultado del plasmido mas ligasa, sin inserto. Y una caja mas sin colonias, resultado de

un buen control negativo.

Todas aquellas bacterias que crecieron bajo dichas condiciones, indicaban resistencia a
ampicilina, la cual habia sido conferida por la adquisicién del plasmido pSilencer 2.1-U6
Hygro o PDG585 durante la transformacion. Para mantener un resguardo de las células
resistentes se seleccionaron colonias aleatoriamente y se sembraron en cajas LB

Miller-Amp*® como se observa en la Figura 12 B.

6.2.2 Extraccion de DNAp

Ademéas del resguardo que se hizo en medio solido, se crecieron colonias
aleatoriamente de pSilencer H, 1ISO, WT, pSilencer GFP, pSilencer C- y colonias de
PDG585 en medio liquido LB Miller-Amp*® para posteriormente hacer una extraccion
de DNAp y recuperar la mayor cantidad posible de plasmido, en el caso de pSilencer
para su futuro uso en la transfeccion de células MDA-MB-231.

A

Figura 12. Transformantes con pSilencer 2.1-U6 hygro. En la fotografia A se muestran las colonias
de la muestra pSilencer C- crecidas en agar LB Miller-Amploo. Y en la fotografia B se observa la
resiembra de las colonias que lograron adquirir el vector de expresién, para su resguardo.
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En la Figura 13 se muestran un gel de agarosa al 1.2 % donde se evalu6 el material
obtenido de la extraccion de DNAp y una tabla que indica la muestra que contiene cada
carril en el gel. El peso del plasmido PDG585 es de 8,000 pb aproximadamente y se
ubica en el carril 1. El peso del plasmido pSilencer 2.1-U6 es de 5000 pb
aproximadamente y se ubican del carril 2 al 6 en el orden que se describe en la Figura
13.

Carril Muestra
1 PDG585
pSilencer H

pSilencer ISO
pSilencer WT
pSilencer GFP

D g B~ WDN

pSilencer C-

Figura 13. Evaluacién de DNAp en gel de agarosa. Se muestra el orden en el que se cargaron las
muestras en el gel y el bandeo obtenido en cada carril.

Aunado a esto, en la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos a partir de la
extraccion del DNAp de colonias que crecieron al transformarse con plasmido y ligasa

en ausencia de inserto.

La falta de DNAp en éstas muestran sugieren que algunos plasmidos lograron cerrarse
en presencia de ligasa otorgando de ésta manera la resistencia a ampicilina de las
pocas células transformadas y durante el proceso de extraccion se pierde al ser

linearizado.
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pSilencer 2.1-U6 Hygro
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Figura 14. Evaluacion de DNAp en ausencia de inserto en geles de agarosa. En la imagen A se
muestra el mapa del pldsmido de interés sin el inserto de cDNA, entre lineas de color rojo se
delimita el espacio donde normalmente se hace la ligacién de los oligonucleétidos que serviran de
base para la transcripcion de shRNA. En laimagen B se muestra la fotografia resultante del gel de
agarosa, en el carril 1 DNA comparativo del plasmido PDG585, carril 2 y 3 muestra sin inserto,
carril 4 PDG585, en el carril 5y6 muestra sin inserto, finalmente en el carril 7 muestra con inserto.

6.2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se amplificé un fragmento de 661 pb que incluye el fragmento de interés, en la Figura
15 A se muestra el mapa del plasmido pSilencer 2.1-U6 hygro en el cual se resalta con

azul la zona de amplificacién y con flecha roja se indica el sitio donde debe encontrarse
la ligacion de los oligonucleétidos para shRNA.

Todas las muestras analizadas amplificaron un fragmento por encima de los 600 pb. Del

carril 1 al 6 se observan las muestras de H, ISO, WT, GFP, pSilencerC- y PDG585,
respectivamente (Figura 15 B).
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Figura 15. Fragmentos amplificados en la PCR. En A se muestra el mapa del plasmido pSilencer
2.1-U6 hygro. En B se observa la fotografia del gel de agarosa, con la amplificacion de un
fragmento superior a 600 pb para todas las muestras, la amplificacién del plasmido PDG585 fue
utilizado como control negativo.

6.2.4 Digestion con las enzimas de restriccion Bam HI y Hind I

En la Figura 16 A se ilustra el fragmento de 661 pb que se obtiene de la amplificacion
por PCR, con lineas rojas se delimitan las tres secciones que se obtienen al digerir la

muestra y se observa el nimero de bases que constituye a cada una.

La fotografia que se observa en la Figura 16 B muestra el resultado de la digestion de

shRNAwt/iso, shRNAiso, shRNAwt y pSilencerC- con una o ambas enzimas.

A B
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200ph

100pb 2

Figura 16. Digestion del plasmido pSilencer 2.1-U6 hygro con las enzimas de restriccion Bam Hl y
Hind Ill. En A se muestra la representacion del fragmento amplificado por la PCR donde se indican
los sitios de corte de cada enzima y el numero de pares de bases que conforma cada segmento.
En B se muestra del carril 2 al 4 la muestra shRNAwt/iso, de 5 al 7 la muestra shRNAiso, del 8 al 10
la muestra shRNAwt, del 11 al 13 pSilencerC- y del 14 al 16 un control negativo. Las muestras de
los carriles 2, 5, 8, 11 y 14 fueron tratadas con la enzima Bam HI, las muestras de los carriles 3, 6,
9, 12 y 15 fueron tratadas con la enzima Hind lll, las muestras de los carriles 4, 7, 10, 13 y 16
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fueron tratadas con ambas enzimas. El corte realizado con la enzima Bam HI da como resultado
dos frangmentos, uno de 361 pb y otro de 300 pb. La enzima Hind Ill proporcion6 dos fragmentos,
unos de 238 pb y otro de 423 pb. El corte realizado por ambas enzimas mostré tres fragmentos,
uno de 238 pb, otro de 361 pb y uno muy pequefio de 62 pb, con el cual se obtuvo una banda muy
tenue y es sefialada con la flecha roja.

6.2.5 Secuenciacion

La secuenciacion presentd ciertos inconvenientes, debido a que en los resultados
entregados por la empresa SEQXCELL reportaban secuencias incompletas, a la
formacion de estructuras secundarias durante la secuenciacion, lo que se atribuy6 a la
formacion de la horquilla del shRNA. Sélo se obtuvieron de manera completa dos
secuencias que pertenecen al sShRNAH y al shRNAGFP, las cuales fueron alineadas
con los nucleotidos de la secuencia sentido de la estructura del sShRNA de interés en el
programa Clustal W2, como se muestra en la Figura 17. A pesar de éstos detalles, los
resultados obtenidos por la PCR, los cortes con enzimas de restriccion y posteriormente
la transfeccion, nos indican que todas las clonas seleccionadas para los experimentos

contaban con el inserto de interés.

H TCACGACGTTGTAARACGACGGCCAGTGCCAAGCTTTTCCAARARACTGCCGAAACTTTG 240

ShRNA =~ e CTGCCGRAAACTTTG 14
EE R A S S S SRR R

H GTGGGICTCTTGAACCCACCAAAGTTTCGGCAGCGGGATCCCGCGTCCTTICCACAAGAT 300

ShRNA BTGGEE === === === == 19

* ok ko

GFP CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAARACGACGGCCAGTGCCARGCTTTTCCARA 120

SARNA ~  =mmmmmmmmm e e

GFP ARGGTTATGTACAGGAACGCA 141

ShRNA --GGTTATGTACAGGAACGCA 19

RS S RS SRS SRR SRS

Figura 17. Secuenciacion. Se muestra la alineacién de una parte de la secuenciacion junto con los
nucleétidos que conforman la secuencia sentido de la shRNA. En A se muestra la alineacion del
shRNAH y en B se observa el sShRNAGFP.
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6.3 Transfeccién de células MDA-MB-231 con los diferentes shRNA’s

6.3.1 Determinacion de cantidad 6ptima de células MDA-MB-231 para transfeccion

y concentracion éptima de higromicina como antibidtico de seleccién.

Después de cultivar diferentes cantidades de células, 60 000, 80 000, 100 000, 150
000, 200 000, 300 000 en cajas de 6 pozos, se observo que 100 000 células es la
cantidad adecuada para llevar a cabo la transfeccion, de igual manera, después de
mantener las células durante 14 dias con higromicina a concentraciones de 300 pg/ml,
400 pg/ml y 500 pg/ml, 600 ug/ml, 700 pg/ml, 800 ug/ml, 900 ug/ml y 950 ug/ml, se
determind que la concentracion Optima para seleccionar clonas transfectadas con

higromicina es de 950 ug/ml. En la Figura 18 se observa como con el paso de los dias

las células se van despegando y deformando en presencia de higromicina.

Figura 18. Concentracion 6ptima de higromicina para seleccionar clonas post transfeccion.
Fotografias con objetivo 4x, de las células que se mantuvieron con 950 pg/ul de higromicina. En A
se observan las células control, las cuales permanecieron durante 14 dias con re cambio de medio
y sin antibidtico de seleccién, en B se muestra las células después de 8 dias con higromicina, en
C se aprecian las células a los 10 dias de seleccioén, la fotografia D corresponde a las células
después de 12 dias con antibi6tico de seleccion y finalmente en E se muestra la ausencia de
células después de 14 dias con higromicina.
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6.3.2 Transfeccidén

Después de la transfeccion, las células se mantuvieron con antibidtico de seleccion
durante 3 semanas, las células no transfectadas y sin antibidtico, presentaron un
crecimiento normal, manteniendo la morfologia caracteristica y una rapida proliferacion
como se observa en la Figura 19 A, B y C. Las células sin transfectar y con antibidtico,

crecieron lentamente durante un par de dias y posteriormente con el paso del tiempo se

deformaron y despegaron, perdiéndose en cada lavado, como se aprecia en la Figura
19D,EyF.

Figura 19. Crecimiento de células MDA-MB-231 en experimento post transfeccion. En A, By C se
muestran las células no transfectadas y sin antibiético de resistencia, al dia 0, dia 4 y a la tercera
semana, respectivamente. Las células permanecieron adheridas con su caracteristica morfologia
alargada y crecimiento disperso. En D, E y F se observan las células sin transfectar y con
higromicina, a los 10 dias, 12 dias y 14 dias, respectivamente. Las células se alargaron hasta
parecer hilos como se muestra con la flecha blanca en la fotografia D, otras se fragmentaban y
despegaban, permaneciendo flotando en el medio hasta perderse durante los re cambios de
medio.

Las células que fueron transfectadas y que se mantuvieron con higromicina durante tres
semanas, presentaron un comportamiento similar al de aquellas células no
transfectadas y mantenidas con antibiético, la diferencia fue que a partir de la tercer
semana se comenzaron a observar pequefios cumulos de células en monocapa que
formaban circulos (Figura 20 A), dichas células no presentaron deformaciones y

permanecieron adheridas, con el tiempo los circulos fueron aumentando su diametro
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lentamente, hasta unirse entre ellos (Figura 20 B), perdiendo su crecimiento disperso
caracteristico (Figura 20 C), pero adquiriendo cierto parecido al particular crecimiento
de células HaCat (Figura 20 D y E). Las células MDA-MB-231 shRNAwt y MDA-MB-231
shRNAiso lograron alcanzar una confluencia del 90% 33 dias después de la
transfeccion, bajo condiciones rutinarias y con re cambio de medio con higromicina. Las
células MDA-MB-231 shRNAwt/iso alcanzaron una confluencia del 90 % 48 dias
después de la transfeccion.

A B C

oo . ———

Figura 20. Transfeccion de células MDA-MB-231. En A se observan las células
transfectadas después de 3 semanas con higromicina, comenzando a formar una
monocapa en forma de circulo, la cual crecié conservando la monocapa esférica,
hasta toparse con otras monocapas, como se aprecia en la imagen B, perdiendo
su caracteristico crecimiento disperso como se observa en C con células MDA-
MB-231 sin transfectar. En D y E se muestra la forma caracteristica en la que
crece HaCat, siendo muy similar al comportamiento que adquirieron las células
transfectadas.

Aunado a esto, con la transfeccion las células presentaron cambios morfoldgicos, los
cuales se apreciaron al formarse las monocapas, las células crecieron muy pegadas
unas con otras, como si estuvieran comprimidas, perdiendo su forma alargada y

mostrandose mas circulares (Figura 21 B), muy parecido al crecimiento caracteristico
de las células HaCat (Figura 21 C).
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Figura 21. Pérdida de morfologia en células MDA-MB-231 transfectadas. En A se observan células
MDA-MB-231 sin transfectar. En B se aprecian células transfectadas y en C se muestran células
HaCat.

Cuando las células alcanzaron el 90 % de confluencia, fueron disociadas con tripsina
para preparar experimentos. Con las células restantes se hicieron sub cultivos, en el
caso de las células con shRNA wt o shRNA iso, permanecieron 24 horas sin
higromicina para que las células se adhirieran correctamente, posteriormente
permanecieron bajo condiciones rutinarias y se observd que obtuvieron el 90% de
confluencia en menor tiempo, al hacer el segundo sub cultivo, las células comenzaron a
perder adherencia y presentaron una morfologia alargada como hilos, lo cual nos indico
la pérdida de los plasmidos. En el caso de las células transfectadas con shRNAwt/iso,
en el primer sub cultivo se utilizaron 12 pl de higromicina (50 mg/ml) en un volumen
total de 3 ml de medio suplementado, con la finalidad de mantener el plasmido dentro

de la célula y la adhesién de las mismas.

6.3.3 Deteccion de receptores de membrana. Inmunofluorescencia indirecta

Con la finalidad de verificar y fortalecer las observaciones resultantes de la transfeccion
y analizar la disminucién de la traduccién de receptores cadherina 11 provocada por la
interferencia de los diferentes plasmidos, asi como el comportamiento de cadherina E
en ausencia o baja de cadherina 11, a todas las células se les aplico

inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti cadherina 11 y anti cadherina E.

En la Figura 22 se muestran fotografias que representan la presencia tanto de

cadherina 11 como de cadherina E en células transfectadas con shRNAwt, donde
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permanece intacta cadherina 11 isoforma. Se observa que la cantidad de receptores de

cadherina 11 es menor comparados con los de cadherina E.

En la Figura 23 se muestran las fotografias representativas de células transfectadas
con shRNAiso, donde permanece intacta cadherina 11 wt, marcadas con anticuerpos
para cadherinas E y 11. Se puede apreciar que cadherina 11 nuevamente presenta una
considerable disminucién comparada con los resultados obtenidos para cadherina E.

En la Figura 24 se muestran fotografias representativas de la presencia de las
cadherinas E y 11 en células transfectadas con shRNAwt/iso. Se aprecia que a pesar
de estar interfiriendo la traduccién de cadherina 11 y de su isoforma, se detecta baja

concentracion de las mismas, comparada con las células sin transfectar.

Tanto en la Figura 22, 23 y 24, se aprecia un aumento en la deteccion de cadherina E,
comparando lo encontrado en células MDA-MB-231, sin transfeccién, como se mostro

en la Seccion 6.1
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Figura 22. Deteccidon de receptores de cadherina 11 y cadherina E en células MDA-MB-231
transfectadas con shRNAwt a diferentes confluencias. Fotografias representativas de la deteccion

de cadherina 11 a confluencia baja (A), confluencia media (C) y confluencia alta (E). De igual
forma, la deteccion de cadherina E en confluencia baja (B), confluencia media (D) y confluencia

alta (F).
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Figura 23. Deteccidon de receptores de cadherina 11 y cadherina E en células MDA-MB-231
transfectadas con shRNAiso a diferentes confluencias. Fotografias representativas de la
deteccion de cadherina 11 a confluencia baja (A), confluencia media (C) y confluencia alta (E). De

igual forma, la deteccién de cadherina E en confluencia baja (B), confluencia media (D) y
confluencia alta (F).
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Figura 24. Deteccion de receptores de cadherina 11 y cadherina E en células MDA-MB-231
transfectadas con shRNAwt/iso a diferentes confluencias. Fotografias representativas de la
deteccion de cadherina 11 a confluencia baja (A), confluencia media (C) y confluencia alta (E). De
igual forma, la deteccion de cadherina E en confluencia baja (B), confluencia media (D) y
confluencia alta (F).

A partir de las imagenes obtenidas con la inmunofluorescencia indirecta en células
transfectadas MDA-MB-231 shRNAwt y shRNAiso, se obtuvo un histograma con el
namero de células marcadas con los diferentes anticuerpos en las tres confluencias
determinadas. Se observa la clara disminucion de cadherina 11 isoforma al bloquear la
traduccion de cadherina 11 wt (Figura 25) asi como de cadherina 11 wt al bloquear la

traduccién de cadherina 11 iso (Figura 26).
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En la Figura 27 se aprecia que a pesar de encontrar presencia de cadherina 11 se
encuentra disminuida.

Receptores de cadherinas en células MDA-MB-231 transfectadas shRNA wt
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Figura 25. Comparacion del numero de células marcadas con anticuerpos anti cadherinas a
diferente confluencia en células MDA-MB-231 transfectadas con shRNAwt. Se muestra un
histograma donde se observa la cantidad de células MDA-MB-231 que presentan cadherina 11 en
el color oscuro y cadherina E en color claro, a baja, media y alta confluencia. Media + EE. * < 0.05,
T student pareada.

Receptores de cadherinas en células MDA-MB-231 transfectadas shRNA ISO

500 4

* B VDA T 11
BN VMDATE

400 -
300 A

200 A

L

Baja Media Alta

Numero de células

Confluencia celular

Figura 26. Comparacion del numero de células marcadas con anticuerpos anti cadherinas a
diferente confluencia en células MDA-MB-231 transfectadas con shRNAiso. Se muestra un
histograma donde se observa la cantidad de células MDA-MB-231 que presentan cadherina 11 en
el color oscuro y cadherina E en color claro, a baja, media y alta confluencia. Media + EE. * < 0.05,
T student pareada.
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Receptores de cadherinas en células MDA-MB-231
transfectadas shRNAwt/iso
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Figura 27. Comparacion del numero de células marcadas con anticuerpos anti cadherinas a
diferente confluencia en células MDA-MB-231 transfectadas con shRNAwt/iso. Se muestra un
histograma donde se observa la cantidad de células MDA-MB-231 que presentan cadherina 11 en
color café y cadherina E en color naranja, a baja, media y alta confluencia. Media + EE. * < 0.05, T
student pareada.

En la Tabla 8 se muestra un panorama general del nimero de células marcadas con
anticuerpo anti cadherina 11, de los histogramas de las Figuras 11 A, 25, 26 y 27,
respectivamente. Donde se aprecia claramente la disminucion de cadherina 11 en las
tres confluencias, lo que nos indica que el disefio y construccién del RNAI fue exitoso.
En el caso de las células transfectadas con shRNAwt/iso donde se detectd cadherina
11 a pesar de que se esperaba ausencia de la misma, sugiere que tuvimos un
fenémeno de knockdown, donde Unicamente se logra disminuir la expresién genética,
por lo que sigue ocurriendo traduccion de cadherina 11.

Por otra parte se puede apreciar que las células con el plasmido shRNAwt presentan
mayor deteccion de cadherina 11, lo que podria indicar que cadherina 11 isoforma se

encuentra en mayor proporcion en la célula.

Tabla 8. NUmero de células marcadas con anticuerpo anti cadherina 11 en diferentes confluencias.

Numero de células
Cadherina 11
Confluencia celular | MDA-MB-231]MDA-MB-231 shRNAwt|MDA—MB-231 shRNAiso |MDA—MB-231 shRNAwt/iso
Baja I T 7 T 2 ]
veda [ 204 _____ 183 ____ oo 2 _____ IR 2
Alta 1263 ! 367 | 27 ! 19
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En la Tabla 9 se muestra un panorama general del numero de células marcadas con

anticuerpo anti cadherina E, de los histogramas 11B, 25, 26 y 27, respectivamente.

Donde se puede apreciar que comparando los numero de las células MDA-MB-231, con
el de las células transfectadas, hubo un aumento considerable en la cantidad de
receptores de cadherina E post transfeccion. Lo que sugiere que el motivo por el cual
se observo un lento crecimiento y un cambio morfolégico en células transfectadas,
puede deberse a que cadherina E fue dominante y de esta forma las células

presentaban un comportamiento epitelial.

Tabla 9. NUmero de células marcadas con anticuerpo anti cadherina E en diferentes confluencias.

Numero de células
Cadherina E

Confluencia celular |[MDA-MB-231  [MDA-MB-231 shRNAwt [MDA-MB-231 shRNAiso | MDA-MB-231 shRNAwt/iso
Baja 30 | 93 | 73 | 36

| Ss Tttt T T T T T T T B P B

Media —_— - dem o N Ao L
Alta 630 ! 328 ! 367 ! 913

6.4 Evaluacion de los efectos de RNAI en presencia de proteinas Cry
6.4.1 Viabilidad celular

En el ensayo de viabilidad se utiliz6 el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol o MTT, el cual es transformado a formazan por medio de la enzima
succinato deshidrogenasa que se encuentra en la mitocondria, el formazan se presenta
en cristales de color parpura, por lo que los pozos con células vivas presentan dicha

tonalidad. De esta manera entre mas células vivas, mayor intensidad en el color.

Las células evaluadas, se dividieron en 4 grupos, MDA-MB-231 sin transfectar, MDA-
MB-231 transfectada con shRNAiso, donde se bloquea cadherina 11 isoforma y
permanece cadherina 11 wt, MDA-MB-231 transfectada con shRNAwt, donde se
bloquea cadherina 11 wt y permanece cadherina 11 iso y MDA-MB-231 transfectada

con shRNAwt/iso donde se bloquean ambos receptores (Figura 28).
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Figura 28. Representacion de la célula MDA-MB-231 y cadherina 11 post transfeccién. En A se
ejemplifica MDA-MB-231 sin transfectar, presentando ambos receptores en la membrana. En B se
muestra una célula transfectada con shRNAiso, mostrando en membrana cadherina 11 wt. En C se
observa una transfeccion con shRNAwt, mostrando en membrana cadherina 11 iso. En D se
encuentra una célula transfectada con shRNAwt/iso, provocando ausencia de cadherina 11.

El lector de placas proporciono la absorbancia de cada pozo evaluado y se obtuvo el
promedio de las réplicas para las células con proteina, los controles y el blanco de cada
grupo de células. El dato obtenido para el control negativo fue considerado como la
maxima absorbancia, partiendo de eso, se obtuvo el porcentaje de muerte para las
células que fueron incubadas con proteina cry (Tabla 10). EIl dimetil sulfoxido o DMSO

es toxico para las células, por lo que fue utilizado como control positivo.

A B C
Proteina | Control Proteina
negativo | o muerte
oD oD
MDA-MB-231 0.333 0.53 37
MDA-MB-231
ShRNAWt 0.308 0.408 24
MDA-MB-231
ShRNAiso 0.272 0.333 18
MDA-MB-231
ShRNAWt/iso 0.262 0.485 45

Tabla 10. Viabilidad y porcentajes de muerte de MDA-MB-231 post transfeccidon en presencia de
proteina cry. De la columna A y B se muestran los promedios de absorbancia de las células con
proteina cry y el control negativo, de los cuatro grupos evaluados. En la columna C se observa el
porcentaje de muerte con el uso de proteina cry.

El control negativo para los 4 grupos contenia células con medio, las cuales no fueron
sometidas a ningun tratamiento, por lo que su absorbancia fue considerada el 100% de

viabilidad de cada grupo. El ensayo comenzé con el mismo numero de células para
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todos los grupos, después de 48 horas observamos diferentes absorbancias en los
controles negativos, lo que nos indica que el crecimiento entre las células de cada

grupo fue diferente.

Se aprecia que para las células MDA-MB-231 se obtuvo 0.53 nm en el control negativo
como su absorbancia maxima, para MDA-MB-231 shRNAwt 0.408 nm, para MDA-MB-
231 shRNAiso 0.333nm y para MDA-MB-231 shRNAwt/iso 0.485 nm. Es decir, las
células MDA-MB-231 shRNAiso fueron las que presentaron el menor crecimiento,

cerca de la mitad del acanzado por las MDA-MB-231.

Cuando las células fueron incubadas con proteina Cry, MDA-MB-231 shRNAwt/iso se
vio mas afectada, alcanzando un 45% de células muertas, por el contrario, MDA-MB-
231shRNAiso con cadherina 11 wt intacta presenta menos dafio con tan sélo el 18% de
células muertas. Por otro lado, las células con shRNAwt con cadherina 11 iso intacta
presentaron un 24% de muerte, lo que sugiere que la proteina cry pudiera estar

relacionada en mayor proporcion con cadherina 11 iso.

Contrario a lo esperado, observamos que las células MDA-MB-231 shRNAwt/iso, a
pesar de que fueron las que tardaron 48 dias en alcanzar 90 % de confluencia en cajas
de cultivo celular de 6 pozos, crecieron a una velocidad similar a la de las células no

transfectadas MDA-MB-231 y presentaron el mayor porcentaje de muerte.
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7. Discusion

7.1 Generalidades

El diagndstico molecular en cdncer de mama se basa en tres pruebas estandares, las
cuales consisten en la deteccion de receptores de estrogeno (ER), receptores de
progesterona (PR) y receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2),
cuando estas pruebas son positivas, el cancer es tratado con diversos farmacos. En
ocasiones las pruebas de deteccidn para éstos receptores son negativas a pesar de la
existencia de céancer, cuando esto sucede se trata de un céancer triple negativo.
Alrededor del 10 al 20% de los casos de cancer de mama son considerados triple

negativo. Este tipo de cancer suele ser mas agresivo y facilita la metastasis.

Actualmente es tratado mediante quimioterapia y terapia de radiacion, por lo que el
interés por descubrir terapias alternativas y menos invasivas ha aumentado en

farmacéuticas y laboratorios de investigacion.

MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de mama con diagnéstico triple negativo,
por lo que conocer y comprender su funcionamiento es de vital importancia para

proponer y disefiar terapias dirigidas.

La propuesta de evaluar la posible participacion de cadherina 11, en el efecto
anticancerigeno logrado por la actividad de proteina Cry de Bacillus thuringiensis en
células MDA-MB-231, hizo destacar a cadherina 11 y proteina Cry como candidatos

para idear futuras terapias alternativas.

7.2 Evaluacién de la presencia de cadherina 11 y cadherina E en células MDA-MB-

231y HaCat mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

7.2.1 Estandarizacién de la técnica de inmunofluorescencia indirecta en cajas de

cultivo celular de 96 pozos

La técnica de inmunofluorescencia indirecta se realiza en portaobjetos, su metodologia

comienza disociando células mediante el uso de tripsina, para posteriormente adherirlas
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y fijarlas en portaobjetos e iniciar el experimento. El comportamiento de las células en
un experimento se puede ver afectado rdpidamente ya que depende del espacio
disponible para crecer, el estadio en el que se encuentren las células, los receptores de
membrana y la comunicacién que logren establecer con células vecinas. El uso de
tripsina justo antes de comenzar un experimento puede estar alterando el
comportamiento celular, por lo que es importante establecer una metodologia que nos
permita simular las condiciones que tienen las células in vivo, para minimizar
alteraciones en la célula y en su medio que puedan afectar la cantidad de receptores en

membrana Y el ciclo de la célula.

Por tal motivo, se propuso realizar la técnica de inmunofluorescencia indirecta en cajas
de cultivo celular de 96 pozos. Dicha técnica garantiza que las células presentaran un
comportamiento realista en diferentes confluencias, ya que permite homogenizar el
cultivo, al mantener a las células en condiciones rutinarias durante 48 horas previas al
experimento. Adicionalmente evita el uso de tripsina, debido a que las células se
encuentran adheridas en un espacio adecuado para llevar a cabo la metodologia y no

es necesario su re ubicacion.

7.2.2 Inmunofluorescencia indirecta

En éste trabajo se observdo que la confluencia celular favorece la deteccién de
receptores de cadherinas E y 11, es decir, a mayor confluencia celular se detecta
mayor proporcién de receptores. Ambas cadherinas se detectaron en células MDA-MB-
231 y células HaCat. La diferencia radica en que cada linea celular posee una
cadherina dominante en una proporcion 2:1, cadherina 11 en células MDA-MB-231 y
cadherina E en células HaCat. Lo que sugiere que aquella cadherina dominante
confiere el rasgo caracteristico a cada linea celular. Es decir, MDA-MB-231 presenta
mayor proporcion de cadherina 11, la cual es conocida por inducir proliferacion vy
migracion celular, generando células cancerosas muy agresivas. Por el contrario, Hacat
presenta mayor proporcion de cadherina E, la cual es conocida por brindar un fenotipo

epitelial.
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Vale la pena recordar que para que una ceélula crezca y sobreviva, no es suficiente la
presencia de nutrientes, sino también las sefiales quimicas provenientes de otras
células, generalmente de células vecinas. La mayoria de las moléculas de sefializacion
extracelular que afectan la division, el crecimiento y la supervivencia celulares son
proteinas solubles secretadas por otras células o proteinas unidas a receptores de
membrana en células aledafas. La integracion de las sefiales extracelulares permite
que un numero relativamente pequefio de moléculas sefializadores, utilizadas en
distintas combinaciones, ejerzan un control sutil y complejo sobre el comportamiento
celular (Karp, G. 2006).

Por lo cual, podemos inferir que la relacion entre confluencia celular y cantidad de
receptores de cadherinas detectadas en este trabajo, se debe a que la comunicacion
celular se ve limitada por el espacio disponible que tienen las células para crecer y la

distancia que hay entre ellas.

7.2.3 Evaluacién de cadherinas Ey 11 en células MDA-MB-231

Diversos autores han mencionado que la linea celular MDA-MB-231 Gnicamente cuenta
con cadherina 11 (Nieman et al.,, 1999; Pishvaian et al.,, 1999; Feltes et al.,, 2002;
Sarrio et al.,, 2009; Yong et al.,, 2011; Nufiez 2013). Contrario a lo anterior, en este
trabajo se demostré6 mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta que las

células MDA-MB-231 adicionalmente presentan cadherina E.

Dicho acontecimiento no es extrafio, ya que durante la metastasis las células tumorales
se convierten en células migratorias que durante la extravasacion al sitio secundario,
requieren reconocimiento de y adhesion a las células endoteliales vasculares, al igual
que la degradacion de la matriz, para lograr invadir el nuevo tejido u érgano. Para llevar
a cabo este proceso se necesita una transicion de células mesenquimales a células
epiteliales, donde se ven involucradas ciertas proteinas, tales como cadherinas Ey 11
(Chao et al., 2010; Gunasinghe et al., 2012).

Se han documentado casos donde describen sucesos similares, por ejemplo, Chao y

colabolarores en el 2010 inyectaron células MDA-MB-231 en mama de ratones
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desnudos, después de 30 dias los evaluaron y encontraron metastasis en pulmon con

deteccion positiva de cadherina E, a lo que denominaron re expresion de cadherina E.

Otro ejemplo, en 1993 analizaron tumores primarios de cancer colorectal y nédulos
metastasicos, observaron que en aquellos donde obtenian un resultado negativo en la
deteccion de cadherina E en tumor primario, era mas frecuente que tuvieran metéstasis
y que siguiera negativa la deteccién de cadherina E, aunado a eso encontraron que en
9 de 26 casos, a pesar de tener un tumor primario con deteccion de cadherina E
negativa, después de la metastasis el diagnostico se volvia positivo. Ellos lo atribuyeron
a que el tumor secundario pudo haber sido derivado de un tumor primario mal
diagnosticado (Dorudi et al., 1993).

Por lo anterior, se puede inferir que la existencia tanto de cadherinas epiteliales como
de mensenquimales en una célula cancerosa, es indispensables para cubrir sus

necesidades y asi poder seguir creciendo y haciendo metastasis.

Dicho proceso es muy similar al del desarrollo embrionario, conocido como transicion
epitelial o mesénquimal (EMT o MET), esencial para la gastrulacion, la formacion de la

cresta neural y el desarrollo de los 6rganos (Chao et al., 2010).

Por lo que se ha especulado que la EMT es el principal mecanismo para que las células
tumorales obtengan habilidad invasiva, permitiendo la separacion de las células del

tumor primario promoviendo su migracién (Sarrio et al., 2008; Trimboli et al., 2008).

La EMT puede estar controlada mediante la metilacibn de la region promotora de
cadherina E, debido a que en modelos experimentales donde se aplicd un tratamiento
de desmetilacion en células de cancer de mama y prostata, observaron reactivacion de
la expresion de VHL y pl6 que son genes supresores de tumores, de igual forma
encontraron una activacion de cadherina E en células Hs578 y MDA-MB-231 (Graff et
al., 1995).

Aunado a esto, en el afio 2006, Lombaerts y colaboradores hicieron un estudio donde

analizaron la expresion de cadherina E en 27 lineas de cancer de mama, sefalando
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que se han identificado proteinas represoras de cadherina E, entre las que se
encuentran SNAIL/SNAIL, ZFHX1B/SIP1, SNAI2/SLUG, TWIST1 y DeltaEF1. Al igual
que proteinas que promueven la sobre expresién de la misma, tales como AML1, p300
y HNF3. Sugiriendo también, que existe un control celular para poder hacer la transicion

EMT en donde no sélo intervienen las cadherinas, si no un grupo de genes.

Adicionalmente, evaluaron cadherina E en las diferentes lineas celulares de cancer de
mama, encontrando negativas a las células MDA-MB-231 mediante western blot, pero
positivas mediante citometria de flujo, por lo que concluyen que el promotor de
cadherina E es parcialemente metilado y posiblemente en éstas células el promotor sea
dinamico y reversible. (Figura 29) De igual forma se detectaron proteinas SNAI1 y
SNAI2, represoras de cadherina E.

Benton en 2009, publicé que un incremento en la concentracién de laminina 1 da como
resultado mayor adhesion celular y expresion de cadherina E, por lo que la sefiala como

un promotor de progresion tumorogénica.

Con base en lo anterior podemos inferir que para mantener el equilibrio entre
cadherinas E y 11, durante la transicion EMT, se ven involucrados diversos
mecanismos y que la relacion entre ambas proteinas es indispensable en células

cancerigenas.
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Figura 29. Cadherina E en células MDA-MB-231. En A se muestra el resultado del western blot para
detectar cadherina E en las diferentes lineas celulares de cancer de mama, en rojo se enmarca el
resultado negativo obtenido con células MDA-MB-231. En B, se aprecia la deteccién de cadherina
E por medio de citometria de flujo, en células Hs578T con resultado negativo, células MCF7 con
resultado positivo y células MDA-MB-231 con dos sub poblaciones, una carente de cadherina E y
otra débilmente positivo. Modificado de Lombaerts et al., 2006.
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7.2.4 Evaluacién de cadherinas Ey 11 en células HaCat

HaCat es una linea celular de queratinocitos humanos que fue inmortalizada con
poliomavirus SV40 encargado de suprimir la traduccion de p53 favoreciendo la
proliferacion, por lo tanto alteraron el crecimiento de éstas células y lograron conservar
su orden estructural in vitro y diferenciacion de tejido epidérmico cuando eran

trasplantadas en ratones desnudos (Boukamp et al.,, 1988).

HaCat tiene un crecimiento caracteristico de epitelio y cuenta en mayor proporcioén con
cadherina E (Furukawa et al., 1998, Hung et al., 2006). Adicionalmente se ha detectado
cadherina P y cadherina N, ésta Ultima asociada, al igual que cadherina 11, con células

mesenquimales (Maeda et al., 2006).

En el presente trabajo se logré detectar por primera vez cadherina 11 en células HaCat,

en menor proporcion que cadherina E.

En la Figura 11 B, se muestra el histograma con el nimero de células detectadas en
inmunofluorescencia indirecta y se aprecia que se mantiene un patron, en donde
cadherina E, supera por el doble a cadherina 11. Dicho patréon no se ve alterado por la
relacion que existe entre el numero de receptores de cadherinas y la confluencia

celular.

Observando la Figura 11 A, podemos apreciar que se presenta un patron similar en
células MDA-MB-231, pero de forma inversa, en donde cadherina E, se ve superada
por cadherina 11, lo que indica nuevamente, que la cadherina dominante otorga la

caracteristica epitelial o mesenquimal a la célula.

Maeda en el 2006 mostré que si a células de epidermis humana A431 que presentan
cadherinas E y P, le transfectan cadherina R, la cual es asociada con células
mesenquimales, provocan pérdida de cadherina E. Tal suceso lo atribuye a que existe
un reemplazo de cadherinas y por tal motivo la célula adquiere caracteristicas
mesenquimales. Otra explicacion podria ser que la invasion celular se correlaciona mas
con la expresion de cadherinas mesenquimales como cadherina N y cadherinall, que a
la falta de cadherina E. Nieman (1999)
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7.3 Transfeccion

Post transfeccion se observo que las células presentaron cambio de morfologia y
alteracion del crecimiento. Logrando cierto parecido al comportamiento de la linea

celular HaCat, la cual es conocida por tener cadherina E como receptor mayoritario.

Las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y BT-20 se caracterizan por presentar
cadherina E, tienen baja velocidad de invasion y presentan una morfologia tipo epitelial
(Figura 30 A y B). Similar a lo observado en las células MDA-MB-231 transfectadas, lo
que fortalece los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia indirecta. La célula
cuenta con ambas proteinas en membrana, al bloquear cadherina 11, cadherina E se

ve favorecida provocando que las células adquirieran morfologia epitelial (Figura 20 A).

Por el contrario, la linea celular de cancer de mama SUM1315 presenta cadherina P y
cadherina 11, alta velocidad de crecimiento y poca interaccion célula-célula (Figura 30
C), muy similar a MDA MB 231 (Figura 20 C).

P 0 N e S B s v
g CERBO

Figura 30. Morfologia de células con cadherinas Ey 11. Fotografias de tres tipicas lineas celulares
que presentan cadherina E (Ay B) y cadherinas Py 11 (C). (Nieman et al.,, 1999)

Las células transfectadas tardaron mas de un mes en alcanzar confluencia del 90 % en
un pozo de 35 mm, normalmente MDA-MB-231 logra el 90% de confluencia en 3 dias
en una caja de cultivo celular de 25 cm?. Entre los 3 grupos de células transfectadas
también hubo diferencias, se observdé que MDA-MB-231 shRNAwt crecié mas rapido
que MDA-MB-231 shRNAiso y MDA-MB-231 shRNAwt/iso, siendo ésta Ultima la méas
lenta.
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Aunado a esto, Assefnia (2013) interfirid la traduccion de cadherina 11 wt en células
MDA-MB-231, por medio de una transfeccion con un vector lentiviral. Obteniendo como
resultado cambio de morfologia como el descrito en el presente trabajo y alteracion en
el crecimiento, aproximadamente un mes en alcanzar confluencia deseada en pozos de

35 mm.

Lo que sugiere que la cadherina 11 es indispensable para la proliferacion y por lo tanto

es la responsable de la agresividad en esta linea celular.

Por otra parte, el dominio citoplasmatico de cadherina 11 interactda con (3 catenina, éste

a su vez con a catenina, la cual se une a la actina del citoesqueleto.

La B catenina ademas de participar en el complejo de adhesion, esta involucrada en la
transduccion de sefiales, para lograrlo debe traslocarse al nucleo, lo cual depende de
los niveles de proteina libre en citoplasma. Normalmente cuando B catenina no se
encuentra unida a cadherina es fosforilada por el complejo GSK/Apc para ser

degradada en proteosoma.

En células cancerigenas, el complejo de fosforilacion GSK/Apc se ve afectado, dando
como resultado una acumulacion de B catenina en citoplasma, lo cual favorece su
migracién al nucleo, donde se une a factores de transcripcion TCF/LEF, activando

genes como cmyc Yy ciclina D1, involucrados en proliferacion.

Podemos encontrar cadherina 11 wt en corazén, cerebro, placenta, pulmén y hueso, de
igual forma, cadherina 11 isoforma también es detectada pero en menor cantidad. A
ciencia cierta no se sabe cudl es el papel de la isoforma, se cree que esta involucrada
en la diferenciacién de osteoblastos y se encuentra en grandes cantidades en células
cancerigenas, por lo que se sugiere es la responsable del grado de agresividad en

dichas células (Kawaguchi et al., 1999, Kawczenski, 2008).

Es importante resaltar que cadherina 11 isoforma no cuenta con el dominio
citoplasmatico. En la Tabla 8 observamos que las células con el plasmido shRNAwt
presentan mayor deteccion de cadherina 11, lo que podria indicar que cadherina 11

isoforma se encuentra en mayor proporcién en la célula.
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Con base en lo anterior, se sugiere que la isoforma favorece la acumulacién de B
catenina en el citoplasma para mantener proliferacion constante. Al interferir la
traduccion de cadherina 11, este proceso se ve afectado y es por eso que disminuye la
velocidad de crecimiento en las células transfectadas.

7.4 Evaluacion de los efectos de RNAI en presencia de proteinas Cry

Se observaron diferentes velocidades de crecimiento entre los tres grupos de células
transfectadas. Cabe destacar que aquellas células transfectadas con shRNAwt y
cadherina isoforma intacta presentaron mayor crecimiento compradas con las células
transfectadas con shRNAiso, lo que concuerda con lo antes mencionado, la isoforma de
cadherina 11 favorece las condiciones de proliferacion al permitir la acumulacién de

catenina en citoplasma.

Las células con cadherina 11 isoforma intacta presentaron un 24% de muerte, por el
contrario, las células donde se interfirié la traduccion de cadherina 11 isoforma
presentaron un 18 % de muerte, lo que sugiere que la proteina Cry podria tener mayor
interaccion con cadherina 11 isoforma, que es precisamente la responsable de la

agresividad de ésta linea celular.

Por otro parte, Nufiez en el 2013, sefialé que la proteina Cry ademas de tener una
posible interaccién con los receptores de cadherina 11 en las células MDA-MB-231,

favorecia la formacion de un poro en membrana que conlleva a lisis celular.

En este trabajo se observo que post transfeccidn, la deteccidon de células marcadas con
anticuerpos anti cadherina 11 disminuyd considerablemente tanto en células con
shRNAwt como con shRNAIso, y casi en su totalidad en la doble mutante shRNAwt/iso,
sin embargo, la técnica de inmunofluorescencia indirecta no proporciona el nimero de

receptores que hay en cada célula.

Con base en lo anterior, se puede decir que el efecto de la proteina Cry observado en
células MDA-MB-231 shRNAwt/iso, puede ser originado por el aumento de proteina Cry
disponible en el medio, debido a la falta de receptores de cadherina 11. Por lo que se

sugiere que dicha proteina se acumula en membrana, provocando lisis celular, y es asi
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como incrementa el nimero de células muertas comparado con aquellas células no

transfectadas.

Las prueba de viabilidad celular se realizaron en confluencia alta, en la Tabla 8
podemos observar que en confluencia alta MDA-MB-231 shRNAwt/iso presento
disminucién de cadherina 11 y en la Tabla 9, podemos apreciar que en confluencia alta
MDA-MB-231 shRNAwt/iso presentd sobre expresion de cadherina E, comparando los

niveles detectados en células sin transfectar.

Por lo que se sugiere que el crecimiento que presentan las células MDA-MB-231

shRNAwt/iso puede ser atribuido a la sobre expresion de cadherina E.

Aunado a esto, Nufiez en el 2013 obtuvo resultados similares al realizar una prueba de
herida en placa con células MDA-MB-231 y HaCat en presencia de proteina Cry. La
técnica consiste en crear una brecha sobre una monocapa celular y tras un periodo de
tiempo observar si las células son capaces de proliferar y cerrar el espacio ocasionado
por la herida, a pesar de estar en presencia de proteinas Cry. Observé que aun en
presencia de la oncoproteina las células HaCat lograban proliferar y cerrar la herida en
un lapso de 48 horas (Figura 31). Concluyé que dicho fendmeno se debe a que la
proteina Cry no es afin al receptor de cadherina E y por lo tanto no altera su

crecimiento.

Con base en lo anterior, se infiere que el crecimiento observado en células MDA-MB-
231 shRNAwt/iso durante la prueba de viabilidad celular del presente trabajo, se debe a

gue la sobre expresion de cadherina E no se ve afectada por proteina cry.
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MDA-MB-231 HaCaT

48 hrs

Figura 31. Prueba de herida en placa con células MDA-MB-231 y HaCat. En las iméagenes
superiores se muestran las heridas (brechas) causadas en una monocapa de células MDA-MB-231
(izquierda) y de células HaCat (derecha). Se marca con rojo el espacio que separa a las células. En
las imagenes inferiores se aprecia que después de 48 horas las células HaCat han tenido mayor
proliferacion que las células MDA-MB-231. (Nufiez, 2013)
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Conclusiones

Mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta, se observdé que la confluencia
celular aumenta la densidad de receptores de cadherinas, tanto en células MDA-MB-
231 como en células HaCat.

De igual forma se determindé que las células MDA-MB-231 presentan receptores de
cadherinas E y 11, siendo los de cadherina 11 los que se encuentran en mayor
proporcién (2:1). De manera contraria, en células HaCat, se presentan receptores de
cadherinas E y 11, siendo los de cadherina E los que se encuentra en mayor proporcion
(2:1).

La técnica de transfeccion y las pruebas de viabilidad celular, permitieron establecer
que Cadherina 11 isoforma es la responsable de la proliferacion celular y agresividad en
células de cancer de mama MDA-MB-231.

Aunado a esto, se determiné que Cadherina 11 esta involucrada en la muerte de
células de cancer de mama MDA-MB-231, via sefializacibn cuando interviene la
proteina Cry de Bacillus thuringiensis. Asi como también esta involucrada en la muerte
de células de cancer de mama MDA-MB-231, via formacién de poro cuando interviene
la proteina Cry de Bacillus thuringiensis en altas concentraciones o cuando el receptor

de cadherina 11 no se encuentra presente.
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Perspectivas

En futuros experimentos, se puede disefiar un RNA de interferencia para cadherina E y
transfectar células MDA-MB-231 para evaluar su comportamiento en presencia de

proteina Cry de Bacillus Thuringiensis.

Con el objetivo de extender el conocimiento adquirido y fortalecer los resultados de este
trabajo, seria interesante probar proteina Cry de Bacillus Thuringiensis en células no

inmortalizadas y no tumorogénicas.

Para profundizar en el mecanismo de accion que existe entre la interaccion de proteina
Cry de Bacillus Thuringiensis y cadherina 11, se propone investigar vias de
sefalizacion como AKT y WNT en células transfectadas con los interferentes obtenidos

en este trabajo.
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Anexos

1.- Protocolos

I. Preparacion de células competentes

1.- Estriar E coli DH5a sobre una placa de agar LBM e incubar overnight a 37-C

2.- Sembrar una colonia aislada en 5ml de LBM liquido. Incubar overnight a 37-C y 250
rpm.

3.- Diluir el cultivo en LBM liquido 1:50 e incubar 37-C y 250 rpm hasta obtener una
ODgoonm de 0.4-0.5.

4.- Dividir los 50 ml en 2 tubos cénicos y centrifugar 10 minutos a 2500 rpm y 4-C.

5.- Desechar el sobrenadante, resuspender con 12.5 ml de CaCl; frio 200 mM y mezclar
suavemente.

6.- Incubar en hielo 20 minutos, centrifugar a 250 rpm durante 5 minutos y desechar el
sobrenadante.

7.- Resuspender con 2.5 ml de CaCl2 frio 100 mM y mezclar suavemente.

8.- Las células competentes se pueden utilizar de inmediato o almacenarlas en glicerol
al 15%.

II. Extraccion de DNA plasmidico

1.- Dividir los 3 ml de suspensién bacteriana en dos pases de 1.5 ml en un tubo
eppendorf y centrifugarlos a 14,000 rpm durante 1 minuto.

2. Decantar el sobrenadante y resuspender las células con 100 pl de la solucién 1 fria 'y
vortex.

3.- Agregar 150 pl de la solucidon 2, mezclar por inversion suavemente e incubar en
hielo durante 5 minutos.

4.- Adicionar 200 ul de la solucion 3, mezclar por inversion suavemente e incubar en
hielo durante 10 minutos.

5.- Centrifugar las muestras a 14,000 rpm durante 15 minutos.
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6.- Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo evitando tocar el precipitado. Centrifugar a
14,000 rpm durante 5 minutos y volver a separar el sobrenadante en otro tubo
nuevo. Agregar 4 ul de RNAsa e incubar a 37-C durante 15 minutos.

7.- Precipitar el DNA con 2 volimenes de etanol al 96% y mantener en congelador
durante 30 minutos. Invertir intermitentemente para mezclar.

8.- Centrifugar las muestras a 14,000 rpm durante 15 minutos.

9.- Decantar el sobrenadante, lavar el DNAp con 500 ul de etanol al 70% e invertir
varias veces.

10.-Centrifugar las muestras a 14,000 rpm durante 5 minutos y desechar el
sobrenadante. Dejar secar a temperatura ambiente no mas de 10 minutos.

11.- Resuspender en 80 pl de buffer TE o agua libre de nucleasas.

12.- Almacenar a -20-C.

NOTA: La preparacion de las soluciones utilizadas en dicho protocolo, se describen en

la seccion de Anexos, 2.-Medios y soluciones.

2.- Medios y soluciones

Medio LB Miller

Bacto-triptona 1%

Extracto de levadura 0.5%

NaCl 1%

Agar 1.5%

Solucién 1 para extraccion de DNAp

Preparar una solucién de 100 ml que contengan 5 ml de Tris-HCI 1M pH 8 y 2 ml de
EDTA 0.5M pHS8.

Solucidn 2 para extracciéon de DNAp

Preparar una solucion de 50 ml que contenga 5 ml de SDS al 10% y 1 ml de NaOH 10
N

Solucién 3 para extraccién de DNAp

Acetato de sodio o potasio 3 M pH 5.5



