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EFECTO DEL SISTEMA DE FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA
INSULINA EN LA EXPRESION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EN CELULAS DE
CANCER DE CUELLO UTERINO

EFFECT OF INSULIN — LIKE GROWTH FACTOR SYSTEM IN THE EXPRESSION OF
MEMBRANE PROTEINS IN CERVICAL CANCER CELLS

PALABRAS CLAVE
Cancer cervico-uterino, proteinas de membrana, invasion, electroforesis bidimensional,
GelLC - MS/MS

KEY WORDS
Cervical cancer, membrane proteins, invasion, bidimensional electrophoresis,
GeLC-MS/MS.

RESUMEN

En el mundo, el cancer de cuello uterino es considerado como la segunda causa de
muerte por cancer en mujeres, cerca del 80% de los casos reportados se presentan en
paises en via de desarrollo. La metastasis es la causa principal de muerte en la mayoria
de pacientes de cancer; este evento multi-pasos incluye degradacién de la matriz
extracelular, invasion local y angiogénesis. La motilidad celular depende de la respuesta
adaptativa al ambiente, determinada por elementos moleculares claves en la membrana
plasmatica y citoesqueleto, considerados importantes blancos terapéuticos. Mediante
ensayos funcionales fueron establecidos los potenciales invasivos de dos lineas celulares
de cancer de cervico-uterino, Hela, adenocarcinoma y C33-A epidermoide. Con el
objetivo de identificar cualquier asociacion existente entre la capacidad invasiva y los
perfiles protedmicos de membrana, fueron obtenidos extractos enriquecidos en proteinas
de membrana por biotinilacién de superficie celular. Las fracciones enriquecidas fueron

analizadas mediante electreforesis bidimensional y una estrategia multidimensional:



GeLC-MS/MS. Hela mostr6 un alto potencial invasivo respecto a C33-A. 56 proteinas
fueron identificadas en fracciones de alto peso molecular, 22 proteinas expresadas por
ambas lineas celulares, 34 y 22 proteinas expresadas exclusivamente por C33-A y Hela,
respectivamente. Proteinas expresadas por Hela, estuvieron asociadas con procesos de
motilidad celular, correlacionando con el comportamiento observado en los ensayos
funcionales. Las proteinas expresadas principalmente por C33-A estuvieron relacionadas
con regulacion del ciclo celular, metabolismo, respuesta a estrés y evasion de sistema
inmune. Estos resultados sugieren una relacién directa entre el potencial invasivo de

células de cancer cervico-uterino y la expresion de proteinas de membrana.

ABSTRACT

Worldwide, cervical cancer is the second bigger cause of female cancer mortality, however
nearly 80% of all reported cases come from developing countries. Metastasis is the
primary cause of death for most cancer patients; this multistep event includes extracellular
matrix degradation, local invasion and angiogenesis. To migrate, cells must modify its
shape and stiffness to interact with the surrounding tissue structures. Cellular motility
depends on the adaptive response to environment that extensively relies on key molecular
elements of the plasma membrane and cytoskeleton, and therefore usually considered as
tumor targets. Through Boyden modified chamber assays, it was established the invasive
potential of two cervical cancer cell lines, HelLa, an adenocarcinoma cell line; and C33-A a
epidermal cell line. In order to identify any association between invasiveness and
membrane related protein profile, an enriched protein membrane extract was obtained by
cell surface biotin labeling. Enriched fractions were analyzed by bidimensional
electrophoresis and a multidimensional approach: GeLC-MS/MS. HelLa shows a higher
invasive index respect to C33-A cells. It was identified 56 proteins in high molecular weight
fractions, 22 proteins were expressed in both cell lines, 34 and 22 proteins were
expressed only by C33-A and Hela, respectively. Differentially or exclusively expressed
proteins in HeLa are mainly involved in cytoskeleton remodeling and associated with cell
motility, according to the results in functional assays. These results suggest a direct
relationship of potential invasion of cervical cancer cells and expression profiles of

membrane proteins



JUSTIFICACION

El cancer de cuello uterino es el segundo tipo de cancer mas frecuente en mujeres,
siendo un problema de salud publica a nivel mundial, acentuado en paises en via de
desarrollo, donde se registra cerca del 80% de los casos reportados. La causa
principal de muerte en la mayoria de pacientes con cancer es la metastasis, proceso
multi-pasos que involucra eventos de degradacion de la matriz extracelular, migracion,
invasion local y angiogénesis. Para migrar, las células deben modificar su forma y
rigidez e interactuar con las estructuras de tejidos cercanos, en este proceso la
membrana celular y el citoesqueleto juegan un rol central. La expresion anormal de
proteinas de membrana, tiene un profundo significado, en cuanto determina por
ejemplo, diferencias fenotipicas y funcionales entre células normales y tumorales. De
hecho, el 70% de los blancos conocidos para medicamentos existentes corresponde a
proteinas de membrana. En consecuencia, definir proteomas de membrana es una
tarea capital para entender el rol de esta estructura celular en procesos biolégicos y su

posible papel como blancos de accién terapéutica.

En este trabajo se realizé un estudio comparativo funcional y proteémico de dos lineas
celulares de cancer cervical con tejido de origen e indice de invasiviad diferente: Hela,
linea de adenocarcinoma cervical infectada con VPH tipo 18, reportada como una
linea altamente invasiva y C33-A una linea de carcinoma cervical de morfologia
epitelial, poco invasiva, sin infeccién reportada por VPH. El estado funcional en la
célula se evalu6 en respuesta a estimulacion con los ligandos del sistema de factores
de crecimiento similares a la insulina, IGF, ampliamente relacionado con progresion
tumoral cervical. En concordancia con lo anterior, nuestros resultados indican que
particularmente IGF-Il promueve procesos de proliferacién, migracion e invasion en la
linea celular HeLa, en comparacion con la insulina y el IGF-I. Por su parte C33-A,

parece no responder a la estimulacion por parte del sistema IGF.



Las diferencias moleculares a nivel de membrana que podrian relacionarse con la
capacidad invasiva de las lineas celulares en estudio, se evaluaron mediante una
estrategia protedmica comparativa de fracciones enriquecidas en proteinas de
membrana usando separacion multidimensional (SDS-PAGE / cromatografia en fase
reversa) y electroforesis de dos dimensiones (2DE). En primer lugar se realizé una
caracterizaciéon 2DE en la expresion general de proteinas en comparacion con los
proteomas de fracciones enriquecidas en membrana de cada linea celular.
Posteriormente se realiz6 un andlisis multidimensional de las fracciones de mayor
peso molecular de los extractos enriquecidos en membrana, donde se identificaron 56
proteinas, de las cuales, 22 fueron expresadas por las dos lineas celulares, 24 y 22
proteinas fueron expresadas Unicamente por C33-A y Hela, respectivamente. El
andlisis bioinformatico de dichas proteinas, sugieren que las proteinas expresadas
exclusivamente por HelLa estan involucradas principalmente en remodelamiento de
citoesqueleto y asociadas con motilidad celular, de acuerdo a lo observado en los
ensayos funcionales. Adicionalmente, de manera interesante, se identificaron

marcadores tumorales reportados con anterioridad.

Dentro de las perspectivas mas importantes de este trabajo es la identificacién de
proteinas activadas por la estimulacién especifica por IGF-1l mediante el analisis de
fosfoproteomas de ambas lineas celulares. En este punto se avanzé en la obtencion
fosfoproteoma general de HelLa y C33-A estimulado con IGF-Il, los cuales fueron
marcados con SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture), una

aproximacion que permitira la cuantificacién de proteinas activadas.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es el segundo tipo de cancer mas frecuente en mujeres,
siendo un problema de salud publica a nivel mundial, acentuado en paises en via de
desarrollo. En el afio 2005, se registraron, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), mas de 500000 casos nuevos, de los cuales el 90% correspondia a
paises en desarrollo, en donde, para ese mismo afio, se registré el 95% de las 260000
defunciones causadas por esta enfermedad, convirtiendo al cancer de cuello uterino
en una de las amenazas mas graves para la vida de la mujer [1]. América Latina y el
Caribe tienen algunas de las tasas de incidencia y mortalidad por cancer cervical mas
altas del mundo, sélo superadas por las de Africa Oriental y Melanesia [2]. En
Colombia, el panorama no es alentador, este tipo de cancer representa la principal
causa de muerte por cancer en mujeres, dado que la deteccion de la enfermedad en

un alto porcentaje es logrado en estadios muy avanzados [3].

La causa subyacente primaria del cancer de cuello uterino es la infeccion por una o
varias cepas oncogénicas del virus del papiloma humano (VPH) [4-6], perteneciente a
la familia Papovaviridae. Un acumulado de 11 estudios caso-control desarrollados en 9
paises, coordinados por la International Agency for Research on Cancer (IARC),
identific6 ADN de VPH en 96,6% de los casos de cancer cervical y 15,6% de las
pacientes control [7-8]. Aproximadamente 40 distintos tipos de VPH han sido
caracterizados y relacionados con infeccibn del tracto genital. Estudios
epidemiolégicos sugieren que al menos 14 de ellos, denominados oncogénicos o de
alto riesgo estan asociados con la progresién de cancer cervical invasivo [9]. La
mayoria de estos VPH de alto riesgo estan filogenéticamente relacionados a los tipos
VPH16 (31, 33, 35, 52 y 58) o VPH18 (39, 45, 59 y 68) [10]. La mayoria de las
infecciones por el virus ceden espontdneamente; sin embargo si la infeccién es
persistente, puede desarrollarse un tumor premaligno, y éste sin un tratamiento

adecuado, puede transformarse en cancer. Dado que las lesiones precursoras
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causadas por el VPH normalmente tardan entre 10 y 20 afios en convertirse en un
cancer invasivo, los casos de cancer cervical pueden prevenirse mediante la deteccién

precoz y el tratamiento anticipado de las lesiones precancerosas[1].

La agresividad de un tipo dado de cancer esta determinada por su capacidad de
migrar e invadir barreras tisulares para colonizar otros sitios distantes a los de origen.
Este proceso, es denominado metastasis y es considerado como la principal causa de
muerte en pacientes con cancer. La metéastasis involucra una serie de pasos, entre los
que se encuentran la degradacién de la matriz extracelular (MEC), invasion local y
angiogénesis, fendbmenos en que la dinamica de la membrana plasmatica y el
remodelamiento del citoesqueleto juegan un rol fundamental[11]. La membrana celular
es central en procesos conducentes a metastasis dado que media la interaccién con
otras células y con la matriz extracelular, ademas de regular la sefializacion
intracelular por parte de mensajeros externos[12] como hormonas y factores de
crecimiento. En este punto, hace varios afios, se reconoce el papel de los factores de

crecimiento en carcinogénesis.

El sistema de sefalizacidén inducido por la familia de factores de crecimiento similares
a la insulina (IGF) es esencial en el crecimiento y diferenciacion de muchos tejidos,
ademas de estar implicado en varias condiciones patofisioldgicas; dentro de las cuales

existe una amplia evidencia de su vinculacién con la progresion tumorogénica [13].

El creciente interés en el estudio de los IGFs y su rol en el proceso de carcinogénesis,
se basa en la evidencia de que altas concentraciones de IGF-I estan asociadas con un
mayor riesgo de incidencia de cancer de seno, endometrial, préstata, colorectal y
pulmén. IGF-Il mas que IGF-I, parece jugar un papel significativo en el cancer cervical;
se sabe que la presencia de VPH esta asociada con elevados niveles del receptor de
crecimiento epidermal (EGF-R) e IGF-Il en células epiteliales cervicales, e IGF-II
circulante en mujeres con neoplasia intraepitelial cervical (CIN) [14]. Diversos
esfuerzos son dedicados a detectar y controlar el fenotipo metastatico; sin embargo, la
principal limitacion para su tratamiento es la heterogeneidad tumoral; esto se traduce
en el hecho de que la distribucién y activacion de los receptores de membrana que
median la respuesta a estimulos hormonales en la mayoria de tumores, cambie de un

tipo celular a otro, asi como la capacidad invasiva obtenida tras la estimulacién.

En este trabajo, se pretende identificar proteinas cuya expresion y/o activacion
diferencial a nivel de subproteoma de membrana y, fosfoproteoma inducido por la
participacion del sistema IGF, puedan jugar un rol central en la manifestacion del

12



fenotipo invasivo de dos lineas celulares derivadas de céncer cervical, cuyos grados
de invasividad in vitro son significativamente diferentes. La identificacion de estas
proteinas y sus redes de sefializacion tendrian un impacto en el entendimiento de los
mecanismos patolégicos, siendo un paso importante en la blsqueda de blancos de
accion terapéutica para la deteccion, control y/o tratamiento del proceso de metastasis.

13



1. MARCO TEORICO

1.1. CANCER Y CARCINOGENESIS

El cancer es una familia compleja de enfermedades causadas por defectos
moleculares en el funcionamiento celular. Esta caracterizado por un crecimiento
celular anormal resultado de multiples cambios en la expresién génica, que conducen,
en Ultimo término, a un desequilibrio del balance entre la proliferacion y muerte celular,
dando como resultado una poblacion de células con capacidad de invadir tejidos y

desplazarse a sitios distantes.

La carcinogénesis, proceso por el cual una célula normal se convierte en una célula
cancerosa, involucra mdultiples pasos. Para que una célula sufra mitogénesis, debe
recibir una sefial promotora de crecimiento proveniente del ambiente extracelular e
iniciar una cascada de eventos en la célula que conlleven a la activacion de la division
celular. Con pocas excepciones, la mayoria de poblaciones celulares en organismos
adultos, estan completamente diferenciadas y no proliferan mas. El cancer aparece
cuando una célula, por diversas razones, escapa del control normal al que esta

sometido su crecimiento y empieza a dividirse desordenadamente [15].

Por otro lado, en un tejido tumoral se desarrollan diversas subpoblaciones celulares
con diferente grado de diferenciacion, proliferacion, invasividad y potencial
metastasico, confiriéndole un caracter heterogéneo. Dichas subpoblaciones se van
adaptando a las condiciones cambiantes del medio ambiente (hipoxia, agentes
citotoxicos, radiacién) promoviendo un proceso de seleccion subclonal [16], los
subclones mas resistentes tendran mayores probabilidades de hacer metastasis a
o6rganos distantes del tumor primario mediante la formacibn de neovasos o

angiogénesis.

La heterogeneidad tumoral se debe fundamentalmente a la inestabilidad genética de
las células tumorales y a la seleccion secuencial de subpoblaciones con mutaciones
en elementos cruciales implicados en la reparacion del ADN, regulacién del ciclo

celular y apoptosis, entre otros.

14



1.1.1. Factores que promueven el crecimiento celular

La organizacion de las células en organismos multicelulares depende de sistemas
sofisticados de comunicacion. Durante el desarrollo y maduracién de un organismo,
las células deben ser capaces de identificar el momento adecuado para crecer,
dividirse, migrar, diferenciarse, sobrevivir o morir. Estos procesos estan controlados
por familias de factores de crecimiento, que se unen a receptores especificos sobre la
superficie de la célula blanco. Una vez activados, estos receptores inician vias de
sefializacion que determinan la respuesta de la célula. La activacion aberrante de una
0 mas de estas vias pueden conducir a division celular desordenada y posterior

formacién de un tumor.

Los factores extracelulares que estimulan el crecimiento incluyen factores de
naturaleza peptidica, tales como, factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que se unen a receptores tirosina quinasa
localizados sobre la superficie celular. Citoquinas, como la hormona de crecimiento,
interleuquinas y la prolactina, también se unen a receptores de superficie que en si
mismos no tienen actividad quinasa, pero son capaces de transducir sefales por
medio de su interaccidn con otras proteinas que tienen dicha actividad [15]. Otra clase
de factores de crecimiento son los que se unen a receptores transmembranales
acoplados a vias de sefalizacion intracelulares por medio de proteinas G
heterotriméricas [17]. Por ultimo, las hormonas esteroideas, como el estrogeno, se
unen a receptores ubicados tanto en membrana plasmatica, citosol y nlcleo. Todas las
clases de receptores son capaces de desencadenar cascadas de sefializacion que

culminan en actividad mitética o de proliferacién en la célula blanco.

Aungue como se presentd anteriormente, existen numerosos receptores de factores
de crecimiento, dos familias han emergido como promisorios blancos terapéuticos en
el tratamiento del cancer, la familia del receptor del factor de crecimiento epidermal
(EGFR) y los receptores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR).
Mientras EGFR y sus relacionados son expresados sobre células tumorales derivadas
de células epiteliales y contribuyen directamente al crecimiento celular del tumor, los
receptores de VEGF son expresados sobre células endoteliales que delimitan los
vasos sanguineos; éstos receptores contribuyen al crecimiento del tumor estimulando

el crecimiento vascular que es esencial para nutricion de la célula [15, 18].
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e Sistema de factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs)

El principal rol del eje IGF es la regulacion crecimiento tanto prenatal como postnatal
[19], y su desregulacion se ha relacionado con progresion tumoral. Algunos estudios
apuntan a que la sefializacién dirigida por insulina — IGF, conservada en levaduras,
gusanos, mosca de la fruta, ratones y humanos, esté relacionada con envejecimiento y
longevidad [20]. El sistema IGF esta constituido por los ligandos IGF (IGF-I e IGF-II),
receptores de superficie celular que median los efectos biolégicos de los IGFs,
incluyendo el receptor para IGF-1 (IGF-IR), receptor para IGF-Il y manosa-6-fosfato
(IGF-IIR/M-6-P), el receptor de insulina (IR) y receptores hibridos IGF-IR e IR, ademas
de seis proteinas de union a IGFs (IGFBPs).

IGF-I e IGF-Il comparten un 62% de homologia en la secuencia de aminoacidos y
presenta un 40% de homologia entre IGFs y proinsulina [21], ademas existen varias
lineas de evidencia que sugieren que estos ligandos presentan diferentes sitios de
union sobre IGF-IR [22].

IGF-IR es un receptor tipo tirosina quinasa que esta funcional y estructuralmente
relacionado al IR, compartiendo un 60% de homologia a nivel de secuencia primaria
[13, 22]. IGF-IR es sintetizado como una Unica cadena pre— propéptido con un péptido
sefal de 30 aminoacidos que es proteolizado después de la traduccion; el propéptido
es glicosilado, dimerizado y transportado al aparato de Golgi donde es procesado para
producir subunidades oy p[23]. Estds subunidades forman un tetrdmero
(B — o —a—P) unido por enlaces disulfuro, y luego es transportado a la membrana
celular [22].

IGF-Il se une con alta afinidad a IGF-IIR, receptor idéntico al de manosa—6-fosfato
(IGF-lIIR/manosa-6-fosfato), y cuya principal accién se asocia con endocitosis y trafico
intracelular de proteinas marcadas con manosa-6-fosfato (M-6-P) y se piensa tiene
una funcién importante en la regulacién de los niveles extracelulares de IGF-II

fomentando su internalizacion.

Tras la unién del ligando a IGF-IR, este es activado resultando en la autofosforilacion
de tirosinas del dominio citoplasmatico de la subunidad B. Una vez fosforilado, la
tirosina 950 en el dominio juxtamembranal, sirve como sitio de ensamblaje de
diferentes sustratos, incluyendo sustratos del receptor de insulina (IRS) 1 al 4 y la
proteina adaptadora Shc [24]. Estos sustratos permiten la traduccion de la sefial a

través de cascadas de fosforilacién. Por ejemplo, IRS-1 fosforilado puede activar la
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subunidad reguladora p85 la fosfatidilinositol -3 quinasa (PI3K) conduciendo a la
activacion de sustratos cascada abajo, incluyendo la p70 S6 quinasa y proteina B
guinasa (Akt) [22, 25]. A su vez, la fosforilacion de Akt, aumenta la sintesis de proteina
a través de la activacion de mTOR e induce los efectos antiapoptoticos de IGF-IR por
medio de la fosforilacion e inactivacién de Bad [26]. IRS-1 también estd implicado en
sefializacion a través de otras vias inducidas por otros factores de crecimiento,
citoquinas e integrinas por lo que puede estar involucrado en comunicacion con otros

sistemas de sefializacion [22].

En forma paralela a la sefalizacién conducida por PI3K, se realiza el reclutamiento de
la proteina Ras y activacion de la via Raf-1/MEK/ERK induciendo la transcripcion de

genes asociados con proliferacion, crecimiento y sobrevivencia celular por MAPK [22].

Una tercera via de sefalizacion ha sido identificada, especifica para IGF-I e
independiente de la actividad tirosina quinasa del receptor, mediante interaccion
directa entre su dominio C- terminal y la proteina adaptadora 14-3-3, la cual puede
interactuar con Raf, conduciendo a la activacion de la via MAPK y a la translocacion

mitocondrial de Raf con actividad antiapoptotica subsecuente[27].

Ademdas de estas vias principales también se encuentra fosforilacién directa de Janus
guinasas involucradas en sefializacibn mediada por citoquinas [22], activacion de
gquinasas de adhesion focal [28], de proto—oncogenes como c-Crkll y c-CrkL, que
pueden vincular a IGF-IR con sefializacion mediada por integrinas [29] y p130Cas y

paxilina relacionados con la regulacion de la motilidad y forma celular [28, 30].

La importancia relativa de estas vias en transformacién maligha es probablemente

dependiente de contexto celular y alin no ha sido completamente elucidada [22].

1.1.2 Mutacién de genes reguladores del crecimiento celular en cancer

En células tumorales, las moléculas encargadas de regular las vias de sefializacién
involucradas en el crecimiento frecuentemente se encuentran mutadas, dando como
resultado una sefal constante de “encendido” a la célula. Dichas moléculas pueden
ser positivas para la regulacién del crecimiento como oncogenes causantes de cancer,
0, negativas como genes supresores de tumor. Adicionalmente, las células tumorales
frecuentemente desarrollan sus propios mecanismos autocrinos promotores de
crecimiento. Un ejemplo de dicho mecanismo se encuentra en células tumorales de

seno, las cuales son capaces de producir el factor de crecimiento transformante alfa
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(TGF-a), que se une y activa el receptor de EGF, y desencadena vias mitéticas en la
célula [15].

1.1.3 Interacciones célula - célula

Asi como las células normales pueden responder mitogénicamente a sefiales de
células vecinas y forman monocapas cuando estan creciendo en cultivo, también
inhiben su crecimiento cuando entran en contacto con ellas, esta regulacion negativa
del crecimiento se da a través de la expresion en superficie celular de moléculas de
adhesion celular (CAMs) y caderinas. Las moléculas de caderina sobre células
adyacentes, se unen entre si de manera calcio — dependiente, evitando que la célula
entre en ciclo mitético. En contraste, se conoce que las células cancerosas, forman
focos, o acumulaciones apiladas de células en constante division; los focos aparecen
como resultado de la pérdida de la inhibicién por contacto. De igual forma, se ha
observado que se presenta sefializacion intracelular por medio de la familia de las
cateninas, las cuales unen a las caderinas con el citoesqueleto y a la maquinaria de
transcripcién. La regulacion negativa normalmente generada por la interaccion de

estas moléculas se pierde con frecuencia en células tumorales.

Por ejemplo, la expresién de la E—caderina se encuentra mutada, reducida o ausente
en una variedad de tumores humanos [31-33]. En sistemas de cultivo celular, la
pérdida del gen de la E-caderina conduce a la pérdida de contactos célula — célula e
incrementa la motilidad celular e invasividad [31]. La N-caderina expresada
normalmente sobre células mesenquimales facilita la union de las células tumorales al
estroma durante la invasion [34]. La fosforilacion aberrante de las cateninas puede
conducir a la pérdida de contactos propios célula — célula, lo que se piensa, es un
paso en la adquisicién de propiedades invasivas de las células cancerosas. Ademas,
se conoce que el gen supresor de tumor apc, mutado en cancer humano, se asocia
con B—catenina. Asi, la pérdida de estos genes supresores de tumor y sus apropiadas
interacciones con caderinas y cateninas permiten superar las restricciones impuestas

por la inhibicion por contacto, una marca distintiva de las células tumorales [15].

1.1.4 Interacciones célula — sustrato

Las sefales pro—crecimiento pueden recibirse también de la matriz extracelular.
Proteinas como fibronectina, componente de la matriz extracelular, se une a

receptores transmembranales heterodiméricos o receptores de integrina en la
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superficie celular. Estos receptores cooperan con receptores de factores de
crecimiento para desencadenar vias mitogénicas. Adicionalmente, isoformas
tumorales especificas y combinaciones Unicas de integrinas pueden estar presentes
en células tumorales, proporcionando vias alternativas para iniciar sefiales de

crecimiento [15, 35].
1.2 METASTASIS

La deteccion clinica mas temprana posible de una lesién maligna es lograda en cancer
in situ. Estos son pequefios tumores que se desarrollan en los tejidos y que pueden
usualmente descubrirse por medio de visualizacion endoscopica o directa; en éste
estado el tumor es avascular, es decir, no cuenta con un sistema vascular propio que
le permita obtener eficientemente oxigeno y nutrientes, éstos son adquiridos por
difusion, constituyendo una limitacion que resulta en un lento crecimiento tumoral,
permaneciendo latentes durante afios. Los eventos cruciales que desencadenan la
conversion de un tumor latente a un neoplasma invasivo de rapido crecimiento, adn no
son totalmente claros, sin embargo, se relacionan con vascularizacién estimulada por
factores angiogénicos tumorales. La vascularizacién contribuye a la progresion e
invasion del tumor al permitir su crecimiento mas rapido; el incremento de la
disponibilidad de nutrientes estimula la proliferacion celular favoreciendo el crecimiento
de células tumorales mas agresivas y la aparicion de subclones celulares con un
fenotipo maligno. Esto genera compresion local del tejido proximo, invasion a través de

la membrana basal y finalmente metastasis [36].
1.2.1 Eventos asociados a metastasis

La metastasis tumoral consiste en una serie de procesos biolégicos discretos que
permiten la movilidad de las células tumorales desde el neoplasma inicial hacia
lugares distantes. Las células del tumor primario deben invadir el tejido que le rodea,
entrar ya sea al torrente sanguineo o al linfatico, sobrevivir y eventualmente ser
retenidas en la circulacién, extravasar a un tejido, crecer y colonizar el nuevo sitio
[34].

1.2.1.1 Angiogénesis. El crecimiento tumoral y metastasis depende de la disponibilidad
de nutrientes, factores de crecimiento y oxigeno mas alla de los limites de la difusién,
la angiogénesis es la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura
preexistente y es estimulado por un interruptor angiogénico cuando el balance entre

factores inductores e inhibidores favorece la induccion [34, 37-38].
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La generacioén de nuevos vasos sanguineos por parte del tumor se realiza a partir de
capilares y vénulas del tejido invadido, mediante el incremento de la proliferacion de
células endoteliales; estas células estdn mas separadas si se comparan con un vaso
normal, lo que les permite ser mas permeables a proteinas plasméaticas y al paso de

células.

De esta forma, la angiogénesis es fundamental en el proceso de metastasis, no solo
para el soporte nutricional del tumor, sino también para permitir el paso de células
tumorales a otros tejidos. No obstante, la aparicion de neovasos también sucede en
procesos fisiol6gicos como en embriogénesis, los procesos de cicatrizacion y en
patologias benignas como la artritis reumatoide, la retinopatia diabética y la psoriasis
[39].

La extensién de la angiogénesis en tumores clinicos de pacientes es de gran impacto
prondstico en una gran variedad de tumores; lo anterior dado que tumores con un
mayor nimero de vasos correlaciona con mayores tasas de metastasis y un pronéstico

de supervivencia reducido [40].

1.2.1.2Invasién. La matriz extracelular, de la que hacen parte la membrana basal y el
estroma intersticial, mantiene la adhesion de las células y transmite sefales de
adhesion a través de receptores en la superficie celular. La membrana basal separa
las células epiteliales del estroma subyacente, de este modo provee la primera barrera
contra la invasién de crecimientos malignos. La destruccion de la membrana basal es
un prerrequisito para la diseminacion de células cancerosas y la pérdida de su
continuidad es el signo distinguible mas temprano de la invasién iniciando el proceso

metastasico.

La membrana basal esta compuesta de glicoproteinas colagenas y no colagenas, y
proteoglicanos. Las redes estan formadas por la organizacién de lamininas y colageno
IV; la entactina forma conexiones entre dos de estas redes. Proteoglicanos de sulfato
de heparan estan unidos a la membrana a través de interacciones con laminina. Otros
constituyentes de la matriz extracelular como tenascina, fibronectina y formas
variantes de la laminina aparecen en tumores y pueden afectar la progresion del

cancer [41].

Los cambios en la adherencia de las células tumorales a otras células y a la MEC, la
degradacion proteolitica del tejido proximo y motilidad impulsan fisicamente a la célula

tumoral a través del tejido. La adherencia de células tumorales a la MEC esta mediada
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por integrinas. Otros receptores tumorales para proteinas de la MEC incluyen CD44,
un receptor altamente polimérfico para hialurona, receptores de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y proteoglicanos de superficie [34].

Los mecanismos invasivos de células tumorales a través de barreras tisulares hacia
vasos linfaticos y sanguineos parecen involucrar mecanismos tanto mecénicos como

enzimaticos.

Cuando un tumor crece, la presion ejercida tiende a forzar a las células tumorales
entre los espacios intercelulares, sin embargo, esto no es suficiente para explicar la
invasion de barreras tisulares como la membrana basal; para que esto ocurra, se hace
necesaria una degradacion enzimatica. Por otro lado, es bien conocido que las células

tumorales secretan gran variedad de enzimas proteoliticas.

Existe una correlacion positiva entre la agresividad tumoral y los niveles de proteasas
para las cuatro clases conocidas: seril -, aspartil - , cisteil — y metalo proteasas [36,
41]. Por otra parte, un alto grado de degradacion de la matriz extracelular es
necesario para permitir el proceso invasivo de las células. Sin embargo, una
degradacién extrema conduciria a una pérdida total de la traccién celular lo que
imposibilitaria el movimiento celular. La maxima migracion es lograda con niveles
intermedios de adherencia, por lo que la actividad de enzimas proteoliticas es
finamente regulada a través de mecanismos como procesamiento proteolitico de
precursores, cascadas de proteasas y unién a inhibidores. Muchas de las proteasas
secretadas por tumores malignos exhiben una alta actividad catalitica para degradar
colageno IV lo que conduce a la penetracion del estroma. La protedlisis de laminina 5
o colageno IV por metaloproteasas expone sitios cripticos que promueven la migracion
celular [41].

¢ Metaloproteasas de matriz

El proceso de remodelacion fisiolégica normal, morfogénesis y reparacion de los
tejidos involucra una degradacion precisa de la MEC; dicha remodelacion también
ocurre en el curso de estados patolégicos como artritis, enfermedades
cardiovasculares y una amplia variedad de tipos de cancer [42]. Varios tipos de
enzimas estan asociadas con la degradacién de la MEC, pero el grupo mas
caracterizado es el de las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPSs),
endoproteasas dependientes de zinc [43]. Estas son sintetizadas en forma de pre—

proenzimas, las cuales presentan un péptido sefial removido durante la traduccion
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para generar proMMPs, los propéptidos presentan un motivo “interruptor de cisteina”,
en el cual un residuo de cisteina se coordina con el ion Zn** en el dominio catalitico,
manteniendo las proMMPs en un estado inactivo. De acuerdo, a la estructura y
preferencia por sustrato, las MMPs pueden ser clasificadas en colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas, MMPs tipo membrana y otras [42].

En particular, la gelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9) han sido
especialmente involucradas en invasion y angiogénesis tumoral, éstas proteinas
comparten una actividad proteolitica similar, degradando moléculas de MEC que
incluyen colagenos nativos tipo IV, V Xl, laminina y proteinas con centro de tipo

agrecano, proteoglicanos altamente glicosilados [22, 42].

La actividad catalitica de las MMPs se encuentra altamente controlada en diferentes
niveles: inicialmente su expresion es regulada a nivel transcripcional por una variedad
de factores de crecimiento, citoquinas y oncogenes; por otro lado, todas son
secretadas como zimdgenos y requieren de procesos de activacion distintos para ser
convertidas a su forma enzimaticamente activa. Adicionalmente, a nivel de proteina su
accién se encuentra regulada por una familia de inhibidores especificos llamados
inhibidores tisulares de metaloproteasas o TIMPs, los cuales estan

correspondientemente distribuidos en los diferentes tejidos [44-45].

Las MMPs pueden contribuir al crecimiento tisular no sélo por la degradacién de la
matriz extracelular, sino también, mediante la liberacién de factores de crecimiento,
como factor de crecimiento fibroblastico (FGF), EGF, TGF-B y VEGF, asociados a la
MEC vy la generacion de fragmentos bioactivos [42, 46]. Por ejemplo, MMP-9 moviliza
el factor VEGF [47] e hidroliza colageno tipo IV para generar tumstatina, un inhibidor

de angiogénesis [48].

La asociacion entre MMP-2 y MMP-9 con fenotipos invasivos es abundante en la
literatura. Por ejemplo, se ha reportado que la inhibicién de MMP-2 por TIMP-1 reduce
la invasion celular in vitro e in vivo [49]. Adenocarcinomas invasivos de colon,
estbmago, ovario y tiroides exhiben inmunoreactividad positiva para MMP-2, mientras
tejidos normales colorectal, mucosa gastrica y ovario muestran tincién reducida o
negativa [50-51]. Un delicado balance entre TIMPs y MMPs puede actuar como un
mecanismo de retroalimentacion de control negativo 0 positivo para regular

morfogénesis vascular e invasion [52].

22



Cuando se ha logrado la degradacién de una zona de la MEC, las células tumorales se
desplazan hacia ella por medio de pseudépodos, avanzando hacia los vasos
sanguineos y linfaticos, que finalmente, favoreceran el paso hacia otros tejidos. En
este proceso, como en otros que implican motilidad, intervienen tanto factores
derivados del huésped, entre ellos algunos pertenecientes al sistema del
complemento, péptidos del colageno y trombospondina, asi como factores
dependientes de las células tumorales, como por ejemplo el factor de motilidad
autocrino (AMF), el factor de dispersion y la bombesina [40].

1.2.1.3Circulacion y formacion de colonias secundarias. El torrente sanguineo es un
ambiente muy hostil para células tumorales dada la velocidad del flujo sanguineo, la
presencia de células inmunes y la pérdida de sustrato. La muerte provocada por la
pérdida del sustrato se conoce como anoikis [34], y se cree que contribuye a la baja
eficiencia de la metastasis. Mientras las células estan en el torrente sanguineo, la
expresion de multiples receptores tirosina quinasa y componentes de sefalizacion
conducentes a mecanismos invasivos induce resistencia a anoikis in vitro y puede

contribuir a la supervivencia en circulacién de las células tumorales [34, 53].

Una vez las células tumorales llegan a un drgano en particular, se adhieren a la
membrana basal directamente, por medio de receptores de laminina vy
trombospondina, y son cubiertas por las células endoteliales, siendo aisladas de la
circulacion. Posteriormente inician un proceso de invasién con degradacion de la
membrana basal por proteasas y locomocion de las células al interior del tejido,
gracias a factores de motilidad [16]. Sin embargo, la colonizacién es un proceso poco
eficiente; en un modelo experimental de metastasis de melanoma, la mayoria (>80%)
de células tumorales inyectadas sobrevivieron en circulacibn y extravasaron
exitosamente hacia el higado; aunque Unicamente 1 de cada 40 células formaron
micrometastasis sobre el tercer dia, y sélo 1 de cada 100 micrometastasis progresaron
para formar metastasis macroscopica 10 dias después [54]. La colonizacion exitosa
depende de manera crucial de la interaccion con el microambiente del tejido distante.
Caracterizacion molecular de los microambientes desde los sitios de mayor metastasis
indican tanto similitudes como diferencias, éstas Ultimas podrian contribuir al desarrollo

de aproximaciones terapéuticas especificas a sitios de metastasis [34].
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1.3 PROTEINAS DE MEMBRANA Y VIAS DE SENALIZACION

La membrana plasmética constituye la interface entre la célula y su ambiente local,
mediando importantes procesos biolégicos como recepcion y transduccion de sefales,
reconocimiento de componentes de la matriz extracelular, comunicacion intercelular,
motilidad y transporte de proteinas, solutos y agua. Ademas, esta involucrada en la
regulacion de respuestas adaptativas celulares a su microambiente manteniendo un
equilibrio critico entre estados de proliferacion, crecimiento, diferenciacion,

senescencia y muerte celular.

La estructura biolégica de la membrana est4 determinada por la composicién de
lipidos, los cuales conforman una bicapa fosfolipidica. Sin embargo, la mayor parte de
sus funciones son llevadas a cabo por proteinas, las cuales tipicamente representan
cerca del 50% de su masa [55]. Dependiendo del modo en que las proteinas se
asocian con la membrana, pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: integrales
o transmembranales y periféricas. Las primeras atraviesan la bicapa fosfolipidica en un
namero variable de tramos mediante regiones transmembranales tipo o — hélice,
formadas por regiones hidrofébicas con un alto contenido de de aminoacidos no
polares[55], adicionalmente presentan un dominio extracelular con sitios de unién al
ligando, y un dominio citoplasmatico donde puede residir la actividad enzimatica o
también servir como sitio de ensamblaje a otras proteinas que se activan
subsecuentemente y que conducen a un cambio en el perfil bioquimico celular y por
tanto, a un efecto bioldgico especifico [17]. Las segundas, por su parte, se encuentran
asociadas a la cara interna o externa de le membrana interactuando con proteinas
transmembranales o directamente con los grupos polares de los lipidos. En general,
las proteinas de membrana sufren numerosas modificaciones post-traduccionales,
tales como, glicosilacién, fosforilacién, sulfatacion, isoprenilacién, farnesilacion, etc., lo

gue les confiere una microheterogeneidad extrema.

Los receptores son importantes moléculas de transduccion de sefiales. Estas
proteinas pueden ser tipo tirosina quinasa, serina/treonina quinasa, acoplados a
proteinas G y receptores de neurotransmisores. La activacién de estos receptores
promueve diversas vias de sefializacion que conllevan a respuestas biolégicas
variables. Los diversos tipos celulares pueden responder de manera diferente a un
mismo estimulo dependiendo del tipo de receptores que exprese y su abundancia
relativa [56].
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La unién del ligando genera un cambio conformacional del receptor, conduciendo a la
formacion de dimeros, activacion de mensajeros primarios y/o reclutamiento de
mensajeros secundarios, quienes transfieren la informacion del complejo ligando-
receptor a otras proteinas mediante la transferencia de grupos fosfato a residuos
serina, treonina y/o tirosina, provocando una cascada de sefializacion por fosforilacion
qgue finalmente concluira en la respuesta a la sefial ambiental. Por otro lado, la
presencia de vias de retroalimentacion que regulan el proceso de sefalizacion, como
la actividad de proteinas fosfatasas, entre otras, terminan con esta sefial; sin dicha

regulacion, las células pierden la capacidad de respuesta a nuevas sefiales [57].

Defectos en la regulacién de las vias de sefializacion, biodisponibilidad de ligandos y
receptores, activacion aberrante de proteinas de la cadena de sefalizacion, activacion
desregulada de oncogenes Yy supresores tumorales pueden conducir a la

transformacion maligna celular y al desarrollo del cancer.

En varios organismos, incluyendo al hombre, cerca de un tercio del genoma codifica
para proteinas de membrana [58-59], resaltando su crucial rol bioldgico. La expresion
anormal de estas proteinas, tiene un profundo significado, en cuanto determina por
ejemplo, diferencias fenotipicas y funcionales entre células normales y tumorales. De
hecho, el 70% de los blancos conocidos para medicamentos existentes corresponde a
proteinas de membrana [60-61]. En consecuencia, definir proteomas de membrana es
una tarea capital para entender el rol de esta estructura celular en procesos biolégicos

y encontrar nuevos blancos de accién terapéutica.

1.3.1 Protedmica de Membrana

A pesar del numero considerable de genes que codifican para proteinas de
membrana, éstas representan una muy baja proporcion en la mayoria de los perfiles
proteémicos, lo que ha sido principalmente atribuido a su alta hidrofobicidad,
heterogeneidad y baja abundancia, limitando significativamente su extraccion,
solubilizacién, separaciéon e identificacion[55]. La composicion de los buffers usados
para efectuar la electroforesis bidimensional presenta tres problemas principales frente
a las proteinas de membrana: 1) El buffer lisis usado en electroforesis bidimensional
tiene una baja capacidad para extraer proteinas de membrana del ambiente lipidico y
mantenerlas solubilizadas en un ambiente acuoso; 2) La solubilidad de las proteinas

disminuye cerca a su punto isoeléctrico, asi que proteinas particularmente hidrofébicas
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tienden a agregarse durante el enfoque isoeléctrico (IEF); 3) La hidrofobicidad de las
proteinas de membrana dificulta la transferencia desde la matriz de la primera

dimensién a los geles 2DE [58].

Para incrementar el numero de proteinas de membrana separadas sobre geles 2DE,
se han implementado diversas metodologias que involucran fraccionamiento
diferencial con solventes organicos y/o detergentes como Triton X-100, Triton X-114,
dodecilmaltésido o ASB14 en el buffer de lisis para enriquecer y mejorar su
solubilizacion. Ademas, se han propuesto métodos alternativos para aplicar la
electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida como, Blue Native PAGE (BN-
PAGE), que separa en la primera dimension las proteinas en forma nativa usando
Coomassie, antes de la SDS-PAGE. El Coomassie cumple una funcion similar a la del
SDS, en cuanto enmascara la carga propia de las proteinas, sin embargo, a diferencia
del SDS mantiene la separacion en condiciones nativas. Clear Native PAGE (CN-
PAGE), es otra alternativa para el analisis de proteinas de membrana, en este caso se
realiza una separacion dependiente de la carga intrinseca de las proteinas en geles en
gradiente de acrilamida. La Cloruro de bencildimetil — n — hexadecilamonio PAGE
(BAC-PAGE) involucra el reemplazo del IEF por electroforesis con el detergente
cationico BAC seguido de SDS-PAGE y dSDS que usa un gel de alto y bajo porcentaje
para la primera y la segunda dimension, respectivamente. Si bien estas técnicas
resultan ser mas compatibles con las caracteristicas de las proteinas de membrana,
no logran la resoluciéon de la 2DE convencional[58]. Otras aproximaciones incluyen
delipidacién, que reduce la agregacion de proteinas en la primera dimension. La
biotinilacién de proteinas de membrana ha sido una estrategia exitosamente usada
para su enriguecimiento, la marcacién sobre la superficie celular involucra el uso de
biotina unida a un brazo espaciador con un grupo activo que reacciona con las
proteinas de superficie y la subsecuente purificacién altamente especifica con avidina

o0 derivados.[62]

1.3.2 Fosfoprotedmica y sefializacion

La fosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos de regulacion de procesos
biolégicos mas comunes y constituye la modificacion post-traduccionales (PTM) mas
ampliamente estudiada. Estudios recientes sugieren que un tercio de las proteinas
eucariotas son fosforiladas y representan entre 2 y 4% de los proteomas eucariotas
[63].
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Los eventos de fosforilacion inician y propagan las vias de transduccién de sefiales. Es
considerada como una modificacion post-traduccional (PTM) reversible y temporal que
tipicamente conduce a cambios en la conformacion, actividad e interaccion de
proteinas por un muy corto intervalo de tiempo. La fina regulacion espacial y temporal
de estos fendmenos depende de un estricto balance entre eventos de fosforilacién /
defosforilacién, a cargo de quinasas y fosfatasas. Ademas, frecuentemente Ila
fosforilacion ocurre sobre multiples residuos de una misma proteina, determinando la

funcién especifica dependiendo del nimero y sitio de fosforilacion.

Entre los oncogenes mas importantes conocidos hasta la fecha se encuentran las
proteinas tirosina quinasa. Hay cerca de 100 tirosinas quinasa en el genoma humano,
y mas de 50 han sido implicadas en cancer [64]. Dado el rol central de los eventos de
fosforilacion de proteinas como éstas en carcinogénesis, los estudios se han enfocado
principalmente a 1) identificar sitios de fosforilacién, cinética de eventos de
fosforilacion / defosforilacién; 2) identificacion de sustratos biol6gicos de quinasas y
fosfatasas; 3) estudios de interaccion proteina — proteina dependiente de fosforilacion
y 4) esclarecer el papel de las quinasas y sus sustratos en estados de enfermedad,

particularmente en cancer.

Las fosfoproteinas son caracterizadas generalmente usando métodos de
espectrometria de masas (MS), antecedido por procesamiento proteolitico; sin
embargo, su identificacién es notoriamente dificil sobre todo en presencia de péptidos
no modificados. Esto debido principalmente a la menor eficiencia de ionizacion de
fosfopéptidos, que representan menores intensidades en comparacién con péptidos no
fosforilados; de tal manera, que el enriguecimiento en fosfoproteinas anterior a MS

resulta en una mayor sensibilidad y eficiencia de identificacion.

IMAC (Immobilized metal ion affinity chromatography), es una técnica ampliamente
usada para enriquecimiento de fosfoproteinas. lones metélicos (Fe*, AP**, Ga**, o
Co?") son quelados sobre esferas recubiertas de acido nitrilotriacético (NTA) o Acido
iminodiacético (IDA) para formar una fase estacionaria a la cual los péptidos,
transportados por la fase movil, puedan unirse mediante la interaccion de los grupos
fosfato cargados negativamente con los cationes[63, 65]. La unién de los fosfopéptidos
debe ser efectuada a un pH bajo, para evitar competencia con grupos carboxilo

ionizados, debe luego elevarse el pH para lograr una elucion eficiente. Adicionalmente

27



se han ido creando alternativas para el enriquecimiento, dependiendo de la muestra y
el interés de estudio, dentro de éstas se encuentra la cromatografia de afinidad con
TiO,, elucion secuencial de IMAC (SIMAC), cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de interaccién hidrofébica (HILIC), métodos quimicos como B -
eliminacion de residuos Ser y Thr fosforiladas a pH bésico, seguida de una reaccién de
Michael sobre los productos de la reaccion dehidroalanina / metildehidroalanina, con
una marcacion para luego purificar por afinidad. Esta técnica ha sido denominada
(BEMA) y precipitacion con fosfato de calcio, entre otros.

Por otro lado, la determinacién de los cambios en la regulacion en sitios de
fosforilacion a causa de estimulos o estados celulares, debe realizarse bajo
aproximaciones cuantitativas, normalizando frente a la abundancia relativa de la
proteina, de tal forma que no se llegue a conclusiones erréneas. Muchas técnicas de
cuantificacién introducen marcacién con is6topos estables, las diferencias se
encuentra en el nivel en que se introduce la marcacion. SILAC (stable isotope labeling
by amino acids in cell culture) introduce la marcacion (**N/*°N) o (**C/*3C), en células
viable en cultivo, otros como ICAT (isotope-coded affinity tags) introducen la marcacion
a nivel de proteina e iTRAQ (isobaric peptide tags for relative and absolute

guantification) a nivel de péptidos [65].

1.4 MODELO BIOLOGICO

1.4.1 El cuello uterino

El cuello uterino es la parte fiboromuscular inferior del Gtero. De forma cilindrica o
cbnica, mide de 3 a 4 cm de largo y 2,5 cm de didmetro. Lo sostienen el ligamento
redondo y los ligamentos uterosacros, que van de las partes laterales y posterior del
cuello uterino a las paredes de la pelvis 6sea; la mitad inferior del cuello uterino,
llamada hocico de tenca o porcidén vaginal, penetra en la vagina por su pared anterior,
mientras la mitad superior queda por encima de la vagina. El conducto cervical
desemboca en la vagina por el llamado orificio cervical externo. El tamafio y la forma
del cuello uterino varian segun la edad, el nimero de partos y el momento del ciclo
hormonal de la mujer. El de las mujeres que han tenido algin hijo es voluminoso, y el
orificio externo se presenta como una ancha hendidura transversal. El orificio cervical
externo de las nuliparas presenta el aspecto de una pequefa abertura circular en el

centro del cuello uterino. La porcién supravaginal se une al cuerpo muscular del Gtero
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en el orificio cervical interno. La porcion del cuello uterino exterior al orificio externo se
llama exocérvix. La porcion del cuello uterino interior al orificio externo se denomina
endocérvix. El conducto cervical, que atraviesa el endocérvix, conecta la cavidad
uterina con la vagina y se extiende del orificio interno al externo, por el que desemboca
en la vagina. Su longitud y anchura varian segun la edad y el momento del ciclo
hormonal de la mujer. Es mas ancho en las mujeres en edad fecunda: alcanza de 6 a
8 mm de ancho [66-67].

El cuello uterino esta recubierto por epitelio escamoso estratificado no queratinizante y
por epitelio cilindrico. Estos dos tipos de epitelio confluyen en la unibn escamoso-
cilindrica (UEC) [66].

1.4.1.1Epitelio escamoso. Recubre el exocérvix, es sensible a los estimulos
hormonales y se renueva cada cinco dias, por accién de los estrégenos [66]. Sufre por
lo tanto las mismas transformaciones citolégicas que el epitelio vaginal, contiene
glucégeno y descama células superficiales. La progesterona inhibe la maduracion
como sucede en el embarazo. El epitelio escamoso reposa sobre una membrana
basal. Durante el periodo reproductivo el epitelio es renovado continuamente por
procesos de proliferaciéon, maduracion y descamacion. El epitelio escamoso cervical

contiene tres capas de células bien diferenciadas (Figura 1).

1.4.1.2 Epitelio cilindrico. Est4 constituido por un estrato Unico de células cilindricas
altas que recubren todo el canal endocervical, carece de submucosa y por lo tanto
descansa directamente sobre la capa fibrosa del cérvix, siendo muy sensible a las
infecciones bacterianas y virales. Este epitelio presenta unas hendiduras (papilas) que
son invaginaciones de profundidad variable. Las células endocervicales son ricas en
mucina [67]. Las papilas son unidades productoras de moco y poseen dos tipos de
células columnares:
- Células no ciliadas o secretoras

- Células ciliadas que no son secretoras

Las ciliadas poseen un movimiento ritmico en direccion a la vagina para movilizar la
secrecion formando un tapén mucoso que protege el orificio cervical externo. EI moco
cervical, elemento de importancia capital en el proceso reproductivo, es un hidrogel
compuesto en un 98% por agua y un 2% por sdlidos, sobretodo en la época

preovulatoria [67].
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Figura 1. Estructura del epitelio cervical normal
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Tomado y adaptado de Erazo, J. V (2007) [67]

1.4.1.3Zona de transformacion. La zona del cuello uterino donde el epitelio cilindrico
ha sido reemplazado o estd reemplazandose con el nuevo epitelio escamoso
metaplasico se denomina zona de transformacion (ZT). Corresponde al area del cuello
uterino limitada distalmente por la UEC original y proximalmente por el limite mas
lejano del epitelio metaplasico. Se denomina zona de transformacién anormal o atipica
(ZTA) cuando en ella se observan signos de carcinogénesis cervical, como cambios
displasicos. Identificar la zona de transformacién tiene gran importancia en
procedimientos diagnésticos como la colposcopia, pues casi todas las manifestaciones

de carcinogénesis cervical ocurren en esta zona [67].

1.4.2 Lineas celulares de carcinoma de cérvix

Las lineas celulares que serviran en este trabajo como modelos biolégicos son HelLa y
C33-A.

1.4.2.1 Linea celular HeLa: esta es considerada la primera linea celular establecida
de manera continua hace mas de 50 afios, se aisl6 a partir de un cancer cervical
glandular muy agresivo que hizo metastasis a estbmago y vejiga[68]. Posee infeccion
por el virus de papiloma humano tipo 18 (VPH-18), baja expresion de p53 y niveles
normales de la proteina retinoblastoma[69-70]. Ha sido reportada como una linea

celular altamente invasiva [71].

HelLa ha sido usada en toda clase de estudios bioquimicos y clinicos in vitro, sin
embargo, sélo hasta 2004 se publico el primer estudio extenso de su perfil proteémico

en dos dimensiones. Cerca de 3000 spots se analizaron e identificaron 1200 proteinas
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producto de 297 genes diferentes usando su PMF (peptide mass fingerprinter)
obtenido mediante espectrometria de masas tipo MALDI-TOF (Matrix — Assisted Laser
Desorption / lonization — Time Of Fly). Aproximadamente el 42% de las proteinas
identificadas estuvieron anotadas para citosol, cerca del 22% en nucleo, 10% en
mitocondria, incluyendo membrana mitocondrial y 6% proteinas de membrana, siendo
las mas abundantes cadenas de tubulina, proteinas de choque térmico y algunas

enzimas como gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenesa y [a-enolasa[72].

Actualmente se dispone de una extensa base de datos de las proteinas que expresa
bajo diversas condiciones, ademas, ha sido elegida como modelo de referencia en la
campafia mundial Fixing Proteomics[73], dedicada a solucionar los problemas que
limitan el potencial de la investigacion proteémica, enfocandose principalmente en el

factor de reproducibilidad.

1.4.2.2Linea celular C33 — A. Es una de las lineas derivadas por N. Auersperg de
biopsias de cancer cervical. Exhibe un cariotipo hipodiploide y morfologia epitelial.
Esta linea presenta un bajo indice de invasion [74], inestabilidad cariolégica tras pases
continuos [75-76]. Ademdas esta linea cancerosa presenta caracteristicas poco
frecuentes: la proteina retinoblastoma tiene un tamafio anormal y la expresion de p53
es elevada, exhibe un punto de mutacion del codon 273 donde se sustituye un residuo

Arg por Cys. Estas células son negativas para ADN y ARN viral [70].

En trabajos de investigacion previos realizados en el laboratorio del grupo de
investigacion en hormonas, se ha encontrado que la linea celular C-33 A
comparativamente a la linea de carcinoma cervical SiHa, no expresa IGF-IR y sélo

expresa la isoforma IR-A del receptor de insulina [77].

1.4.3 Céancer cervical e infeccion con el Virus de Papiloma Humano

Los virus del papiloma humano son virus de ADN de doble hebra, de tamafio pequefio,
aproximadamente 8000 pares de bases [78]. Se han identificado cerca de 100 tipos
diferentes de virus de papiloma, los cuales expresan un tropismo caracteristico.
Algunos tipos son cutanotropicos (VPHs 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63 y 65); son
frecuentemente aislados en lesiones cutaneas de pacientes con epidermo displasia
verruciforme y algunos tumores epiteliales. Otro grupo son VPHs mucosotrépicos
(VPHSs 6, 11, 13, 44, 55, 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67, 18, 39, 45, 59, 68, 70, 26, 51, 69,
30, 53, 56, 66, 32, 42, 34, 64, 73, 54) y han sido identificados en lesiones benignas y
malignas del tracto anogenital de ambos sexos, tejidos y lesiones de la cavidad oral,
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orofaringe, laringe y eso6fago. Finalmente, otro grupo se encuentra presente tanto en
tejidos y lesiones cutdneas como mucosas (VPHs 2, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 40, 43, 57,
61, 62 y 72) y su relacion con lesiones malignas aun no esté establecida [78].

En cada uno de estos grupos, puede realizarse una distincion entre tipos de bajo y alto
riesgo. Las especies de alto riesgo, como VPH16 y VPH18, son frecuentemente
encontrados en lesiones premalignas y malignas, por otro lado, las de bajo riesgo,
(como VPH6 y VPH11) son rara vez halladas en este tipo de lesiones[79].

En un estudio adelantado por Choi, et al., [80] establecieron el perfil proteémico y la
caracterizaciéon de proteinas asociadas con estados tumorales en 6 muestras
patolégicas de carcinoma invasivo escamoso infectadas con el virus tipo 16 o 18 y
usando como control la linea celular HaCaT de queratinocitos humanos
inmortalizados. El estudio se realiz6 independientemente sobre las subfracciones
celulares de nucleo y citoplasma usando electroforesis de dos dimensiones seguido de
MALDI-TOF MS. Las proteinas analizadas estuvieron involucradas en la regulacion del
ciclo celular, estabilidad gendmica general, activacion de telomerasa e inmortalizacion
celular, sin embargo, no se encontrd diferencias en la caracterizacion de proteinas

para cancer cervical por infeccién de VPH16 o VPH 18.

1.4.3.1Funciones de las proteinas virales. El genoma viral puede ser dividido en
marcos de lectura abiertos tempranos y tardios, Los genes de expresion temprana
codifican 6 proteinas (E1 — 6), relacionadas con la regulacion de la replicacion del ADN
viral y proliferacion celular [81]. Los genes de expresién tardia (L1 y L2), estan

relacionados con la creacién de la capside viral [81].

La proteina E1 estd involucrada con el mantenimiento del genoma viral y replicacion.
La proteina E2 es la mayor proteina transreguladora que influye sobre la transcripciéon
y replicaciéon del ADN viral. Adicionalmente, en tipos de alto riesgo, E2, actla
inicialmente como un supresor del promotor de los genes E6 y E7. Se piensa, que
estas proteinas trabajan juntas en mantener el genoma viral y su forma episomal en la
célula [79].

La expresion de la proteina E4 es necesaria para la produccién de la proteina L2, una
de las dos proteinas estructurales de la capside [82]. E4 también altera la citoqueratina
citoplasmatica, causando condensacion de tono-filamentos en la periferia celular,

facilitando la liberacion de las particulas virales desde células epiteliales escamosas
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superficiales [82]. E4 podria jugar un papel facilitando la amplificacion del genoma viral
[83].

Las oncoproteinas E5, E6 y E7, estan involucradas en la transformacion celular. E5,
una pequefia proteina se une a una variedad de proteinas de membrana del huésped
y receptores de factores de crecimiento [82], incluyendo el factor de crecimiento
epidermal (EGF), receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR)
y el receptor del factor 1 estimulante de colonia (CSF-IR) [84], posiblemente
relacionada con la expresion de secuencias poliadeniladas que regulan la expresion
génica viral para todos los marcos de lectura abiertos tempranos [82]. Esta proteina ha
sido también relacionada con escape de apoptosis y evasion del sistema inmune por
células infectadas, desregulando la presentacion de antigeno por parte de las

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | [85].

Las oncoproteinas E6 y E7 estimulan la progresion a través del ciclo celular uniéndose
a reguladores de éste, induciendo proliferacion de células basales infectadas y con
esto facilitan la replicacion del genoma viral [79, 82]. E6 se une a p53, una proteina
gue actia como supresor tumoral arrestando la célula en fase G; en respuesta al dafio
del ADN [79]. E6 forma un complejo con p53 a través de E6AP, una proteina ligasa —
ubiquitina, lo que conduce a la degradacion de p53 por la via ubiquitina - proteosoma
[86]. También se ha relacionado con la inactivacion de varias proteinas proapoptdticas
como Bak y Bax [79], conduciendo a la proliferacion celular y evitando la muerte de
células infectadas. Por su parte, E7, tiene una estructura y funcién similar a la ciclina
D1, por lo que puede regular la proliferacion celular a través de la inactivacion de la via

de la proteina retinoblastoma, induciendo la entrada en la fase S del ciclo celular [79].

La mayoria de las infecciones por el virus ceden espontaneamente; sin embargo si la
infeccidbn es persistente, puede desarrollarse un tumor premaligno, y éste sin un
tratamiento adecuado, puede transformarse en céncer. Las lesiones precursoras
persistentes causadas por el VPH, normalmente tardan entre 10 y 20 afios en
convertirse en un cancer invasor, siguiendo una evolucién de estados patoldgicos que
se caracteriza por una serie de manifestaciones que van desde atipia celular a
diversos grados de displasia o neoplasia intraepitelial cervical antes de su progresion
[4]. En la tabla 1 se muestra la correlacién entre la terminologia displasia/carcinoma in
situ, NIC (neoplasia intraepitelial cervical) y Bethesda, usada para reportar los

diferentes estados de la enfermedad [66].
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Tabla 1. Correlacion entre la terminologia displasia/carcinoma in situ, NIC (neoplasia
intraepitelial cervical) y Bethesda[66]

Terminologia de Terminologia NIC | Terminologia NIC Sistema Bethesda
displasia original modificada Terminologia LIE (1991)

Dentro de los limites
normales

Cambios celulares
Normal Normal Normal _ ] »
benignos (infeccién o

reparacion)

ASCUS - AGUS
Atipia coilocitica,
o condiloma plano, )
Atipia ] ) NIC de bajo grado L-LIE
sin cambios
epiteliales
Displasia o .
) o NIC 1 NIC de bajo grado | L-LIE
discariosis leve
Displasia o
discariosis NIC 2 NIC de alto grado H-LIE
moderada
Displasia o
) o NIC 3 NIC de alto grado H-LIE
discariosis grave
Carcinoma in situ NIC 3 NIC de alto grado H-LIE

Carcinoma invasor | Carcinomainvasor | Carcinoma invasor | Carcinoma invasor

NIC: Neoplasia intraepitelial cervical; L-LIE: lesidon escamosa intraepitelial de bajo grado; H-LIE:
lesibn escamosa intraepitelial de alto grado; ASCUS: células escamosas atipicas de significado

incierto, AGUS: células glandulares atipicas de significado incierto

1.5 PROTEOMICA Y CANCER

La definicion original de proteoma se describié en 1997 por Humphery-Smith et al.,
como el analisis de un conjunto completo de proteinas expresado por un genoma, éste
provee informacion acerca de; 1) Cuando los productos de un gen dado son
traducidos, 2) La concentracion relativa de los productos del gen y 3) el grado de
modificaciones post-traduccionales, informacibn que no puede ser predicha
Unicamente a partir de la secuencia de aminoacidos [87]. Ademas debe considerarse

gue la expresion de proteinas refleja el estado metabdlico de una célula en un
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momento dado, por lo que es altamente dinamico y depende fuertemente de diversos
factores.

En 1975 se publicaron de manera independiente las primeras descripciones de la
separacion de proteinas de E. coli por Patrick O'Farrell [88] y de tejidos murinos por
Joachim Klose [89], combinando el enfoque isoeléctrico con la separacion
electroforética en geles de poliacrilamida. En contraste con otras técnicas que cuentan
con un tiempo similar de desarrollo, como el Southern blotting[90] o la clonacion de
ADN [91], la electroforesis bidimensional solo empez6 a usarse ampliamente hasta
hace relativamente poco tiempo, cuando empez6 a contarse con una mayor
disponibilidad de secuencias gendmicas, el perfeccionamiento de las técnicas de
espectrometria de masas, el mejoramiento de técnicas de separacion y de
herramientas bioinformaticas. Hoy, es considerada como uno de los métodos mas
importantes para la separacion de proteinas y caracterizacion de problemas

biolégicos.

Sin embargo, la electroforesis 2D presenta limitaciones como la amplia exclusion de
proteinas pequefias o muy grandes, muy bésicas y altamente hidrofébicas, presenta
una variabilidad importante de gel a gel, aun cuando la separacion sea 6ptima, por otro
lado, los productos de la digestion triptica son menores que en fase liquida, lo que
limita la sensibilidad en el posterior analisis de masas[92]. De alli, ha surgido la
necesidad de generar otras aproximaciones metodoldgicas que permitan estudiar de
manera mas completa los perfiles prote6micos. A continuacion se presenta una breve
descripcion de las dos metodologias mas usadas: la aproximacion electroforética y la

cromatogréfica.

1.5.1 Electroforesis de dos dimensiones

Permite la separacion de muestras complejas de proteinas de acuerdo al punto
isoeléctrico (primera dimension) y la masa molecular (segunda dimensién). Dado que
las proteinas son moléculas anfotéricas su carga dependera del pH del ambiente, y
correspondera, a la sumatoria de sus grupos ionizables, que en este caso seran las
cadenas laterales y los grupos amino y carboxilo terminales. El punto isoleléctrico (pl)
puede ser definido como el pH especifico en el que la carga neta de la proteina es
igual a cero, en cuanto el pH es mayor al pl la carga neta de la proteina tiende adquirir

un mayor caracter negativo, en cuanto es menor, positivo.
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La primera dimension (IEF) permite un prefraccionamiento de la muestra de acuerdo a
la carga, por lo que es critico contar con un gradiente de pH, que originalmente se
obtuvo usando mezclas de anfolitos. Vesterberg en 1969[93] logré la sintesis de una
mezcla heterogénea de isémeros acidos oligoamino — oligocarboxilicos alifaticos, el
resultado fue un espectro de anfolitos de bajo peso molecular con puntos isoeléctricos

muy cercanos entre si y con un alto poder de amortiguacion en su punto isoeléctrico.

El gradiente es establecido por el campo eléctrico. Cuando la mezcla es sometida al
campo, los anfolitos cargados migran entre el anodo y el catodo a una velocidad
dependiente de su carga y se alinean de acuerdo a su pl, generando asi, un gradiente
relativamente lineal de pH. Sin embargo, esta aproximacion present6 dos limitaciones
importantes: los patrones obtenidos eran dependientes del tiempo, dado que la
focalizacion de proteinas es un proceso relativamente lento y los anfolitos se
encontraban en solucién, entonces el gradiente se inestabilizaba originando la pérdida
de las proteinas basicas asi como la parte basica del gradiente. Por otro lado, las
proteinas también se comportan como anfolitos por lo que modificaban el perfil del

gradiente, asi que su forma dependia de la muestra.

Estos problemas se superaron con la introduccion de gradientes de pH inmovilizados,
generados por moléculas amortiguadoras derivadas de acrilamida copolimerizados
con una matriz en gel, estos derivados son denominados Immobilines®, acidos o bases

débiles definidos por su valor pK [92].

El IEF es realizado en condiciones desnaturalizantes para lograr la mayor resolucién.
La completa desnaturalizacién y solubilizacion de la muestra se logra con una mezcla
de Urea, tiolrea, detergentes y agentes reductores, asegurando que cada proteina
estara presente en una Unica conformacioén, sin agregaciones, minimizando entonces,

las interacciones intermoleculares.

Logrado el IEF, las proteinas deben ser saturadas en dodecil sulfato de sodio (SDS),
reducidas y alquiladas para bloguear los grupos tiol (-SH), de tal forma que pueda
efectuarse la separacién electroforética en geles de poliacrilamida o SDS-PAGE, el
SDS es un detergente aniénico que se incorpora homogéneamente a las proteinas, a
una razon aproximada de 1,4g/g proteina[92], formando complejos aniénicos que

enmascaran la carga propia de cada proteina, adicionalmente las condiciones
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reductoras eliminan los enlaces disufuro, de esta forma, la separacion depende

mayoritariamente de la masa molecular.

1.5.2 Cromatografia Liquida

Las diferencias fisicoquimicas e incluso biolégicas de las proteinas, son aprovechadas
para realizar separaciones cromatograficas como se muestra en la tabla 2. Sin
embargo, se centrara la atencién en la cromatografia liquida de alta resolucién en fase
reversa (RP-HPLC), dado que es un método altamente versatil y ampliamente
aplicado, desde la desalinizacion efectiva de extractos proteicos hasta la combinacion
con otras técnicas cromatogréaficas para lograr la caracterizacion de proteinas y
péptidos desconocidos. Esta aproximacion multidimensional seguido de masas, es una

técnica muy poderosa para lograr la identificacién acertada de proteinas.

Tabla 2. Principios de separacion en cromatografia de proteinas[92]

Propiedad Técnica
Cromatografia de intercambio i6nico
Carga
Cromatoenfoque
Tamafio Filtracién por gel
_ o Cromatografia en fase reversa
Hidrofobicidad i _ o .
Cromatografia de interaccion hidrofobica
Bioreconocimiento Cromatografia de afinidad

La separacion de biomoléculas por RP-HPLC depende de la interaccion hidrofébica
reversible, entre las moléculas de la muestra en el eluyente (fase mévil) y el medio de
la columna (fase estacionaria). La distribucion de la muestra depende de las
propiedades del medio, la hidrofobicidad de la muestra y la composicion del eluyente.
Las condiciones iniciales son principalmente acuosas, frecuentemente con un pequefio
porcentaje de un modificador organico, tipicamente acetronitrilo 3% — 5%, que asegura
un equilibrio extremo donde el 100% de la muestra se encuentra unida. Existen
principalmente dos tipos de medios para fase reversa (RP), uno basado en un matriz
hidrofilica de silica cubierta con un fase hidrofébica de cadenas de carbono,
tipicamente hidrocarburos n — alquil o aromaticos, y una basada en una matriz
truncada de polimero hidrofébico.
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La mayoria de biomoléculas presentan una hidrofobicidad suficiente para unirse
fuertemente a un medio RP en medio acuoso, en la presencia de una baja
concentracion de modificador organico y se eluye usando un estrecho gradiente de
concentracion del modificador organico. Ademas, habitualmente la aplicacién de la
muestra se realiza usando un agente de particibn idnica (normalmente &cido
trifluoroacético, TFA) para aumentar la interaccion hidrofébica. La elucién se realiza en
orden creciente de hidrofobicidad [94].

1.5.3 Espectrometria de Masas (MS)

Si el proteoma de un organismo es considerado un producto de la expresién de todas
las formas posibles de una proteina, incluyendo isoformas resultantes de splicing y
modificaciones post-traduccionales, ademas de ser objeto de una alta variabilidad
dependiente del tiempo y el ambiente, esto representa un cuerpo de informacién

considerablemente complejo y un verdadero reto analitico.

Entre el conjunto de herramientas analiticas con las que las proteinas pueden ser
estudiadas, la mas versatil y eficiente para enfrentar la complejidad asociada al
proteoma es la espectrometria de masas (MS), que fundamentalmente mide la razén
masa carga m/z de iones en fase gaseosa. Basicamente, una fuente de ionizacion
convierte las moléculas del analito a iones en fase gaseosa, que luego son separados
por un analizador de masas en base a su razén m/z. Finalmente son registrados el

numero de iones de cada valor de m/z por un detector [95].

Un problema fundamental en MS de muestras bioldgicas fue lograr transferir
moléculas altamente polares y no volatiles con masas de decenas de kDa a fase
gaseosa sin destruirlas. Esto fue resuelto con las llamadas técnicas de ionizacién
suave, como MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization) e ionizacién por

electrospray (ESI).

En MALDI, el analito es co - cristalizado con un exceso de una matriz que absorbe
fuertemente en la regién ultravioleta. Normalmente son usados acidos aromaticos de
bajo peso molecular, dicha matriz debe cumplir con requisitos como: ser soluble en
solventes compatibles con el analito, ser estable en el vacio, promover la co —

desorcion e ionizacion del analito. Sobre la mezcla se hace incidir un rayo laser que
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ocasiona la desorcibn e ionizacién conjunta del analito y la matriz, tanto por
protonacion o cationizacion (iones cargados positivamente) como por deprotonacion
(iones cargados negativamente). Los iones son luego acelerados al analizador de
masas, frecuentemente tipo TOF (time of fly) [92]. MALDI — TOF es usada
rutinariamente en la identificacion de proteinas purificadas mediante 2DE.

Por otro lado la ionizacién dada por electrospray se realiza a presion atmosférica por la
aplicacion de la muestra en solucién a un capilar estrecho bajo la accién de un campo
eléctrico. Una diferencia de potencial entre el capilar y la entrada del espectrometro
genera una fuerza, que extiende el liquido hasta formar un cono denominado cono de
Tyler, formado por fuerzas columbicas repulsivas, del cual emergen gotas que van
reduciéndose de tamafio por evaporacion y luego fisiobn hasta llegar al nivel de
nanomeétros. Las cargas eléctricas son estadisticamente distribuidas sobre los sitios de

carga potenciales del analito, posibilitando la formacién de iones multicargados[92].

Los estudios protedmicos hasta la fecha han generado una amplia base de datos con
un importante potencial diagndstico, prondstico y terapéutico para enfrentar el cancer.
Muchos de estos estudios son dirigidos para encontrar biomarcadores, entendidos
como alteraciones moleculares especificas medibles propias de células malignas, sea
a nivel de ADN, ARN, proteina o metabolismo[96] y que son usados con diversos fines
como clasificacién tumoral, determinacion de diagnosticos y prondsticos asi como
monitoreo de la respuesta terapéutica. Para lograr tales fines, la oncoprotedmica,
como ha sido denominada la aplicacion de la proteémica a la investigacién en cancer,
ha sido usada en conjunto con otras tecnologias, dichas interacciones se muestran en

la figura 2.
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Figura 2. Interrelaciones de la oncoprotedmica con otras tecnologias en la lucha

contra el cancer
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Tomado y adaptado de Jain, K (2008)[96]

El principal potencial de la prote6mica en la investigacion en cancer no es el derivado

de experimentos individuales, sino de los estudios comparativos entre diferentes tipos

y estados del cancer; ademas, hay una necesidad imperativa de integrar la

prote6mica, la genémica y la metabolémica con el objetivo de lograr una interpretacion

funcional y comprehensiva de los datos clinicos y patolégicos[97].
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar el perfil de expresion de proteinas de membrana que puedan estar
mediando procesos de invasion celular y establecer su posible relaciéon con el sistema

de factores de crecimiento similares a la insulina en células de cancer cervical.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar y comparar la capacidad invasiva de las lineas celulares de cancer de
cuello uterino, HeLa y C33 — A, mediante el indice de invasion, en estado basal e

inducido por los ligandos insulina, IGF-1 e IGF-II.

2. Extraery separar las proteinas integrales y asociadas a la membrana celular de las

lineas celulares de cancer de cuello uterino HeLay C33 — A.

3. Establecer por medio de un analisis protedmico los perfiles de expresion

diferencial, de las proteinas de membrana de las lineas celulares HeLay C33 — A.

4. ldentificar las proteinas expresadas diferencialmente en las lineas celulares
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3. HIPOTESIS

Defectos en la regulacion de las vias de sefializacion, biodisponibilidad de ligandos y
receptores, activacion desregulada de oncogenes y supresores tumorales pueden
conducir a la transformacion maligna celular y al desarrollo del cancer. El sistema de
factores de crecimiento similares a la insulina y las vias de sefializacion asociadas,
han sido relacionados ampliamente con la progresién tumoral, por lo que en este

trabajo se plantea como hipétesis central:

Diferencias del perfil de expresion de proteinas de membrana pueden promover la
adquisiciéon de un fenotipo invasivo en cancer de cuello uterino y estar relacionados

con vias de sefializacién asociadas a los receptores del sistema IGF
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4. METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS LINEAS CELULARES

Las lineas celulares de cancer cervical HeLa y C33-A se obtuvieron de la American
Type Culture Collection ATCC (USA). Las células se cultivaron en medio RPMI
completo: RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y
penicilina (100 Ul/mL)/ estreptomicina (100 mg/mL), se incubaron en atmosfera
hameda, CO,al 5% y 37°C.

4.1.1 Ensayo de Proliferacion Celular

La viabilidad celular y proliferacion de las células en cultivo se evalué mediante
cuantificacién espectrofotométrica usando el ensayo conocido como MTT, que se basa
en la reduccién metabolica mitocondrial de la sal amarilla de tetrazolio (bromuro de 3-
(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio) para formar cristales morados de formazan.
Dicha reduccion celular involucra los cofactores de dinucle6tido de adenina vy
nicotinamida NADH y NADHP (Figura 1). Los cristales de formazan son solubilizados

y la solucion coloreada resultante es cuantificada en un espectrofotémetro.

El ensayo colorimétrico MTT fue descrito por primera vez en 1983 por Mosmann, T. et
al.,, [98], y mejorado posteriormente. Ha sido disefiado para la cuantificacion
espectrofotométrica de proliferacién y viabilidad celular sin la necesidad de usar
isotopos radiactivos, en respuesta a factores de crecimiento, citoquinas, nutrientes,

anticuerpos, evaluacioén de citotoxicidad, actividad celular, entre otros.

Figura 3. Reduccién del MTT por actividad mitocondrial
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La linea HelLa se sembré en una concentracion de 10 000 células/pozo en placas de
cultivo de 96 pozos en medio RPMI completo, pasadas 12 horas de incubacién a 37%,
las células se sometieron a 12 horas de deprivacion reemplazando el medio completo
por medio libre de suero (SFM). Al cabo del tiempo, el medio se reemplazé por 100ul
de SFM o SFM con SFB 10%, insulina, IGF-I o IGF-II éstos tres ultimos en dosis de
10nMy 50nM. Las células se mantuvieron en cultivo con dichos medios durante 24, 48
y 72 horas. Culminados cada uno de los tiempos, se adicion6 10ul de la solucién de
MTT (5mg/ml) por cada 100ul de medio y se incubaron nuevamente por 4 horas.
Cumplido este periodo, los cristales de formazan formados se disolvieron con
dimetilsulfoxido (DMSO). Los productos de la solubilizacién, se cuantificaron
fotoespectrométricamente usando la relacion de absorbancia de 650nm/570nm en un
lector de microplacas (BioRad, Microplate Reader Model 680). Un incremento en el
namero de células viables resulta en un incremento de la actividad metabdlica total en
la muestra. Este incremento se correlaciona directamente con los niveles de

absorbancia registrados. Este ensayo se realizé por triplicado para cada estimulo.
4.1.2 Ensayo de Migracion e Invasion Celular

Los ensayos de migracion se realizaron en camaras de Boyden siguiendo las
recomendaciones de la casa productora (Corning, USA). Estas cAmaras cuentan con
una membrana con poros de 8um de diametro (Figura 3). En el caso de los ensayos
de invasién las membranas se recubrieron con 100pl de Geltrex™ (GIBCO), un
extracto purificado de membrana basal minima, compuesto principalmente de
laminina, colageno IV, entactina, proteoglicano sulfato de heparina. El Geltrex™ se us6

en este ensayo en una concentracion del 12%, previa estandarizacion.
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Figura 4. Representacion esquemética de las camaras de Boyden modificadas.
Usadas en ensayo de invasion. Tomado y adaptado de la ficha técnica de las camaras de
invasion con matrigel BD coat (Becton Dickinson)
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Para cada linea celular en estudio, se colocaron 100pL de suspensién celular con un
namero aproximado de 200000 células en cada cdmara o inserto. El conteo celular se
realiz6 en camara de Neubauer con azul de tripan 1%. Los insertos se ubicaron en una
placa de cultivo de 24 pozos, donde previamente se habia dispuesto 600uL del
estimulo correspondiente, Insulina, IGF-I e IGF-1l a una concentracion final de 10nM,
SFB 10% o SFM. Se permiti6 una incubacion de 24 horas. Luego se retird la
suspension celular, las células remanentes se retiraron con escobillones de algodon y
las células que migraron o invadieron la membrana se tifieron con cristal violeta 1%.
Se fotografiaron en un aumento microscopico de 20X de microscopio invertido. Luego
la membrana se retir6 de la camara y el colorante incorporado se recupero en acido
acético al 10% y se realizd lectura espectrofotométrica a 595nm. Este ensayo se

realizé por triplicado.
4.1.3 Evaluacion de los niveles de expresion del receptor IGF-IR

El nivel de expresién de proteina del receptor IGF-IR en cada una de las lineas
celulares se evalu6 mediante western blot. Este ensayo se realiz6 a partir de 50ug de
proteina para cada linea celular en estudio. El extracto de proteina se obtuvo como se
indica en el literal 4.2.1. En primer lugar las proteinas se separaron en geles de
poliacrilamida del 10%. Terminada la electroforesis, se realiz6 la transferencia a
membranas de nitrocelulosa, donde se verificd la transferencia usando la tinciéon
reversible rojo Ponceau. Los sitios inespecificos se bloquearon con leche descremada
al 5% y posteriormente se incub6 durante toda la noche con anticuerpo primario anti-
rabbit contra el receptor de IGF tipo | (IGF-IR) sub unidad B (IGF-IRp C-20. Santa
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Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) en una relacion 1:1000 en leche
descremada al 1% a 4°C. Después de tres lavados con TBS-Tween (NaCl 0,2M; KCI
0,0025; Tris-base 0,025M; Tween 20 0,05%), los blots se incubaron 1,5h con el
anticuerpo secundario Pierce Goat Anti-Rabbit Poly-HRP (Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, USA) en relacion 1:10000 a temperatura ambiente. Después de varios
lavados el inmunocomplejo se identificO por quimioluminiscencia usando el Pierce
SuperSignal West Pico Chemiluminiescent kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA). La densitometria de las bandas se realiz6 con el programa Quantity One®
(Biorad). Se usé MCF-7 como linea control de expresiéon de IGF-IR.

4.2 ANALISIS PROTEOMICO DE LAS LINEAS CELULARES
4.2.1 Caracterizacion del proteoma general

4.2.1.1 Extraccion de proteina total: Las células se crecieron a confluencia en platos
de 100mm en medio completo. Las células se lavaron y rasparon con buffer fosfato
salino PBS frio (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na,HPO44,3mM; KH,PO, 47mM). Se
obtuvo el pellet por centrifugacién a 1000rpm durante 5 minutos. Luego el pellet celular
se sometid a lisis con buffer RIPA (NaCl 150mM, Tris-HCI 50mM, EDTA 2mM, Triton
X-100 1%, NP-40 0,5%) y coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se incubo

por 30 minutos a 4°C y se centrifug6 a 14000rpm por 20 minutos.

La proteina se precipité usando particibn de fases metanol—cloroformo, el pellet se
resuspendio en buffer IEF-T (Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 4%, anfolitos 1% pH 3 - 10
no lineal, DTT 40mM). El extracto de proteina se cuantific6 usando el kit Pierce 660nm
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA)

4.2.1.2 Electroforesis bidimensional (2DE): El isoelectroenfoque se llevo a cabo en
tiras de 18cm ReadyStrip IPG Strip (BioRad) de gradiente de pH no lineal de 3-10. Los
extractos de proteina (500ug de extracto total) se llevaron a un volumen final de
325uL con buffer de rehidratacién (Urea 7M, Tiourea 2M, SDS 2%, CHAPS 0,5%,
Anfolitos 2%). Las tiras se rehidrataron de manera pasiva por 1 hora, al cabo de este
tiempo se sometieron al siguiente programa de isolectroenfoque: 50V por 11 horas
para rehidratacion activa, una rampa rapida a 250V de 30min y luego a 1000V en
30min, voltaje que se mantuvo luego por una hora, paso seguido una rampa rapida a
4000V en 45min, voltaje que se mantuvo por una hora y finalmente una rampa rapida
a 8000V hasta alcanzar 55000V/h. Después de la primera dimension, las proteinas se
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redujeron en buffer de equilibrio (Tris-Cl 0,375M, pH 8,8; Urea 6M, Glicerol 20%, SDS
2%) y DTT 130mM durante 15min y subsecuentemente se alquilaron durante 15min
con el mismo buffer de equilibrio reemplazando el DTT por Yodoacetamida 135mM.
Las proteinas se separaron en la segunda dimensién usando geles del 12% de
poliacrilamida y un voltaje constante de 100V. Los geles se tifieron con Azul de
Coomasie coloidal G 250. Los geles se escanearon y el analisis de imagenes se
realiz6 usando el software PDQuest (BioRad) y Progenesis SameSpot (Nonlinear
Dynamics Ltd). Se obtuvieron triplicados de cada linea celular.

4.2.2 Analisis comparativo de los proteomas de extractos enriquecidos en proteinas de

membrana

4.2.1.1 Enriquecimiento de proteinas de membrana: Se cultivaron aproximadamente
4,0 x 107 células para cada linea celular para obtener cerca de 1mg de extracto de
proteina enriquecido. Dicho enriquecimiento se realizé usando el kit Pierce Cell
Surface Protein Isolation (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) efectuando
algunas adaptaciones a las instrucciones de los productores. Se realiz6 marcacién
sobre pellet celular, usando sulfosuccinimidil-2-(biotinamida) etil-1, 3 — ditiopropionato,

cuya estructura se muestra en la figura 5.

Figura 5. Estructura del reactivo de marcacién con biotina

0

?u HH— &

Na* =0, —~— i] i} !
e | A NH

¢.SI \\_,-"H'- e -~ L] . - L Ry

0 0 B 5 - “N-
0 H i
Sullo-NHS-55-Biotin
M.W. 60662
Spacer Arm 24.3 A

De manera general, el grupo éster N- hidroxisulfosuccinimida (NHS) del reactivo de
marcacion reacciona con los ¢ — amino de los residuos de lisina de proteinas de
superficie celular para generar un producto estable. Aunque los grupos o — amino
presentes sobre el N — terminal de los péptidos reaccionan con el grupo NHS, dichas
aminas estan ocasionalmente disponibles para la conjugacion. Los ésteres NHS

reaccionan con aminas primarias deprotonadas, por lo que la reaccion requiere pH
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neutros o basicos. En la figura 6 se presenta de manera esquematica la reaccion de

marcacion.

Terminado el periodo de marcacion, se efectlo la lisis celular con buffer RIPA y se
procedi6 a una purificacion cromatografica por afinidad, usando resinas de
NeutrAvidina Agarosa, la cual corresponde a una version modificada de la avidina, con

un punto isoeléctrico de 6,3; lo que minimiza las uniones inespecificas.

Figura 6. Representacién esquematica de la marcacion de biotina de la superficie

celular
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La elucion especifica de las proteinas marcadas se logra por incubacién de la resina
con buffer que contiene DTT 50mM, el cual rompe el enlace disulfuro presente en el
brazo espaciador del reactivo de marcacion. Las proteinas enddégenamente
biotiniladas no son sensibles a condiciones reductoras y permanecen unidas a la
resina. El extracto de proteina se precipitdé usando particion de fases metanol—
cloroformo, el pellet se resuspendi6 en buffer IEF-T y se cuantificé usando el kit Pierce
660nm Protein Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA)

4.2.2.1 Verificacion del enriquecimiento en proteinas de membrana: Se verifico el
enriquecimiento mediante un western blot contra el receptor de membrana IGF-IR del
extracto total y del enriguecido, siguiendo el protocolo que ya se describié con
anterioridad. Dada la cantidad limitante de extracto enriquecido obtenido, se utilizaron
2,2ug de éste y 30ug del extracto total. Se realiz6 densitometria de las bandas
obtenidas usando el software QuatityOne® (BioRad). La intensidad se normalizé por

microgramo de proteina.

4.2.2.2 Caracterizaciéon bidimensional de proteomas enriquecidos en proteinas de
membrana: Los extractos enriquecidos en proteinas de membrana se sometieron a

separacion 2DE usando las condiciones anteriormente descritas, literal 4.2.1.2. En
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este caso se usaron 300ug de proteina para cada linea celular. Este ensayo se realizé
por duplicado.

4.2.2.3 Andlisis multidimensional de proteomas enriquecidos en proteinas de
membrana: Una alicuota de 20ug del extracto enriquecido de cada linea se separ6 por
SDS - PAGE, por duplicado, en un gel de 12,5% y 7cm, se aplicé una diferencia de
100V para lograr la separacion electroforética. Se realizé tincion siguiendo el protocolo
de Blue Silver [99], el cual ofrece una sensibilidad similar a la obtenida por tinciéon con
plata. Se realiz6 el andlisis de imagenes por Quantity One® (BioRad). A partir del
andlisis de imagenes, cada carril correspondiente a la separaciéon del extracto de las
lineas celulares se dividi6 en partes iguales y se realiz6 el tratamiento para la digestion
triptica de las proteinas, siguiendo el protocolo de digestion en gel establecido por
Shevchenko, et al., [100]. En breve, los fragmentos de gel se decoloraron con
acetonitrilo (ACN) 50% y NH,HCO3; 10mM, deshidratados con ACN para ser reducidos
con DTT 10mM durante 30 minutos seguido por alquilacion con yodoacetamida 55mM
durante 30 minutos, previa deshidratacion. Cumplido este tratamiento los fragmentos
se incubaron con tripsina 12,5ng/uL (Trypsin Gold, Grado espectrometria de masas,
Promega) durante 16 horas. Cumplido este periodo, los péptidos se recuperaron y se

llevaron a sequedad.

A continuacién, se realiz6 una separacion cromatografica en fase reversa con
gradiente de elucién tipo agua — acetonitrilo. Todos los espectros de masas se
adquirieron usando un espectréometro de masas hibrido cuadrupolo — TOF (Q-TOF
Ultima, Micromass, Manchester UK) acoplado al cromatégrafo liquido y equipado con
una fuente nano Z - spray operando en modo i6nico positivo. Las condiciones de
ionizacion usadas incluyeron un voltaje capilar de 2,3kV, un voltaje de cono y lentes
RFI de 30 V y 100V, respectivamente y una energia de colosién de 10eV. La
temperatura de la fuente fue de 80°C y el cono de gas fue establecido con N,. Se usé

Argon en la celda de colision.
Este analisis se adelant6 en colaboracién con el Departamento de Bioquimica, Instituto

de Quimica, UFRJ/Rede Protedmica de Rio de Janeiro, dirigido por el profesor

Gilberto Domont en Rio de Janeiro, Brasil.
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4.2.3 Andlisis Bioinformético

4.2.4.1 Andlisis de imagenes: La densitometria de bandas provenientes de los
ensayos de western blot se analizaron usando el software QuantyOne® (BioRad). Las
iméagenes obtenidas de cada uno de los proteomas se analizaron usando el software
PDQuest Advance 8.0.1 (BioRad) para estimar el numero de porteinas por gel,
porcentaje de apareamiento y reproducibilidad del método que se considero
satisfactorio por encima de 70%. La expresion diferencial de proteinas se consider6 a

partir de una diferencia de por lo menos +3,0 veces la intensidad.

4.2.4.2 Analisis de espectros MS/MS: Los espectros de masas tipo MS/MS de cada
linea celular, obtenidos a partir del analisis multidimensional de las seis fracciones de
mayor peso molecular, se analizaron usando el software libore MASCOT® para obtener
archivos tipo mascot .dat que posteriormente se procesaron con el Proteome Software
Scaffold (http://www.proteomesoftware.com), que facilita la organizacion, validacion e
interpretacion de datos de espectrometria de masas, permitiendo identificar un mayor
namero de proteinas en cuanto considera incluso los espectros que no son asignados
en MASCOT®. Scaffold usa algoritmos estadisticos Bayesianos desarrollados por el
Institute for Systems Biology. Las implementaciones de estos algoritmos han sido
ampliamente distribuidas bajo los nombres de PeptideProphet™ y ProteinProphet®.
Usando una implementacién independiente de estos algoritmos, Scaffold determina las
distribuciones de los score de Mascot o SEQUEST, que dependen del tamafio de la
base de datos y de las caracteristicas especificas de la muestra. A partir de estas
distribuciones, Scaffold traduce los scores Mascot o SEQUEST en probabilidades que
determinan la confiabilidad de la identificacién. EI método usado por Scaffold
suplementa al de Mascot, en cuanto este Ultimo proporciona un estimado de la
probabilidad basado en el tamafo de la base de datos, pero no de las caracteristicas
de la muestra. Por incorporacion de la distribucién especifica de la muestra, Scaffold
permite un mejor estimado de la probabilidad de una correcta identificacion.
Adicionalmente, provee un algoritmo denominado X! Tandem que permite una
identificacion automatica y rapida de péptidos con cualquier modificacion post-

traduccional y por tanto aumenta la probabilidad de identificacién.

Luego de obtener la asignacion peptidica, se realiz6 un analisis automatico de las
anotaciones para cada una de las proteinas identificadas usando el software STRAP®
(Software Tool for Researching Annotations of Proteins)[101], herramienta

bioinformatica que obtiene automaticamente los términos GO (gene ontology)
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asociados con proteinas en los resultados de identificacion proteémica, usando las
bases de datos de acceso libre UniProtK y EBI GOA. De esta manera permite, realizar
la anotacion automética y visualizacion de los datos protedémicos. En la figura 7 se
presenta un resumen del flujo de informaciébn conducente a la identificacion y
anotacion de proteinas

Figura 7. Diagrama de flujo de informacion para identificacion y anotacién de
proteinas
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4.2.4 Analisis Estadistico

Los datos de los resultados experimentales se evaluaron mediante el test-T de Student
utilizando el programa XLSTAT Software (http://www.xlIstat.com/es/home/). Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.
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5. RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS LINEAS CELULARES
5.1.1 Ensayo de Proliferacién Celular

Para evaluar el efecto de la estimulacién por los ligandos del sistema IGF sobre la tasa
de proliferacion celular, se realiz6 un ensayo de MTT para la linea celular HeLa. En
primer lugar se evalud la concentracion celular inicial éptima, para tal efecto la linea
celular HeLa se cultivdo a diferentes concentraciones 5000, 10000, 15000 y 20000
células/pozo y se determiné la absorbancia asociada a dicha concentracién como se
muestra en la figura 8. De acuerdo a lo obtenido, se decidi6 realizar los ensayos con
una concentracion inicial de 10000 células/pozo correspondiente a una absorbancia
promedio de 0,480, ubicado en el rango de absorbancia dentro de los parametros de
linealidad de Lambert — Beer y asumiendo el aumento de absorbancia por crecimiento

de la poblacion celular en el tiempo de duracién del ensayo de proliferacion.

Figura 8. Poblacién celular inicial éptima para el ensayo de proliferacion en Hela.
Evaluacion espectrofotométrica a 650nm/570nm de distintas concentraciones celulares: 5000,
10000, 15000 y 20000 células/pozo
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Conocida la concentracion celular inicial se realiz6 un ensayo donde se evalud el
efecto de la estimulacién por insulina, IGF-I e I1G-lIl en concentraciones de 10nM y
50nM, usando como control células creciendo en SFM y en medio completo
(SFB10%). La tasa de proliferacién se evalud durante tres dias cada 24 horas. En la
figura 9 se presenta la gréfica del ensayo de proliferacion de Hela, las barras
corresponden a los datos normalizados contra el control SFM de cada tiempo.

Figura 9. Efecto del sistema IGF en proliferacion celular de la linea celular HeLa. Se
sembraron 10000células/pozo sometidas a estimulacion con insulina (Ins), IGF-I e IGF-1I en
dosis de 10nM y 50nM. Control positivo: SFB 10%. La tasa de proliferacion se evalud cada 24
horas durante 3 dias. Las barras corresponden a los datos normalizados contra el control,
células creciendo en SFM de cada tiempo. Las letras sobre las barras indican diferencia
significativa respecto al control. Barras con la misma letra no hay diferencia significativa. Datos
mostrados +SEM, considerados como significativos p<0,05
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La tasa de proliferacion muestra un comportamiento dependiente al tiempo, no asi
respecto a la dosis usada de cada ligando. IGF-I e IGF-II estimulan de manera clara la

proliferacion en esta linea celular, sin embargo, no presentan una diferencia
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significativa entre las 24 y las 48 horas, para cada una de las dosis usadas. El mayor
aumento en la tasa de proliferacion se presenta a las 72h por accién del IGF-11 10nM,
4,35 veces respecto al control, superando de manera significativa incluso el estimulo
inducido por el SFB 10%.

5.1.2 Ensayo de Migracion e Invasiéon Celular
5.1.2.1 Ensayo de Migracion Celular

La migracion celular se evalu6 mediante camaras de Boyden, usando una
concentracion celular de 200000 células/pozo. La capacidad quiomioatrayente de cada
ligando del sistema IGF se establecid a una concentracion de 10nM y se mantuvo
como control SFM para migracion basal y medio completo como control positivo. Las
células capaces de migrar en respuesta al estimulo quedan atrapadas en la membrana
del inserto, donde, son teflidas con cristal violeta para su visualizacion, posteriormente,
se realiza una solubilizaciéon de la tincion captada por las células con DMSO y se
efectia una lectura espectrofotométrica a 595nm. En la figura 10 se muestra la
fotografia de un campo representativo para cada estimulo y la migracién promedio

establecida segun la absorbancia a 595nm.

La linea celular HeLa exhibié una alta capacidad de migracién al ser estimulada con
SFB 10% lo que concuerda con la literatura. A nivel del estimulo por parte de los
ligandos del sistema IGF, se observa que Unicamente IGF—I e IGF-Il promueven de
manera significativa la migracion en esta linea celular. Si bien, las diferencias a nivel
de absorbancia no son estadisticamente significativas entre dichos ligandos, puede
notarse en las fotografias (Figura 10 A) que IGF-II promueve la migracion de un mayor
nimero de células que IGF-I, lo que concuerda con la tendencia observada en la
grafica (Figura 10 C). De tal manera, puede sugerirse a IGF-Il como el ligando del

sistema IGF que promueve el mayor indice de migracion en HelLa.

Por su parte C33-A no presenta un incremento estadisticamente significativo del indice
de migraciéon al ser estimulada con los ligandos, como también puede corroborarse

con las fotografias en la figura 10 B.
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Figura 10. Ensayos de Migracion de las lineas HeLa y C33-A. Fotografias de un campo
representativo 20X. Muestra las células que lograron migrar inducidas por la accion de cada
ligando y control tefiidas con cristal violeta 1%. A. HeLa B. C33-A C. Migracion promedio
determinada espectrofotométricamente a 595nm. Datos mostrados +SEM, considerados como
significativos p<0,05
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5.1.2.2 Ensayo de Invasion Celular

La invasion celular se evalu6 usando camaras de Boyden recubiertas con Geltrex™ y
una concentraciéon de 200000 células/pozo de cada linea celular. Se evalu6 la
respuesta invasiva por estimulacion con IGF-I e IGF-Il en una concentracién de 10nM
y se mantuvo como control SFM para evaluar el indice de invasién basal. De manera
similar al ensayo de migracion, las células que invadieron se tifieron con cristal violeta
sobre la membrana del inserto. En la figura 11 se muestra un campo representativo de
cada tratamiento para las lineas celulares y la invasion promedio establecida por

lectura espectrofotométrica a 595nm.

La linea celular HeLa exhibié una capacidad invasiva mucho mayor que C33-A. La
invasion basal de HelLa fue 1,8 veces mayor que la de C33-A, relacién que se mantuvo
cercana a este valor en los demas estimulos (SFB 10%: 1,8 veces; IGF-I: 2,3 veces;
IGF-II: 1,6 veces). HeLa mostr6 un comportamiento altamente invasivo promovido por
SFB 10%, dado que puedo observarse microscopicamente grupos de células viables
adheridas en el fondo del pozo de cultivo al cabo de las 24 horas de estimulo, lo que

estd en concordancia con lo reportado en literatura[71].

IGF-Il fue el Unico ligando que estimulé un incremento en la invasion de manera
significativa en cada una de las lineas celulares, con indices de invasién de 1,1y 1,2

para HeLa y C33-A, respectivamente.

56



Figura 11. Ensayos de Invasion de las lineas HeLa y C33 —A. Fotografias de un campo
representativo 20X. Muestra las células que lograron invadir a través del Geltrex™ estimuladas
por la accién de IGF-I, IGF-Il y controles, tefiidas con cristal violeta 1%. A. HeLa B. C33-A C.
Invasion promedio determinada espectrofotométricamente a 595nm.Letras a,b representan
diferencias significativas entre tratamientos con el control dentro de cada linea celular y c
diferencias significativas entre mismos tratamientos entre lineas celulares. Datos mostrados
+SEM, considerados como significativos p<0,05
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5.1.3 Evaluacién de los niveles de expresion del receptor del sistema IGF tipo |

La expresion de proteina del receptor IGF tipo | (IGF-IR) se evalué mediante western
blot. Se separaron por electroforesis tipo SDS-PAGE 50ug de proteina total de Hela,
C33-A y MCF-7, una linea celular de cancer de seno usada como control, dado que
sobre expresa éste receptor como ha sido reportado ampliamente en la literatura[102].
En la figura 12 se muestra el patron de separacion electroforética obtenido y el
western blot para el receptor IGF-IR.

Figura 12. Evaluacion de los niveles de expresion de IGF-IR de las lineas celulares en
estudio. 1: Marcador de peso molecular 2: MCF-7 3: HeLa 4: C33-A. A. Patrén de separacion
electroforética visualizado mediante la tincion irreversible rojo Ponceau. B. Densitometria
correspondiente a los niveles de expresion relativa de IGF-IR en cada linea celular C. Western
blot contra IGF-IR
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Como puede verificarse en la figura 12A se separ6 la misma cantidad de proteina para
cada una de las lineas celulares. La linea celular Hela exhibi6 la mitad de los niveles
de expresion del receptor presentes en MCF-7 pero fue 3,4 veces superior a los
presentados por C33-A (Figura 12B-C)

5.3 ANALISIS PROTEOMICO DE LAS LINEAS CELULARES

5.3.1 Caracterizacion del proteoma general

En primer lugar, se evaluaron las condiciones de isolectroenfoque, electroforesis SDS-
PAGE vy la reproducibilidad del protocolo aplicado. Para tal fin se realiz6 la separacion
de 120ug de proteina total de HeLa en tiras de 7cm con un gradiente de pH no lineal
de 3 - 10. En la figura 13 se presentan los duplicados del proteoma obtenido.
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Figura 13. Evaluacion del protocolo de separacion bidimensional. Duplicado de la
separacion bidimensional de 120ug de proteina total de HelLa en tiras de 7cm con gradiente no
lineal de 3 — 10 y geles de poliacrilamida del 12%. Tinciébn Coomassie Coloidal G-250 A.

Duplicado de proteomas B. Reporte de comparacion del analisis mediante el software PDQuest
Advance 8.0.1 (BioRad)
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Puede observarse en la figura 13 A que el isoelectroenfoque y separacion en segunda
dimension se logré de manera efectiva. El andlisis de imagenes efectuado mediante el
programa PDQuest Advance 8.0.1 (BioRad) permitié6 detectar 152 spots y 149 spots
para cada gel con un porcentaje de apareamiento entre los geles del 89% (recuadro
en la figura 13B). Este resultado indica que el protocolo de separacion y su
reproducibilidad es satisfactorio.

Dado que el proceso de optimizacion de las condiciones de separacion bidimensional
fue efectivo, se procedid a aplicar el protocolo en un formato mas grande que permite
una mayor resolucion y de ésta forma, evaluar los perfiles de expresion de proteinas
de las lineas celulares en estudio. Para ello, se realiz6 una extraccion de proteina total
con buffer RIPA y se separaron 500ug de proteina en dos dimensiones. En la figura 14

se muestran los proteomas de la linea celular HeLa y C33-A, respectivamente.

Figura 14. Perfiles proteémicos bidimensionales de las lineas celulares HeLa y C33-A.
Se separ6 un total de 500ug de proteina de cada linea celular en geles de poliacrilamida del
12% de 18cm y gradiente de pH 3-10 no lineal. Tincion Coomassie Coloidal G-250 A. Hela B.
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Puede observarse una excelente separacion de la proteina en las dos dimensiones.
Usando el software PDQuest Advance 8.0.1 (BioRad) se detectaron 614 spots y 493
spots en el proteoma general de C33-A y Hela, respectivamente, como puede
observarse en la figura 15 donde se presenta el reporte del experimento. Se
encontraron 399 spots comunes a los dos proteomas, dando un porcentaje de
apareamiento del proteoma de Hela respecto al de C33-A de un 80%. En la figura
15B puede observarse con detalle una de las secciones de los geles donde es posible
evidenciar la similitud de los proteomas de las lineas celulares. El recuadro de la parte
derecha muestra una comparacion en términos de la intensidad de cada spot, en rojo
C33-Ay en verde Hela, donde se observan tanto spots con la misma intensidad como

con intensidad similar.
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Figura 15. Comparacion entre los proteomas generales de HelLa y C33-A. A. Reporte
del experimento B. Detalle de la comparacion en una seccién de los proteoma. La ventana 1
corresponde al gel master que genera una imagen virtual con los parametros de comparacion,
la ventana 2 corresponde al proteoma de C33-A y la 3 al proteoma de Hela. A la derecha
aparece el recuadro de comparacion de intensidad relativa de cada spot. Se subraya en azul el
andlisis de intensidad del spot encerrado en un recuadro amarillo en cada uno de los
proteomas.
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Se efectudé una cuidadosa revision manual de cada spot para asegurar que el
apareamiento se asigné de manera correcta. El andlisis de imagenes permitid
establecer un total de 46 proteinas expresadas diferencialmente con una diferencia de
por lo menos 3,0 veces entre las lineas celulares. En la figura 16 se muestra una
gréfica de distribucion de la expresion diferencial de proteinas. Donde los spots
ubicados dentro de la franja azul y roja presenta una intensidad similar que es mayor
en cuanto mas cercanos se encuentren los spots a la linea de regresion. Los spots
sobre la linea azul y debajo de la linea roja presentan una diferencia en intensidad de
3 veces, de Hela respecto a los de C33-A.

Figura 16. Proteinas diferencialmente expresadas. A. Detalle de proteinas
diferencialmente expresadas. B. Curva de dispersion de la expresion diferencial de proteinas.
Los puntos sobre la linea azul y debajo de la roja indica los proteinas diferencialmente
expresados por minimo 3 veces.
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Adicionalmente en la figura 17 se presenta una imagen de los proteomas
superpuestos que permite visualizar de manera general el nivel de correlacién entre
los proteomas. En rojo se muestra el proteoma de C33-A y en verde el proteoma de

HelLa, en amarillo zonas que se sobreponen.
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Figura 17. Imagen superpuesta de los proteomas de cada una de las lineas celulares.
En rojo proteoma C33-A. En verde HelLa y en amarillo zonas que se sobreponen. Se muestra el
detalle de la imagen

5.3.2 Andlisis comparativo de los proteomas de extractos enriquecidos en proteinas

de membrana

5.2.2.1 Verificacion del enriquecimiento en proteinas de membrana: Con el objetivo de
caracterizar los subproteomas de membrana de cada una de las lineas celulares, se
realiz6 un enriquecimiento en proteinas de membrana mediante cromatografia de
afinidad tipo biotina — avidina, usando el kit Pierce Cell Surface Protein Isolation
(Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA). Para verificar el enriquecimiento en
proteinas de membrana se realizé un western-blot contra el receptor IGF-IR. En la
figura 18 se muestra el western blot contra el receptor y la comparacion entre la
intensidad obtenida en extracto total y enriquecido, normalizada respecto a la cantidad

de proteina, este ensayo se realiz6 con proteina obtenida de la linea celular HelLa.
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Figura 18. Verificacion del enriqguecimiento en proteinas de membrana. A. Western-blot
receptor IGF-IR de extracto total (30ug) y enriquecido (2,2ug) de la linea celular HelLa. B.
Normalizacion de intensidad frente a cantidad de proteina cargada.
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Dado que la cantidad de extracto enriquecido era limitado, se sembraron 2,2ug frente
a 30ug del extracto total. Se realizé densitometria de las bandas obtenidas, usando el
software QuantityOne® (BioRad). La figura 18A muestra la intensidad de cada banda
de acuerdo a la cantidad de proteina. Sin embargo, como se observa en la figura 18B,
al normalizar intensidad frente a la cantidad de proteina, se hace evidente el
enriquecimiento que corresponde a un aumento de 7 veces de la intensidad por

microgramo de proteina entre el extracto enriquecido y el total.
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5.2.2.2 Caracterizacion bidimensional de proteomas enriquecidos en proteinas de
membrana: Con el fin de comparar el perfil de expresion de proteinas de membrana se
separaron 300ug del extracto enriquecido mediante electroforesis bidimensional
usando un gradiente de pH no lineal de 3 a 10 en geles de poliacrilamida al 12%
siguiendo el protocolo que se describe en la metodologia. En la figura 19 se muestran
los proteomas obtenidos para cada una de las lineas celulares.

Figura 19. Perfil protebmico de extractos enriquecidos en proteinas de membrana.
Separacion de 300ug de extracto enriquecido mediante electroforesis bidimensional usando un
gradiente de pH no lineal de 3 a 10 en geles de poliacrilamida al 12%. Tincién Coomassie
Coloidal G-250 A. HeLa B. C33-A
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Al comparar la figura 14 correspondiente a los proteomas generales con la figura 19
del proteoma enriquecido en proteinas de membrana, puede apreciarse una reduccién
de la complejidad del proteoma en cuanto se logra una mayor resolucién de la zona de
alto peso molecular. Mediante el andlisis de imagenes similar al realizado para los
proteomas generales mediante el software PDQuest Advance 8.0.1 (BioRad), se logré
establecer un porcentaje de apareamiento del 41% con un total de 207 spots comunes
entre los proteomas en la linea celular HeLa, en cuanto a C33-A se determina un
apareamiento del 43% con un total de 170 spots comunes. En la figura 20 se presenta
una zona de los proteomas general y enriguecido superpuestos, para cada linea
celular independiente, en rojo el proteoma general, en verde el enriquecido y en
amarillo los spots superpuestos. Puede verificarse como en el proteoma enriquecido
en proteinas de membrana se presentan spots que en el proteoma general no fueron

visibles (spots verdes).
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Figura 20. Comparacion proteoma general y enriquecido en proteinas de membrana.
A. Detalle de una zona de los proteomas general y enriquecido superpuestos, para cada linea
celular independiente. En rojo el proteoma general, en verde el enriquecido y en amarillo los
spots superpuestos

HelLa C33-A

A.

Por ultimo se realiza una comparacion entre los proteomas enriquecidos de las lineas
celulares. Se establece un porcentaje de apareamiento del 58% con un total de 272
spots comunes. Por otro lado, se encontraron 86 proteinas expresadas
diferencialmente con al menos una diferencia de 3 veces. En la figura 21 se muestra
la curva de dispersiéon de expresion diferencial de spots y la imagen superpuesta de
los proteomas donde rojo corresponde a C33-A, verde a HelLa y amairillo a los spots

apareados.

Figura 21. Comparacion entre los proteomas enriquecidos en proteinas de membrana
de HeLa y C33-A. A. Curva de dispersién de la expresion diferencial de proteinas B. Imagen
superpuesta de proteomas enriquecido en proteinas de membrana en rojo C33-A, verde HelLa

y amarillo spots apareados.
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5.2.2.3 Andlisis multidimensional de proteomas enriquecidos en proteinas de
membrana: La aproximacion analitica multidimensional ha demostrado ser efectiva en
la separacion y andlisis de proteinas de membrana. De acuerdo a lo anterior, se
efectu6 una separacion electroforética de tipo SDS-PAGE de los extractos
enriquecidos. A partir del andlisis del patron de separacion electroforética se dividié en
diez fracciones un carril de cada linea celular para someter a posterior separacion por
cromatografia liquida en fase reversa y analisis por espectrometria de masas. En la
figura 22 se muestra el corrido electroforético de los extractos de cada una de las

lineas celulares.

Figura 22. Separacion tipo SDS-PAGE de extractos enriquecidos en proteinas de
membrana. Carril 1: Marcador de peso molecular, carriles 2 y 3: HelLa y carriles 4 y 5: C33-A.
Los carriles 2 y 5 muestran los cortes que realizados para obtener las fracciones de analisis. La
electroforesis se realizé usando geles de poliacrilamida del 12,5% y tefiidos segun el protocolo
Blue Silver [99] B. Detalle de las primeras 10 fracciones.

100KDa
75KDa

50KDa

35KDa
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I

En la figura 22B se muestra una imagen aumentada de las primeras 10 fracciones
donde puede observarse diferencias evidentes del patron de separacion entre la linea
HelLay C33-A, gue sugiere perfiles proted6micos distintos. Las primeras seis fracciones
de cada linea celular se sometieron a tratamiento para digestion triptica, separacion

por cromatografia en fase reversa y andlisis de masa tipo ESI-Q-TOF-.

5.2.2.4 Identificacién de proteinas: Como se describié en el literal anterior las seis
fracciones de mayor peso molecular de cada linea celular, se analizaron por
espectrometria de masas tipo ESI-Q-TOF (Q-TOF Ultima, Micromass, Manchester
UK). Los archivos obtenidos del espectrometro de masas son exportados con la
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extension .pkl que es

utilizado

en el software en linea MASCOT®

(http://www.matrixscience.com/) opcion MS/MS lon Search, para el analisis de

espectros producto de fragmentacion tipo tandem vy lograr la identificacion de

proteinas.
resumidas en la tabla 3.

Los pardmetros usados para la identificacion de las proteinas son

Tabla 3. Resumen de parametros para identificacion usados en MASCOT®

Parametro

Opcion Elegida

Base de datos

SwissProt

Enzima

Tripsina con la opcién de una (1) ruptura inespecifica

Taxonomia

Homo sapiens (human)

Modificaciones fijas

Carbamidometilacién (C)

Modificaciones variables

Oxidacion (M) y oxidacion (HW)

Tolerancia de error de la masa | 0,5Da

péptidica

Tolerancia de error de la masa | 0,2Da

de fragmentos iénicos

Carga peptidica +1

Instrumento ESI-QUAD-TOF
Numero de reportes Automaético

Esta busqueda se aplicd a cada una de las fracciones analizadas que corresponden a
un archivo Unico micromass tipo .pkl. Los resultados obtenidos, se exportaron como
archivos Mascot en extension .dat para luego ser usados en el Proteome Software
Scaffold, que facilita la organizacion, validacion e interpretacibn de datos de
espectrometria de masas, permitiendo identificar un mayor niamero de proteinas en

cuanto considera incluso los espectros que no son asignados en MASCOT®.

Los datos mascot.dat obtenidos para cada una de las 12 fracciones se importaron al
Scaffold para generar un archivo de blsqueda Unico por linea celular, por ejemplo, el
archivo Unico de busqueda para HelLa contenia los 6 archivos mascot.dat provenientes
de la busqueda Mascot de cada fraccién y se procesaron bajo la opcién de analisis

multidimensional.

70




El archivo Unico de busqueda de cada linea se someti6 a X! Tandem donde se
consideraron 68 modificaciones post-traduccionales posibles. Tras este proceso, se
identificaron 56 proteinas con un rango de probabilidad entre 80% y 100%.

Sin embargo, no todos los espectros lograron ser identificados, de hecho una gran
proporcion de ellos no pudieron ser asignados. En la figura 23 se muestra la relacion
de los espectros asignados y los no identificados, puede evidenciarse como la mayor
parte de ellos, sobre todo para el caso C33-A no pudieron ser asociados con la
identificacion de una proteina.

Figura 23. Espectros de masas asignados por fraccion. Cada una de las barras
corresponde a las fracciones analizadas. Sobre el eje de las x se grafican los espectros
asignados y debajo del eje los no asignados A. HeLa B. C33-A
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6. DISCUSION

Dado que la membrana celular juega un rol central en el desarrollo de fenotipos
metastaticos de células tumorales, en cuanto, media procesos de migracion e
invasion, en este trabajo se abordé el estudio proteémico comparativo cualitativo de
fracciones enriquecidas en proteinas de membrana, de dos lineas celulares de cancer
cervical con tejido de origen e indice de invasion diferentes. Este tipo de cancer
demanda una especial atencién, en cuanto representa un verdadero problema de

salud publica para la mujer en paises del tercer mundo.

6.1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA TIPO || PROMUEVE
PROLIFERACION, MIGRACION E INVASION EN LINEAS CELULARES DE
CANCER CERVICAL

De manera particular, varias lineas de evidencia involucran ampliamente al sistema
IGF en carcinogénesis y progresién tumoral en diferentes tipos celulares, sin embargo,
en cancer cervical, IGF-Il mas que IGF-I parece jugar un rol significativo. Por ejemplo,
se ha encontrado una asociacion entre la infeccion por VPH y elevados niveles del
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF-R) [103]; que se correlacion6
positivamente con una elevacion en los niveles de IGF-1l [104], por lo que la presencia
de VPH estaria asociada con elevados niveles de EGF-R e IGF-Il, esto en células
epiteliales cervicales. Adicionalmente, se ha reportado una elevacion de IGF-II

circulante en mujeres con neoplasia intraepitelial cervical (NIC) [14].

Oligonucledtidos antisentido para IGF-II inhibieron el efecto mitogénico inducido por
EGF a través de una accion autocrina de IGF-II en la linea celular de cancer cervical
HT-3 [105]. Ademas, ha sido reportada que una baja regulacién de IGF-IR por ARN
antisentido puede revertir el fenotipo transformado en algunas lineas de cancer
cervical, incluso cuando VPH esta presente [106]; estos estudios sugieren que la
produccion autocrina de IGF-Il y la sobre-expresion de IGF-IR son importantes

elementos en la regulacion de la proliferacion de células de carcinoma cervical[107].

Existe también evidencia que contrasta con algunos de estos resultados. En un
estudio en el que se establecieron los niveles de mARN de IGF-Il en muestras
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citologicas cervicales, solo se encontrd diferencias significativas en mujeres con lesién
intraepitelial escamosa de bajo grado, no asi, en lesion intraepitelial escamosa de alto
grado o cancer, en comparaciéon con el grupo control[107]. Adicionalmente, trabajos
anteriores adelantados en nuestro grupo han reportado que no existe una asociacion
directa entre los niveles séricos de IGF-I e IGF-II con la infeccién por VPH de alto
riesgo en lesiones intraepiteliales de alto y bajo grado[108]

En este estudio se evallo el efecto bioldgico de los ligandos del sistema IGF en dos
lineas celulares de cancer cervical, HeLa y C33-A, a nivel de proliferaciéon, migracion e
invasion. En la linea celular Hela, infectada con VPH tipo 18, IGF-I e IGF-II
promovieron en mayor grado la tasa de proliferacion, de manera dependiente al
tiempo, sin embargo, no se observl una respuesta dosis — dependiente para ninguno
de los péptidos. La mayor tasa de proliferacién se presenté por la estimulaciéon con
IGF-Il 10nM a las 72h. En cuanto a los ensayos de migracion e invasion, se encuentra

una mayor respuesta de las células a IGF-II.

En el caso de C33-A, una linea celular libre de infeccién por VPH, ha sido reportado
gue éstas células particularmente no presentan alguna respuesta a la estimulacién por
los ligandos del sistema IGF a nivel de proliferacién, migracion o invasién [109].
Nuestros resultados muestran que ninguno de los ligandos del eje IGF tiene un papel
guimioatrayente para C33-A que pueda inducir un proceso de migracion, sin embargo,
a nivel de invasién, se observd un ligero aumento respecto al control, en respuesta a
estimulacion con IGF-II.

En este punto, debe considerarse que los ensayos de migracion e invasion efectuados
usando camaras de Boyden, presentan la limitacion de una baja reproducibilidad
cuando se quiere realizar la medicién a nivel de absorbancia, en cuanto la tincién con
cristal violeta puede unirse inespecificamente a la membrana del inserto de manera
variable. Considerando lo anterior, la observacion microscépica permite verificar los
resultados obtenidos. Para C33-A en particular, es dificil determinar si los datos de
invasion obtenidos para el tratamiento con IGF-Il representan un efecto bioldgico real
inducido por dicho ligando, dado que los datos de absorbancia se ubican en el limite
de la significancia, efecto que tampoco es concluyente por la observacion

microscopica.
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Los efectos biologicos de IGF-I e IGF-Il son mediados principalmente por el receptor
tipo tirosina quinasa IGF-IR, al cual cada uno de los péptidos se une con diferente
afinidad [13, 22]. El nivel de expresion de éste receptor se evalué en las lineas
celulares en estudio. HeLa mostré una expresion de IGF-IR 3,4 veces mayor respecto
a la de C33-A, lo que sugiere que la respuesta funcional positiva de HelLa frente a IGF-
| e IGF-II puede estar favorecida por los niveles de expresion de éste receptor, lo que
no ocurre para C33-A. Sin embargo, a pesar de la baja expresion de IGF-IR, C33-A
exhibe una ligera respuesta en invasion frente a IGF-Il. Recientes estudios
demuestran que IGF-II puede activar el receptor de insulina a través de su isoforma A,
IR- A, a la que puede unirse con una afinidad similar a la de la insulina [110]. Trabajos
en nuestro grupo de investigacion, han reportado que C33-A expresa principalmente
IR-A [109]. Evidencia en otros tipos celulares apoyan la idea de que la interaccion IGF-
II/IR-A puede jugar un papel importante en el crecimiento tumoral, por ejemplo, IR-A es
expresado en cancer de mama [22] y coriocarcinoma, donde su activacion por parte de
IGF-II se asoci6 con propiedades metastaticas [111]. En concordancia con lo anterior,

los efectos de IGF-Il en C33-A podrian estar mediados por IR-A.

Estos resultados tomados en conjunto, apoyan la evidencia de que IGF-Il tiene un
papel fundamental en el desarrollo tumoral del cancer cervical, en cuanto, favorece
procesos mitdticos y de motilidad celular. Por otro lado, su accion es dependiente de la
disponibilidad celular del receptor de IGF-IR. Sin embargo, debe considerarse que la
respuesta a IGFs es ademas regulada por la accion conjunta de los receptores IGF-

IIR, IR, receptores hibridos IR/IGF-IR, proteinas de union a IGFs y fofatasas.

6.2 PROTEOMICA COMPARATIVA DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN
PROTEINAS DE MEMBRANA DE CELULAS DE CANCER CERVICAL

Las interacciones entre proteinas y los eventos de sefializacién que originan cambios
de forma celular y que ademas regulan procesos de migracién, son mediados en gran
medida por elementos moleculares presentes en la membrana plasmatica, dado que
de ella depende por ejemplo, la transduccion de sefiales promovidas por mensajeros
extracelulares como factores de crecimiento y hormonas, la interaccién con la matriz
extracelular y la comunicacioén intercelular. Las células en cultivo hacen contacto con la
matriz extracelular a través de extensiones de la membrana plasmatica, exhibiendo
diversos rasgos morfolégicos, desde estructuras dindmicas irregulares como
lamelipodios y pseudépodos hasta protrusiones mas localizadas y altamente definidas
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como podosomas e invadopodios. Todos estas protrusiones de la membrana
plasmética sirven como sensores del medio ambiente inmediato y mantiene las
actividades polarizadas, tales como la degradaciéon focal de la matriz extracelular.
Considerando lo anterior, el estudio de los perfiles de expresién de proteinas de
membrana plasmatica y asociadas a ella, en células de cancer que exhiban diferentes
indices de invasién, resulta una aproximacion interesante y prometedora en la

comprension de procesos conducentes a la metastasis.

Las &reas de investigacién mas promisorias en el campo de la proteémica en relacion
con estudio de procesos patolégicos incluyen la determinacion de la expresion
alterada de proteinas, no solamente a nivel celular o tisular, sino también en relacién a
estructuras subcelulares, en complejos proteicos y fluidos biolégicos, el desarrollo de
biomarcadores diagnostico, deteccion temprana de enfermedades, identificacion de
blancos de accion terapéutica y evaluacion de efectos farmacoldgicos. Por otro lado, la
naturaleza dinamica del proteoma de una célula justifica ampliamente la necesidad de
estudiar la expresion génica asociada a enfermedades, directamente al nivel de
perfiles de expresion/activacion de proteinas, donde los estudios proteémicos
representan una herramienta muy prometedora pero que implica grandes retos
analiticos.

6.2.1 Implementacion de la electroforesis bidimensional para estudios proteémicos

comparativos en células de cancer cervical

Una de las técnicas mas ampliamente usadas, y que ha aportado un amplio cuerpo de
informacién protedmica es la electroforesis de dos dimensiones. A nivel experimental,
una de las limitaciones mas importantes, son la reproducibilidad de los proteomas
generados, sea por heterogeneidad entre las muestras biolégicas o por las
limitaciones propias de la técnica aplicada. En este trabajo, inicialmente son evaluadas
las condiciones de separacion y la reproducibilidad del protocolo empleado,
efectuando una separaciéon en dos dimensiones de extracto total de proteina
proveniente de la linea celular HeLa. En la figura 13 puede evidenciarse una
focalizacion Optima de las proteinas y una buena separaciéon en la segunda dimension.
Los duplicados de los proteomas obtenidos, presentaron una correlacion del 89%,
donde el limite inferior aceptado es del 70%, indicando un nivel de reproducibilidad
satisfactorio. Con el objetivo de alcanzar una mayor resolucién en la separacién de las
proteinas y lograr establecer una comparacion mas completa de los proteomas de las

lineas celulares se usaron geles de 18cm con el mismo gradiente de pH no lineal.
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HelLa es una linea celular extensamente estudiada. Existen numerosos reportes de
sus perfiles de expresion protedGmicos bajo diversos tratamientos y condiciones, lo que
ha permitido caracterizarla ampliamente. Este hecho se aprovechd para validar los
proteomas obtenidos en este estudio. El proteoma de HelLa obtenido en este trabajo
se compar6 con algunas publicaciones [72, 112]. A partir de dicha comparacién, se
lograron establecer algunos spots caracteristicos de la linea celular, ubicados en la
misma posicion y que se tomaron como referencia de validacion. En la figura 24 se
muestra el detalle de una zona del proteoma obtenido en comparacion con el
reportado por Fountoulakis, M., et al., [72].

Figura 24. Validacion del proteoma de Hela con literatura. Sefialados con flechas
algunos spots de sectores caracteristicos del proteoma de HelLa A. Gel obtenido por
Fountoulakis, M., et al.[72]. 1,0mg de proteina; IPG 4,5-9,5. B. Proteoma obtenido en este
estudio, 0,5mg de proteina, IPG 3-10

En el estudio de Fountoulakis, M., et al., [72] se analizaron 3000 spots, de los cuéles
se identificaron 1200 proteinas, producto de 297 genes diferentes; las proteinas mas
abundantes fueron cadenas de tubulina, proteinas de choque térmico, algunas
enzimas como la oa-enolasa y gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa.
Aproximadamente el 42% de las proteinas identificadas estuvieron anotadas para
citosol, cerca del 22% en el nucleo, 10% en mitocondria, incluyendo membrana
mitocondrial y 6% proteinas de membrana. En estos resultados se demuestra la baja

abundancia de las proteinas de membrana en extractos totales.
6.2.2 Perfiles generales de expresion de proteinas de las lineas HeLa y C33-A

Una vez validado el proteoma de HelLa, se aplicaron las mismas condiciones de

separacion para la linea celular C33-A. Las imagenes de los dos proteomas (figura
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14), se compararon usando el software PDQuest Advance 8.0.1 (BioRad). El nivel de
apareamiento entre los proteomas fue del 80%, se establecieron 614 proteinas en el
proteoma de C33-A y 493 en el de Hela, de los cuéles 399 fueron comunes a los dos
proteomas (figura 15A). Debe considerarse que Hela es una linea celular de
adenocarcinoma cervical, mientras C33-A es de tipo carcinoma escamoso. El
adenocarcinoma representa cerca del 20% de todos los tipos de cancer cervical,
adicionalmente, presenta diferencias a nivel de epidemiologia, factores prondstico,
patrones de diseminacion y recurrencia después de tratamiento[113]. De manera
interesante, en este estudio se encuentra que los perfiles generales de expresion de
proteinas difieren apenas en un 20%, en cuanto a proteinas expresadas
exclusivamente en Hela respecto a C33-A. Este es un hallazgo valioso, en cuanto,

son pocos los trabajos donde se comparen estos tipos de cancer a nivel protedmico.
6.2.4 Relacion entre las proteinas de membrana y procesos de motilidad celular

El enfoque principal de este estudio considera una comparacion proteémica de las dos
lineas de cancer cervical HeLa y C33-A, que permita establecer componentes
moleculares importantes en procesos de motilidad celular, especialmente los

relacionados con invasion.

El proteoma de membrana particular de cada tipo celular esta involucrado de manera
crucial en la capacidad celular de migrar e invadir, requisito para alcanzar un fenotipo
metastatico, ademas de mediar la respuesta diferencial a moléculas de sefializacion
como los factores de crecimiento. El estudio protedmico de fracciones de membrana
plantea retos analiticos particulares. Si bien se ha dicho que las proteinas de
membrana constituyen un tercio del genoma, éstas se encuentran en baja abundancia
en la mayoria de perfiles proteémicos bidimensionales, lo que ha sido atribuido
principalmente a su alta hidrofobicidad y microheterogeneidad. Para superar estas
limitaciones se han planteado diversas estrategias, entre la que se cuenta, el
enriquecimiento mediante purificacion por afinidad, ampliamente usado y con buenos

niveles de eficiencia [55, 60].

En este trabajo se aborda el estudio protedmico comparativo cualitativo de fracciones
enriquecidas en proteinas de membrana mediante electroforesis de dos dimensiones
(2DE) y separacién multidimensional de las lineas celulares seguido de ESI-Q-TOF.
Para comprobar el enriquecimiento de estas fracciones se realizé un western — blot
contra el receptor de membrana IGF-IR en un extracto total y en el enriquecido. Como
se muestra en la figura 18, se encuentra una expresion relativa siete veces mayor
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(Intensidad/ug de proteina) en la fraccibn de membrana, evidencia que comprueba el

enriquecimiento.

El prottcoma de membrana de HelLa difiere del total en cuanto se reduce
significativamente su complejidad, esto se debe, por un lado, a que se evita el
enmascaramiento de proteinas poco abundantes. Por otro lado, la concentracién
relativa de las proteinas de membrana aumenta, haciéndolas mas visibles
posibilitando su deteccion, como se observa en la figura 20A. La comparacion entre el
proteoma general y el enriquecido presentan una correlacion del 41% y 43% para
HelLa y C33-A, respectivamente. En la figura 25 se muestra la relacion del namero de
proteinas analizadas entre los proteomas generales y los enriquecidos por linea

celular.

Figura 25. Comparacion el nimero de proteinas encontradas en proteoma general

respecto al enriquecido en proteinas de membrana, para cada linea celular.
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Por otra parte, la comparacion entre los proteomas enriquecidos HelLa y C33-A,
establece un porcentaje de apareamiento del 58% con un total de 272 proteinas
comunes, 86 de las cuales presentaron una expresion diferencial de por lo menos + 3
veces, el apareamiento es visible en sectores muy localizados (figura 21B). Las dos
curvas de dispersion de expresion diferencial obtenidas a partir de la comparacion
entre proteomas generales y comparacion entre proteomas enriquecidos (figuras 16B
y 21B), demuestra que la cantidad de cada proteina difiere en un menor grado entre
los proteomas enriquecidos que entre los totales, donde la pendiente de la linea de

regresion es igual a 0,79 y a 0,70; respectivamente.

Estos resultados indican, por una parte, que el estudio proteémico de compartimentos
especificos permite una caracterizacion mas detallada de los perfiles de expresion de
proteinas y por otra parte, la respuesta diferencial de cada una de las lineas celulares

a factores de crecimiento, como la diferencia en los indices de migracion e invasion
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exhibidos, puede relacionase en algin grado con la variabilidad a nivel de los

proteomas de membrana.

Con el objetivo de tener una mayor oportunidad de identificar un elevado namero de
proteinas de membrana, superando las limitaciones propias de la electroforesis
bidimensional en la separacion dicha proteinas, se decidi6 efectuar un andlisis
multidimensional que implicé una separacion tipo SDS-PAGE en la primera dimension,
y separacion posterior de algunas fracciones seleccionadas de alto peso molecular por
cromatografia liquida en fase reversa en la segunda dimension. La identificacion se
realiz6 mediante ESI-Q-TOF.

Aunqgue la complejidad de la muestra se redujo de manera importante en el analisis
multidimensional, el nUmero de espectros asignados fue bastante reducido. Este es un
problema muy comudn en el andlisis protedmico basado en espectrometria de masas,
Na, et al., [114] reportan que entre el 80% y 90% de los datos tipo MS/MS no pueden
ser asignados y son descartados, esto, porque los espectros obtenidos de los equipos
son de pobre calidad. Por ejemplo, en este estudio se encontré que para el caso de
HeLa en total se obtuvieron 4672 espectros de los cuales solo lograron ser asignados
448, que representa el 9,6%. Como se observa en la figura 23 el nUmero de espectros
asignados y no asignados aumenta a medida que los pesos moleculares son menores
de acuerdo a la fraccién analizada. Se han hecho varios esfuerzos para aumentar la
calidad de los espectros a nivel del disefio de equipos y software, de hecho, en este
estudio, se us6 la herramienta Mascot Distiler®, ofrecida por MASCOT®, para depurar
los espectros, ademas, permite realizar deconvoluciones. De esta manera, se generan
espectros con fragmentaciones de una sola carga, +1 y de mayor calidad,
aumentando la relacion sefal/ruido, los picos detectados, el nUmero de espectros

asignados y las proteinas identificadas.

Mediante el Proteome Software Scaffold, basado en los resultados de las busquedas
en el Mascot® de los espectros procesados por Mascot Disitiler®, fue posible identificar
44 y 56 proteinas en las fracciones analizadas de HelLa y C33-A, respectivamente, con
una probabilidad de identificacion entre el 80% y el 100%. El listado de estas proteinas
se presenta en la tabla 4, donde puede verse de manera general como la mayor parte

de ellas se agrupan de acuerdo a su peso molecular por fraccion.

Las proteinas identificadas en cada linea celular se importaron con el nimero de
acceso del SwissProt al software STRAP® (Software Tool for Researching Annotations
of Proteins) que permitié realizar la anotacion de todas las proteinas identificadas por
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funcién y ubicacién subcelular. En la figura 26 se presenta la distribucion de la

anotacion de las proteinas identificadas por ubicacién subcelular y funcion molecular.

A partir de la distribucién por compartimento subcelular, se logré un total de 19% para
HeLa y 16% para C33-A, de proteinas que pudieron ser marcadas por biotina:
proteinas de superficie celular, membrana plasmética y matriz extracelular. Es
evidente el hecho que el enriquecimiento no es tan alto como podria esperarse; sin
embargo, fue mayor en comparacion a otros trabajos como el de Fountoulakis, M., et
al., [72]. Adicionalmente, debe considerarse proteinas que son anotadas para otros
compartimentos celulares, pero que, ya sea por su dinamica o por el subtipo celular,
pueden localizarse temporalmente en membrana plasmatica. Es el caso de la proteina
disulfuro isomerasa A6, anotada para reticulo endoplasmatico y Golgi, pero que en
células tumorales se ha encontrado asociada a la superficie celular, en procesos de
evasion de sistema inmune [115]. En cuanto a las anotaciones de funcién celular, C33-
A tiene un mayor porcentaje de proteinas relacionadas con regulacion de la actividad
transcripcional que Hela, mientras esta Ultima presenta un numero mayor de

proteinas relacionadas con actividad estructural y traduccional.
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Tabla 4. Proteinas identificadas usando el Proteome Software Scaffold por fraccion en

cada linea celular y organizada por peso molecular. A. HeLa B. C33-A

A.
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Probability Legend:
over 95%
80% to 94%
50% to 79%
20%to 49%
0% to 19%

Bio Yiew:
Tdentified Proteins (44)
Including 0 Decoys

DNA-dependent protein kinase ca...
Translational activator GCN1 05=...
Filamin-A 05=Homo sapiens GN=...
Filamin-B 05=Homo sapiens GN=F..
Fatty acid synthase 05=Homo sa...
Myoferlin 05=Homo sapiens GN=...
Glutamate [NMDA] receptor subu...
Sodium;/potassium-transporting ...
Meutral alpha-glucosidase AB 0S=..
Alpha-actinin-4 05=Homo sapien...
Transportin-3 05=Homo sapiens ...
Impottin subunit beta-1 05=Hom...
Elongation factor 2 05=Homo sap...
Endoplasmin 05=Homo sapiens G...
Transitional endoplasmic reticulu...
Transferrin receptor protein 1 05...
Heat shock protein HSP 90-alpha ...
Threonyl-tRNA synthetase, cytopl..
Heat shock protein HSP 90-beta 0.
X-ray repair cross-complementin...
CD44 antigen D5=Homo sapiens ...

Glycerol-3-phosphate dehydroge...
Stress-70 protein, mitochondrial ...
T8 kDa glucose-regulated protein...
Heat shock cognate 71 kDa protei..
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B ...
4F2 cell-surface antigen heavy ch...
Transketolase 05=Homo sapiens ...
Moesin 05=Homo sapiens GN=M5...
Calnexin 0S=Homwo sapiens GN=C...
ATP synthase subunit alpha, mito...
T-complex protein 1 subunit beta ..
Polypyrimidine tract-binding prot...
ATP synthase subunit beta, mitoc...
Inosine-5'-monophosphate dehy...

Septin-7 05=Homo sapiens GN=5...
Tubulin alpha-1B chain 05=Homo ...
Elongation factor 1-alpha 1 0S=H...
Elongation factor 1-gamma 05=H...
Tubulin alpha-4A chain 05=Homo ..
Tubulin beta chain 05=Homo sapi...
Alpha-enolase 05=Homo sapiens ...
Serpin H1 05=Homo sapiens GN=...
Dnal homolog subfamily & memb...

Accession Mumber

PREDC_HU...
GCNIL_HU...
FLNA_HUMAN

.FLNB_HUMAN

FAS_HUMAN
MYOF_HUM...
NMD3A_HU...
AT1A1_HU..

GANAB_HLU...

ACTN4_HUL..
TNPO3_HU...
IMB1_HUM...
EFZ_HUMAN
ENPL_HUMAN
TERA_HUM...
TFR1_HUM...
HS90A_HU...

SYTC_HUM...
.HS90B_HLUL...

XRCC5_HU...
CD44_HUM...
GPDM_HUM...
GRP?5_HU...
GRP78_HU...

HSPTC_HU...

HSPT1_HU...
4F2_HUMAN
TKT_HUMAN
MOES_HUM...
CALX_HUM...
ATPA_HUM...

.TCPE_HUM...

PTBP1_HU...
ATPB_HUM...
IMDHZ_HU...
SEPTT_HL...
TBA1B_HU...
EF1A1_HU...
EF1G_HUMAN

JTBA4A_HU..

TBBS_HUM...
ENOA_HUM...
SERPH_HU...
DNI1AL_HU...

Malecular Weight

469 kDa
293 kDa
281 kDa
278 kDa
273 kDa
235 kDa
125 kDa
1153 kDa
107 kDa
105 kDa
104 kDa
97 kDa
95 kDa
92 kDa
29 kDa
a5 kDa
85 kDa
a3 kDha
a3 kDa
g3 kDa
82 kDa
a1 kDa
74 kDa
72 kDa
71 kDa
70 kDa
A& kDa
68 kDa
68 kDa
65 kDa
6l kDa
57 kDa
57 kDa
57 kDa
56 kDa
51 kDa
50 kDa
50 kDa
50 kDa
50 kDa
50 kDa
47 kDa
46 kDa
45 kDa

Pratein Grouping Ambiguity

%B'S le 1
2 BinSample

100%
100%
100%
100%
100%

100%

1%

b o

100%

7%
100%

Fraccion 2

21%

21%

100%
100%
21%
31%
100%
100%
21%
31%
100%

100%

100%

98%

Fraccion 3

82%

82%

B2%
100%

100%

Fraccion 4

2%

08%
100%
100%
100%
100%

T2%
100%
100%

Fraccion 5

100%
100%
100%
100%
100%

100%
100%

100%
100%

Fraccion &

G9%

100%

100%

99%
100%
100%
100%

B9%
100%
100%
100%
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Probabhility Legend:
over 950
80% to 94%
50% to 79%
20% to 49%
0% to 19%

Bio Yiew:

Identified Proteins {56}

Including 0 Decoys
DMA-dependent protein kinase ca...
Translational activator GCN1 D5=...
Filamin-A 05 =Homo sapiens GN=...
Fatty acid synthase 05=Homo sa...

CAD protein 0S=Homo sapiens GN...

Exportin-1 05=Homo sapiens GN...
Sodium,/potassium-transporting ...
Exportin-Z 05=Homo sapiens GN...
Protein unc-45 homolog A 05=Ho...
Transportin-1 05=Homo sapiens ...
Importin subunit beta-1 05=Hom...

HEAT repealt-containing protein 2 ...

Heat shock protein HSP 90-alpha ...
Mitochondrial inner membrane pr...

Heat shock protein HSP 90-beta O...

Stress-70 protein, mitochondrial ...
ATP-dependent RNA helicase DDX...
78 kDa glucose-requlated protein...

Heat shock cognate 71 kDa protei...
Protein TBRG4 0OS=Homo sapiens ...
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B ...

Dolichyl-diphosphooligosaccharid...
4F2 cell-surface antigen heavy ch...
Apoptosis-inducing factor 1, mito...
Serine,;/threonine-protein phosph...
Methylcrotonoyl-CoA carboxrylas...

60 kDa heat shock protein, mitoc...
T-complex protein 1 subunit gam...
T-complex protein 1 subunit alph...
ATP synthase subunit alpha, mito...
T-complex protein 1 subunit epsil...
T-complex protein 1 subunit thet...
T-complex protein 1 subunit eta ...

Bifunctional ATP-dependent dihyd...
T-complex protein 1 subunit zeta ...
Pyruvate kinase isozymes M1, M2...
T-complex protein 1 subunit delta...

Importin subunit alpha-2Z 0s=Ho...

T-complex protein 1 subunit beta ...
D-3-phosphoglycerate dehydroge...

ATP synthase subunit beta, mitoc...
Inosine-5-monophosphate dehy...
Non-POU domain-containing octa...

splicing factor UZAF 65 kDa subun...

Heterogeneous nuclear ribonucle...

Tubulin alpha-1B8 chain 05=Homo ...

Elongation Factor 1-alpha 1 05=H...
Elongation factor 1-gamma 0%=H...

Tubulin beta chain 05=Homo sapi...

Heterogeneous nuclear ribonucle...
Calreticulin 05=Homo sapiens GM...

Protein disulfide-isomerase A6 DS...
Histone-binding protein RBBPT 05...
Alpha-enolase 05=Homo sapiens ...

Dnal homolog subfamily A memb...

Ubiguitin 05S=Homuo sapiens GN=R...

Accession Mumber

PRKDC_HU...
GCN1L_HU...
FLNA_HUMAN
FAS_HUMAN
PYR1_HUM...
XPO1_HUM...
AT1A1_HU...
XP0DZ_HUM...
UN45A_HU...
TNPO1_HU...
IMB1_HUM...
HEATZ_HU...
HS90A_HU...
IMMT_HUM...
HS90B_HU...
GRPT5_HU...
DDX3%_HU...
GRPFTS_HU...
HSPTC_HU...
TBRG4_HU...
HSP71_HU...
RPNZ_HUM...
4FZ_HUMAN
AIFM1_HU...
28A8_HUM...
MCCB_HUM...
CHEO0_HUM...
TCPG_HUM...
TCPA_HUM...
ATPA_HUM...
TCPE_HUMAN
TCPQ_HUM...
TCPH_HUM...
DHAK_HUM...
TCPZ_HUM...
KPYM_HUM...
TCPD_HUM...
IMAZ_HUM...
TCPB_HUM...
SERA_HUM...
ATPB_HUM...
IMDHZ _HU...
NONO_HUM...
UZAF2_HU...
HNRPK_HU...
TBA1B_HU...
EF1A1_HU...
EF1G_HUMAN
TBB5_HUM...
HNRH1_HU...
CALR_HUM...
PDIAG_HU...
REBBP7_HU...
ENOA_HUM...
DN1AZ_HU...
UBIQ_HUM...

tMolecular Weight

459 kDia
293 kDa
281 kDa
275 kDa
243 kDa
123 kDa
113 kDa
110 kDa
103 kDa
102 kDa
a7 kDa
93 kDa
85 kDa
a4 kDa
a3 kDa
74 kDa
73kDa
72 kDa
71 kDa
71 kDa
70 kDa
69 kDa
63 kDa
67 kDa
65 kDa
61 kDa
61 kDa
61 kDa
60 kDa
60 kDa
60 kDa
60 kDa
59 kDa
59 kDa
53 kDa
53 kDa
53 kDa
53 kDa
57 kDa
57 kDa
57 kDa
56 kDa
54 kDa
54 kDa
51 kDa
S0 kDa
50 kDa
S0 kDa
50 kDa
49 kDa
43 kDa
43 kDa
43 kDa
47 kDa
46 kDa
2 kDa

Prokein Grouping Ambiguity

|

raccion 1

[T
100%
100%
100%
100%
98%
98%
100%
100%

99

B1%

100%

36%

100%

Fraccion 2

T4%

99,
100%
100%
100%
100%

99
100%
100%

99
100%
100%

100%

61 %
100%

Fraccion 3

100%

100%

T1%

100%
100%
100%

100%

100%
100%
100%

98%
100%
16%

Fraccion 4

100%
100%
100%

100%
99%
100%
100%

100%
100%
100%

100%
100%

100%

100%

99

Fraccion 5

100%

11%

26%
100%
100%
100%
100%

100%

100%
100%

Fraccion 6

100%

100%

100%
100%
100%

100%
100%
100%
100%
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Figura 26.Distribucion de proteinas de acuerdo a su anotacion por ubicacion y funcion

molecular en cada linea celular. A. Distribucion segin ubicacion celular. B. Distribucion

segn funcién molecular. Anotaciones obtenidas con el software STRAP®

A.
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Distribucion de la funcién molecular de proteinas
identificadas HelLa

m Actividad Catalitica

® Unién

® Regulacion Actividad Enzimatica
5%
m Actividad Transduccional
= Actividad Estuctural

® Regulacion Actividad

Transcripcional
= Otros

Distribucion de la funcién molecular de proteinas
identificadas C33-A

m Actividad Catalitica

E Unién

® Regulacion Actividad Enziméatica
H Actividad Transduccional

m Actividad Estuctural

® Regulacion Actividad

Transcripcional
= Otros

De las proteinas identificadas, 22 proteinas fueron comunes a las dos lineas celulares,
22 y 34 proteinas expresadas exclusivamente por HelLa y C33-A, respectivamente.
Este resultado se encuentra en concordancia con los niveles de apareamiento
encontrados en los perfiles bidimensionales de extractos enriquecidos, donde se
establecio una correlacion del 58%. En la tabla 5 se presenta el listado de proteinas

expresadas exclusivamente por cada linea celular, junto con su funcién.
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Tabla 5. Proteinas expresadas exclusivamente por cada linea celular A. Hela

B. C33-A Abreviaturas: M. P: Membrana plasmatica R. E: Reticulo Endoplasmatico MEC:

Matriz extracelular. Resaltadas proteinas involucradas en procesos de motilidad celular.

A.

Nombre de la Proteina

Nombre Acceso

. . Principal funcién asociada Ubicacion
SwissProt SwissProt
Anclaje de citoesqueleto a
Filamin_B FLNB_HUMAN membrana, diferenciacion celular y Citoesqueleto
transduccion de sefiales
Proteina de union a
Myoferlin MYOF_HUMAN fosfolipidos/calcio. Reciclamiento M. P
endocitico
Glutamate receptor Transporte de calcio, respuesta a
_ NMD3A_HUMAN M. P
subunit 3A [NMDA] etanol
Neutral alpha- . .
GANAB_HUMAN | Metabolismo de carbohidratos R. E

glucosidase

Alpha-actinin-4

ACTN4_HUMAN

Regulacion positiva de movimiento de

componentes celulares

Citoesqueleto

Transportin - 3

TNPO3_HUMAN

Proteina transportadora citoplasma-

Citoesqueleto

nucleo
Elongation factor EF2_HUMAN Biosintesis de proteinas Citoplasma
Caperona en transporte y
Endoplasmin ENPL_HUMAN procesamiento de proteinas R. E
secretadas. Anti-apoptosis
Transitional endoplasmic ] . )
) TERA_HUMAN Catabolismo de proteinas Citoplasma
reticulum ATPase
Transferrin receptor . ] )
] TFR1_HUMAN Homedstasis del hierro M. P
protein 1
Threonyl-tARN o ) . )
SYTC_HUMAN Biosintesis de proteinas Citoplasma
synthetase,
) Reparacion de doble hebra.
X-ray repair cross- ) o i
] ) XRCC5_HUMAN Involucrada en integracion viral y Nucleo
complementing protein 5 ) y i
integracion provirus
Interaccion con matriz extracelular.
) Receptor de acido hilaurdnico,
CD44 antigen CD44_HUMAN L o B M. P
migracion, crecimiento y progresion
tumoral
Glycerol-3-phosphate Accion de oxido-reduccion. Actividad ) )
GPDM_HUMAN ) ) Mitocondria
dehydrogenase, aumentada por union a Calcio
Transketolase TKT_HUMAN Actividad metabdlica Citoplasma
Moesin MOES_HUMAN Molecular de adhesion celular M. P
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Continuacién Tabla 5.A

Nombre de la Proteina
SwissProt

Nombre Acceso
SwissProt

Principal funcion asociada

Ubicacién

Polypyrimidine tract-
binding protein

PTBP1_HUMAN

Splicing de ARN

Nucleo

Septin-7 SEPT7_HUMAN GTPasa involucrada en citocinesis Citoesqueleto
Tubulin alpha-4A TBA4A_HUMAN Movimiento basado en microtubulos Citosol, MEC
] Respuesta a estrés. Chaperona de
Serpin H1 SERPH_HUMAN B ) R.E
unién a colageno
DNAJ homolog Chaperona. Importacion de proteinas
_ DNJA1_HUMAN _ _ M. P
subfamily A member 1 a mitocondria
B.
Nombre de la Proteina | Nombre Acceso - . _ L
: : Principal funcién asociada Ubicacién
SwissProt SwissProt
CAD protein PYR1_HUMAN Biosintesis de pirimidina Citoplasma
Exportin-1 XPO1 HUMAN Transporte de proteinas Citoplasma
Sodium/potassium-
transporting ATPase AT1A1_HUMAN Transporte i6nico M. P
subunit alpha-1
] Transporte de proteinas. Involucrada )
Exportin-2 XPO2_HUMAN ] y Citoplasma
en proliferacion celular
Protein unc-45 homolog Chaperona. Involucrada en )
UN45A_ _HUMAN ) . Citoplasma
A proliferacion
) Trasporte de proteinas de citoplasma .
Transportin-1 TNPO1_HUMAN ) Citoplasma
a nucleo
HEAT repeat-containing )
) HEAT2_HUMAN Chaperona Citoplasma
protein 2
ATP-dependent RNA Helicasa de ADN dependiente de i
_ DDX3X_HUMAN Ntcleo
helicase DDX3X ATP
) Regulacion positiva de la proliferacion
Protein TBRG4 TBRG4_HUMAN M. P
celular
Dolichyl-
diphosphooligosaccharid ) L
) Proteina de union. Glicosidacion de
e--protein RPN2_HUMAN 3 M.P/R.E
proteinas
glycosyltransferase
subunit 2
Apoptosis-inducing ) ) )
AIFM1_HUMAN Apoptosis Mitocondria

factor 1, mitochondrial
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Continuacién Tabla 5.B

Nombre de la Proteina

Nombre Acceso

. . Principal funcién asociada Ubicacion
SwissProt SwissProt
Serine/threonine-protein
phosphatase 2A 65 kDa Regulacion negativa del crecimiento,
_ 2AAA_HUMAN o M. P
regulatory subunit A inactivacion via MAPK
alpha isoform
Methylcrotonoyl-CoA . o ) )
) MCCB_HUMAN Degradacion de aminoéacidos Mitocondria
carboxylase beta chain
60 kDa heat shock Chaperona. Regulacién negativa de ) )
) CH60_HUMAN ) Mitocondria/M.P
protein apoptosis
T-complex protein 1 ]
] TCPG_HUMAN Chaperona Citoesqueleto
subunit gamma
T-complex protein 1 ]
] TCPA_HUMAN Chaperona Citoesqueleto
subunit alpha
T-complex protein 1 ]
] ) TCPE_HUMAN Chaperona Citoesqueleto
subunit epsilon
T-complex protein 1 )
] TCPQ_HUMAN Chaperona Citoesqueleto
subunit theta
T-complex protein 1 )
] TCPH_HUMAN Chaperona Citoesqueleto
subunit eta
Pyruvate kinase ] . )
] KPYM_HUMAN Proliferacién celular Citoplasma
isozymes M1/M2
T-complex protein 1 .
] TCPD_HUMAN Chaperona Citoplasma
subunit delta
Importin subunit alpha-2 . )
oS IMA2_HUMAN Proceso metabdlico de ADN Citoesqueleto
D-3-phosphoglycerate o ) . )
SERA_HUMAN Biosintesis de aminoacidos Citoplasma
dehydrogenase
Non-POU domain-
containing octamer- NONO_HUMAN Regulacion de transcripcion Nucleo
binding protein
Splicing factor U2AF 65 ] o
) U2AF2_HUMAN Regulacion de transcripcion Nucleo
kDa subunit
Heterogeneous nuclear ) Citoplasma/
) ) HNRPK_HUMAN | Proteina de union a mARN
ribonucleoprotein K Nucleo
Heterogeneous nuclear ) )
) ) HNRH1_HUMAN Procesamiento de mARN Citoplasma
ribonucleoprotein H
Calreticulin CALR_HUMAN Regulacion positiva del ciclo celular RE/M.E.C
Protein disulfide- Homeostasis del redox celular. ]
PDIA6_HUMAN R. E/ Golgi/M. P

isomerase A6

Evasién inmune de células tumorales
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Continuacién Tabla 5.B

Nombre de la Proteina | Nombre Acceso o . . L
: : Principal funcion asociada Ubicacion
SwissProt SwissProt
Histone-binding protein L i
RBBP7_HUMAN Replicacion del ADN Nucleo
RBBP7
Chaperona. Potencial ancla lipidica.
DNAJ homolog » . . »
) DNJAZ2_HUMAN Regulacion positiva de la proliferacion | M. P
subfamily A member 2
celular
o Regulacion de crecimiento y )
Ubiquitin UBIQ_HUMAN Citoplasma

respuesta a estrés

Adicionalmente, la abundancia relativa de las proteinas identificada se estimé usando

el nimero de espectros asignados a cada proteina. En la tabla 6 se presenta un

listado de las proteinas que estuvieron diferencialmente expresadas en las dos lineas

celulares, con una diferencia de por lo menos + 3 veces.

Tabla 6. Proteinas diferencialmente expresadas en las lineas celulares HeLa y C33-A

Nombre de la proteina | Nombre Acceso N° Espectros » _ L
: . Funcién Asociada Ubicacién
SwissProt SwissProt C33-A | HelLa
Trifunctional enzyme Metabolismo de ) )
] ECHA_HUMAN 1 3 o Mitocondria
subunit alpha acidos grasos
Chaperona.
Heat shock 70 kDa ) .
) HSP71_HUMAN 1 3 Respuesta a estrés Citoplasma
protein 1A/1B o
oxidativo
4F2 cell-surface antigen Transporte.
_ 4F2_HUMAN 1 24 - M. P
heavy chain Crecimiento celular
o Reorganizacion de )
Filamin-A FLNA HUMAN 4 27 ) Citoplasma
citoesqueleto
Inhibidor de
78 kDa glucose- caspasas. Repuesta
_ GRP78_HUMAN 4 17 o R.E/M.P
regulated protein a inanicion de
Glucosa
Dolichyl-
diphosphooligosaccharid L
) N- Glicosidacion de
e--protein RPN2_HUMAN 6 1 ; R.E/M.P
proteinas
glycosyltransferase
subunit 2
DNA-dependent protein N i
) ) ) PRKDC_HUMAN 12 4 Reparacion de ADN Nucleo
kinase catalytic subunit
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El andlisis de proteinas expresadas exclusivamente y en mayor abundancia por Hela,
indica la presencia de proteinas claves relacionadas con procesos de motilidad y
reestructuracion del citoesqueleto. Por ejemplo la filamina A y B, han sido vinculadas
en procesos de migracion celular por remodelacion del citoesqueleto y mediacion por
integrinas[116-117] Adicionalmente, Ravid, et al., [118] confirmaron a través de
experimentos de co-inmunoprecipitacion que la filamina A co-existe en un complejo
con caveolina -1 y reveld la presencia de fosfo-Akt activa en dicho complejo. Usando la
linea MCF-7 de cancer de seno, demostraron que la filamina A tiene un papel como
intermediaria en los efectos positivos de la caveolina 1 sobre la migracion de células

cancerosas inducida por IGF-I.

Se identific6 también la proteina Mioferlina, que ha sido implicada en procesos de
motilidad. Bernatchez, et al., [119] usando un andlisis protedmico de microdominios de
balsas lipidicas en células endoteliales identificaron la mioferlina y demostraron que
su supresion resulta en pérdida de proliferacién, migracion y liberacion de 6xido nitrico

en respuesta al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

De manera interesante, se identific6 la proteina CD44, una molécula de adhesién
célula — célula y de interaccidon con la matriz extracelular. Su ligando es el acido
hialurénico. En forma normal, CD44 media el migracion linfocitaria, activacion de
linfocitos y monocitos y migracion celular. Sin embargo, varios estudios indican que
multiples variantes de CD44 (CD44v) son expresadas en la superficie de células
tumorales y han sido correlacionadas con comportamiento metastatico. Ademas,
favorece la migracion de tumores invasivos y la sefalizacién intracelular[120]. En el
cancer cervical la presencia de las variantes 6, 7 y 8 correlaciona con un pobre
prondstico [120-121].

Recientes estudios, reportan la formacién de un complejo entre hialurona — CD44 —
moesina que resulta tanto en la disociacibn de interacciones célula — célula e
incrementada motilidad celular a través de remodelamiento de actina. Ademas, se ha
encontrado que este complejo esta asociado con el receptor Il de TGF-B y clatrina en
microdominios de actina, conduciendo a la activacion de la sefializacion TGF-B[122].

La moesina fue también, encontrada en las fracciones analizadas de HelLa.

Especificamente en cancer cervical, He, et al.,[123] lograron asociar la sobre —
regulacion y activacion de la moesina a través de la via Rho/ROCK-2 en metastasis de

cancer cervical promovida por el factor de crecimiento endotelial vascular C (VEGF-C).
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Claramente, las proteinas exclusivamente o diferencialmente expresadas en C33-A,
no mostraron mayor relaciéon con procesos de motilidad celular, mas bien con
procesos mitéticos aumentados, en cuanto se encontr6 un nimero importante de
proteinas relacionadas con regulacion del ciclo celular, proliferacion, metabolismo,
respuesta a estrés oxidativo, deprivacion de glucosa y sintesis de ADN. La
identificacion de la proteina disulfuro isomerasa A6, resulta ser un resultado notable.
Esta proteina, anotada principalmente para el reticulo endoplasméatico, ha sido
encontrada sobre la superficie de células tumorales, asociada con MICA (ligando
soluble relacionado con el complejo mayor de histocompatibiliad tipo I). Este complejo
transitorio genera la reduccion de un enlace disulfuro de MICA que posibilita su clivaje
proteolitico. MICA actia como un antigeno propio inducido por estrés, su uniéon al
receptor KLRK1/NKG2D conduce a la activacion de las células Tdy provocando la lisis
celular, por tanto, representa una respuesta inmune de resistencia al cancer [115]. En
consecuencia a lo anterior, la disulfuro isomerasa A6, podria participar en la evasion
inmune tumoral en C33-A. Estos resultados, tomados en conjunto, aportan valiosa
informacion para la compresién del proceso carcinogénico en cancer cervical libre de

infeccion con VPH.

Complementario a la discusion de los resultados desarrollada, se realiz6 un analisis
conjunto de las proteinas identificadas mediante redes de sefializacion, donde se
incluyeron cada uno de los miembros del sistema IGF, para tal efecto, se uso la base
de datos libre STRING 8.3. En la figura 27 se presentan las redes de sefalizacion

obtenidas para cada una de las lineas celulares. Las lineas
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Figura 27. Redes de Sefalizacion. A. HeLa B. C33-A. Las redes fueron obtenidas
mediante la base de datos libre STRING 8.3 incluyendo los miembros de la familia IGF. Los
circulos representan cada proteina incluida y es designada con su nombre abreviado. Las

lineas que vinculan proteinas corresponden a evidencia de interaccion documentada en la

literatura.
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Los resultados demuestran que en la linea celular HelLa existen elementos
moleculares constitutivos de membrana celular y asociada a ella, de manera exclusiva
0 sobre expresadas, que posibilitan la adquisicion de un fenotipo invasivo,
promoviendo procesos de remodelamiento de citoesqueleto, cambios de forma,
polarizacién celular y adhesién focal. Algunas proteinas identificadas parecen estar
vinculadas de manera mas directa con algunos de los miembros del sistema IGF, que
C33-A. Por ejemplo, en la red de sefializacion de HelLa (Figura 27. A) se muestra una
interaccion directa entre IGFBP-3 y el complejo CD44 — Moesina, asociado con
invasion celular. Estos rasgos moleculares explican en gran medida el comportamiento
biolégico observado a nivel de motilidad celular respecto a C33-A. Adicionalmente,

aportan un marco amplio de informacion en la compresion del cancer cervical.

Para lograr una aproximacion cuantitativa en la evaluacion de los niveles de activacion

de proteinas inducidas por IGF-Il en cada una de las lineas celulares, que permita
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establecer una relacion directa entre la accion del ligando y la respuesta invasiva,
debe efectuarse una marcacion isotopica por incorporacion de **Cg L — Lisina in vitro
en cada una de las lineas celulares en estudio, seguido de enriquecimiento de
fosfoproteinas mediante IMAC.

En este estudio, se realiz6 un avance en este punto, logrando la marcacion isotdpica
de cultivos celulares de estas lineas y la obtencién de los fosfoproteomas de cada una,
para posterior andlisis por MALDI-TOF. En el anexo A se muestra de manera
esquematica la metodologia usada y en el anexo B se muestran los fosfoproteomas
obtenidos.

Los estudios proted6micos comparativos, como el aqui desarrollado, se han convertido
en importantes herramientas para la comprensién de procesos patologicos,
establecimiento de diferencias entre estados de salud y enfermedad, accion
farmacologica y busqueda de blancos de accion terapéutica. En este punto, este
trabajo de investigacién es novedoso en la comparacion proteémica al nivel de los
modelos biolégicos usados y la aproximacion del andlisis de membrana, donde se

inscriben pocas referencias en la literatura.
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CONCLUSIONES

Este estudio establecié que el factor de crecimiento similar a la insulina tipo I,
IGF-II, tiene un importante papel en el desarrollo tumoral del cancer cervical, en
cuanto, favorece procesos mitéticos y de motilidad celular. Por otro lado, su accion

podria ser dependiente de la disponibilidad celular del receptor de IGF-IR.

El proteoma general de HelLa, aqui obtenido, es comparable con los existentes en
literatura, lo que valida la aproximacién metodologica y experimental 2DE
empleada. El perfil de expresion de proteinas en el proteoma general de HelLa y
C33-A se correlaciona en un 80%, mientras que en el caso de los proteomas

enriquecidos en proteinas de membrana es del 58%.

Se logré un enriquecimiento significativo de extractos en proteinas de membrana,
usando cromatografia de afinidad tipo biotina-avidina, evidente a nivel de la
comparacion de los perfiles generales de expresion de proteinas y de los perfiles
enriquecidos, estrategia que permitié lograr una reduccién considerable de la
complejidad y la visualizacion de proteinas que en los proteomas generales no son

detectables.

Mediante una separacion multidimensional seguida por un analisis tipo Q —TOF, se
logré identificar un total de 44 proteinas y 56 proteinas para HelLa y C33-A,
respectivamente; de las cuales 22 fueron comunes a las dos lineas celulares. Para
aumentar la confiabilidad de la identificacion fue necesario realizar optimizacion de
los espectros MS/MS. Algunas de las proteinas identificadas exclusivamente o
sobre expresadas en Hela, estuvieron asociadas con procesos de motilidad
celular, lo que correlaciona con el comportamiento observado en los ensayos
funcionales. Las proteinas expresadas principalmente por C33-A estuvieron
relacionadas con regulacion del ciclo celular, metabolismo, respuesta a estrés y

evasion de sistema inmune.
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» Para lograr una mayor identificacion de proteinas usando espectros MS/MS es
importante realizar un adecuado tratamiento bioinforméatico para depurar y mejorar

la informacion con la que se realiza el analisis de proteinas.

> La estrategia metodologica empleada en este estudio fue exitosa para establecer
diferencias moleculares asociadas a procesos de malignizacién en cancer cervical
y su implementacion representa una herramienta prometedora en la basqueda de

nuevos blancos de accion terapéutica para el control de la enfermedad.
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PERSPECTIVAS

Realizar andlisis de masas tipo MALDI — TOF de los perfiles de expresion general

de proteinas de cada una de las lineas celulares.

Correlacionar la identificacion de proteinas de los extractos enriquecidos en
proteinas de membrana lograda por ESI-Q-TOF, con el andlisis de masas tipo

MALDI-TOF de los proteomas enriquecidos.

Efectuar el analisis de las fracciones de bajo peso molecular del extracto
enriquecido en proteinas de membrana, para complementar la caracterizacion

lograda de las lineas celulares en estudio.

Analizar por MALDI-TOF los fosfoproteomas inducidos por la estimulacién con IGF-

Il en cada una de las lineas celulares.
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9. ANEXOS

8.1 ANEXO A
8.1.1 Andlisis cuantitativo de activacion de proteinas inducidas por IGF-I

Metodologia aplicada para el analisis cuantitativo de activacion de proteinas
inducidas por IGF-II

Electroforesis
Bidimensional

v

l_> | Obtencién de pellet | «” Bgs o
g ¥ \a : s
(- \ Lisis celular, Extraccion )
. - N/ ’ =
@\\gﬁ de proteina total, Seleccion y corte
céliilis i madio e6h Células Control Cuantificacion de spots
isétopo liviano (sin estimulo) * Enriquecimiento
IMAC para ¢
’ Mezcla de extractos ‘ --> fosfoprotel_r}as y Digestion triptica
Concentracion de ¢

P A extractos
’-\0
Q - 0\@? Lisis celular, Extraccion

de proteina total,
Células en medio Células estimuladas con Cuantificacion ¢

con isétopo pesado IGF-11 15min _ o%
P * Determinacion de la

I relacion SILAC

| Obtencion de pellet |

Intensidad Relativa

— m
Liviano Pesado

8.1.1.1 Marcacion de lineas celulares con is6topos pesados (SILAC): Para realizar la
marcacion con aminoacido pesado se uso el kit Pierce® SILAC Protein Quantitation
(Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA). Las lineas celular se cultivaron de
manera independiente en dos grupos: uno con medio RPMI pesado (**Cg L — Lisina)
suplementado con suero fetal bovino liofilizado (SFBL) al 10% y penicilina (100 Ul/mL)/
estreptomicina (100 mg/mL) y otro con medio liviano (medio RPMI completo, con SFBL
10%) segun las recomendaciones del fabricante para asegurar una incorporacion
completa del amino&cido por parte de las células en cultivo. Brevemente, el cultivo de
cada linea celular se inicié en botellas de 25cm?, con una confluencia cercana al 20%
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con el medio correspondiente a cada grupo (pesado o liviano) luego el cultivo se
extendid a dos cajas de 75cm? para sembrar el nimero de platos necesarios para la
extraccion de proteina, con o sin estimulo (segun figura 7). En cada etapa se realiz
cambio de medio cada tercer dia.

8.1.1.2 Enriquecimiento de extractos en fosfoproteinas: Para lograr el enriquecimiento
en proteinas de membrana se uso el kit Pierce® Phosphoprotein Enrichment (Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, USA). De manera general, las células marcadas que
estimuladas con IGF-Il 10nM durante 10 minutos, y las control (sin estimulo); de
acuerdo al disefio experimental (figura 7) se lisaron con buffer RIPA libre de EDTA
complementado con inhibidores de proteasas (pestatina, leupetina, aprotinina a
2ug/ml, PMSF 1mM) y fosfatasas (NA3VO, a 10mM); incubacién por 30 minutos a 4°C
y se centrifugd a 14000rpm por 20 minutos, para extraccion de la proteina total. El
extracto de proteina se cuantifico usando el kit Pierce 660nm Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, USA).

2mg de proteina tanto de las células control y 2mg de las células estimuladas, se
mezclaron para hacerlas pasar por las columnas de enriquecimiento de fosfoproteinas
tipo IMAC, procedimiento que se realizé de nuevo tres veces. El pool de los extractos
obtenidos se precipitaron usando particion de fases metanol—cloroformo, el pellet se
resuspendid en buffer IEF-T. El extracto de proteina se cuantifico usando el kit Pierce
660nm Protein Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA).

Los extractos enriquecidos en fosfoproteinas se sometieron a separacién 2DE usando
las condiciones anteriormente descritas, literal 4.2.1.2 . Para este caso se usaron

600ug de proteina para cada linea celular. Este ensayo se realizé por duplicado.
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8.2 ANEXO B

Fosfoproteoma inducido por IGF-Il en HelLa. Separacion bidimensional de 300ug de
proteina resultado de la mezcla de extracto enriquecido de células control y
estimuladas con IGF-Il 10nM por 15min.

MW
215kDa

120kDa

84kDa

60kDa

39,2kDa

28kDa

18kDa

Fosfoproteoma inducido por IGF-Il en C33-A. Separacion bidimensional de 300ug de
proteina resultado de la mezcla de extracto enriquecido de células control y
estimuladas con IGF-1l 10nM por 15min.
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