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Evaluacion del estatus de p53 y su relacién con la expresion de TLR3 en

células prostaticas malignamente transformadas in vitro con arsenito de sodio.

RESUMEN

La exposicion humana a arsénico inorganico (iAs) es un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer de proéstata (CaP). La activacion del receptor tipo toll 3 (TLR3),
gue induce respuestas pro-apoptoticas e inflamatorias al unir a su ligando (dsRNA) se
ha propuesto como una opcién terapéutica anti-tumoral en etapas avanzadas de CaP.
Células epiteliales prostaticas transformadas in vitro con iAs (CAsE-PE), expresan
significativamente menos TLR3 que en el control no expuesto (RWPE-1), sin embargo,
el mecanismo asociado no ha sido descrito. Siendo la proteina p53 el principal
regulador de la expresion genética de TLR3, en este trabajo se evaluo el estatus de
p53 y de su regulador negativo, MDM2. Mientras que la expresién de la proteina p53
no mostro diferencia significativa, la expresion del transcrito de MDM2 si se encontré
significativamente incrementada en las células CAsSE-PE en comparaciéon con las
células RWPE-1. Los resultados sugieren que la disminucién en la expresion de TLR3

en CAsE-PE, puede ser el resultado de la sobre-expresion de MDM2.

Palabras clave: Cancer de préstata, p53, MDM2, TLR3, arsénico, inmunoterapia



Evaluation of the status of p53 and its relationship to the expression of TLR3 in
malignantly transformed prostate cells in vitro with sodium arsenite.

SUMMARY

Human exposure to inorganic arsenic (iAs) is a risk factor for the development of
prostate cancer (CaP). Activation of toll like receptor 3 (TLR3), which induces pro-
apoptotic and inflammatory responses by binding to its ligand (dsRNA) has been
proposed as an anti-tumor therapeutic option in advanced stages of CaP. Epithelial
prostatic cells transformed in vitro with iAs (CASE-PE) express significantly less TLR3
than not exposed controls (RWPE-1), however the involved mechanism have not been
described. Since p53 is the main regulator of TLR3 gene expression, in this work the
status of this protein and its main negative regulator, MDM2 was conducted. While the
expression p53 protein showed no significant difference, the expression of MDM2
transcript level was significantly increased in CAsSE-PE cells compared to RWPE-1
cells. These results suggest that TLR3 decreased expression observed in CAsE-PE
cells, may be the result of MDM2 over-expression.

Keywords: Prostate cancer, arsenic, p53, MDM2, TLR3, immunotherapy.
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1. INTRODUCCION

1.1 Arsénico como agente causal de cancer.

El arsénico (As) es un metaloide ampliamente distribuido en la naturaleza alrededor
del mundo; esta presente en rocas, suelo, agua y aire; diferentes compuestos del As
también se identifican en plantas y tejidos animales. El As forma compuestos con el
oxigeno, cloro y azufre, facilitando la formacién de compuestos inorganicos (IARC,
2004).

Los compuestos inorganicos de As (iAS), poseen una alta toxicidad para el humano,
teniendo como principal consecuencia de su efecto toxico el desarrollo de diferentes
tipos de cancer, por lo que es clasificado por la agencia internacional para la

investigacion del cancer (IARC, por sus siglas en inglés) como carcinégeno del primer
grupo.

La contaminacion con iAs, afecta a aproximadamente 45 millones de individuos
alrededor del mundo, a través de la exposicion cronica. Dado que el iAs es altamente
soluble en agua, se libera facilmente de los minerales que lo contienen en las fuentes
de agua subterranea, por ello, la principal fuente de exposicion para el humano, es el
agua que se utiliza para beber y cocinar, aunque también se encuentra en alimentos

regados con agua contaminada como el arroz, frutas y vegetales (OMS, 2018).

Una vez en el organismo, el iAs es metabolizado a través de reacciones de reduccion
y metilacion; la mayor parte de los metabolitos generados son excretados a través de
la orina, sin embargo, otra proporcion de ellos se acumula en diversos tejidos del
organismo humano (Benbrahim, et al., 2008). La exposicion prolongada a iAs esta
asociada al desarrollo de diversos tipos de cancer, entre los cuales se destaca el
cancer de pulmén, higado y piel, asi como en el sistema urogenital (UGS) afectando
la vejiga y rifion (IARC, 2004).



Existe evidencia que sugiere fuertemente una asociacion entre la exposicion humana
a iAs y el desarrollo de cancer de prostata en individuos expuestos en paises de Asia,
asi como en Estados Unidos y Australia, (Benbrahim, et al., 2008), sin embargo, los

mecanismos asociados no se han descrito completamente a la fecha.

Un modelo in vitro utilizado para estudiar los mecanismos de carcinogenicidad el iAs
sobre la prostata, es la linea de células del epitelio prostatico llamada RWPE-1,
desarrollada por Webber, et al., (1997), la cual deriva del epitelio de prostata humano
normal, y, que fue inmortalizado mediante la transfeccién con una copia del genoma
del virus de papiloma humano 18 (HPV-18). Estas células son un modelo epitelio

prostatico, que no poseen capacidad tumorigénicas en ratones inmunodeprimidos.

En este modelo se demostrdé que la exposicion in vitro a arsenito de sodio por un
periodo de 29 a 30 semanas da lugar a la transformacién maligna de las células,
generando una linea celular ahora llamada CastE-PE, que muestra todas las
caracteristicas de las células cancerosas con expresion incrementada de marcadores
de supervivencia, invasividad y resistencia a farmacos (Tokar et al., 2010%). Estudios
posteriores realizados por este mismo grupo mostraron la relevancia de las células
madre y células madre cancerosas en el proceso de transformacion maligna de estas
células (Tokar et al., 20102, 2010°y 2012).

1.2 Cancer de Préstata, epidemiologia y factores de riesgo.

De acuerdo a la Sociedad Americana de Cancer (American Cancer Society, ACS), el
Cancer de Prostata (CaP) es una neoplasia que se origina cuando las células de la
préstata crecen descontroladamente y adquieren la capacidad de invadir otros tejidos

en el aparato reproductor masculino (American Cancer Society, 2019).

La prostata se encuentra debajo de la vejiga y delante del recto e incrementa de
tamafio de acuerdo a la edad, en esta glandula se produce parte del liquido que
constituye al semen. El cancer en esta glandula tiene cuatro etapas y es originado
cuando las células prostaticas crecen descontroladamente (Figura 1). La mayoria de

los canceres de prostata son adenocarcinomas (tumor maligno desarrollado en el



epitelio glandular), que se desarrollan a partir de las células de la préstata, sin
embargo, existen otros tipos de cancer que se pueden dar origen a: Carcinomas de
células pequefas, tumores neuroendocrinos, carcinomas de células transicionales y

sarcomas, siendo poco comunes (American Cancer Society, 2019).
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Figura 1. Etapas del Cancer de Préstata (Tomada de Vama, et al., 2010).

Después del cancer de piel, el CaP es la segunda causa de muerte en los individuos
de sexo masculino en Norteamérica; la ACS, estima que para el afio 2020 se
diagnosticaran alrededor de 174,650 casos nuevos de cancer de prOstata y se
reportaran 31,620 muertes con un riesgo de aproximadamente 1 en 9 hombres en
Estados Unidos de América, aunado a ello, a nivel mundial, de acuerdo con las
estimaciones del proyecto GLOBOCAN 2012, el CaP es la segunda causa de cancer

y la quinta causa de muerte por cancer en hombres.

Dentro de nuestro pais, a pesar de que la incidencia de CaP es al menos tres veces
menor que la de Estados Unidos de América, la mortalidad causada por este cancer

es practicamente la misma (11.3 vs. 9.8 muertes por cada 100 mil hombres), por ello



en México, el CaP es el principal causante de muertes que se presentan en los varones
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2017).

Existe una relacion directamente proporcional entre la edad y el riesgo para el
desarrollo de CaP, constituyendo uno de los factores de riesgo de mayor importancia,
por ejemplo, antes de los 45 afios se diagnostican menos del 0,6% de todos los casos,

mientras que, a partir de los 65 afos, la incidencia incrementa hasta entre 62-85%.

Las tasas de incidencia anual de CaP ajustadas a la edad presentan grandes
variaciones entre paises y grupos étnico-raciales, encontrandose a nivel mundial, al
continente americano con la tasa mas alta y superando los 270 nuevos casos por
100.000 hombres/afio y Asia con la tasa mas baja. De acuerdo al porcentaje, los
hombres de raza negra presentan un riesgo mayor para el desarrollo CaP que los de
raza blanca, con alta probabilidad de desarrollar este cancer a una edad mas temprana

y de tener tumores agresivos, de crecimiento rapido.

Como todos los otros tipos de cancer, el CaP es una enfermedad ocasionada por la
acumulacion de mutaciones cromosémicas, genéticas, epigenéticas, entre otras;
generadas por la seleccion clonal de células de comportamiento agresivo. En la gran
mayoria de casos, las mutaciones son somaticas y Unicamente se encuentran en las
células tumorales del epitelio prostatico. Cuando algunas mutaciones estan presentes
en las células germinales se transmiten de generacion en generacion y estan
presentes en todas las células del organismo, incluyendo las prostaticas (Ferris | et al.,
2011).

1.3Activacion de receptores tipo Toll (TLRs) como terapia anti-tumoral.

Las terapias empleadas contra el CaP son altamente efectivas en las fases iniciales,
sin embargo, en una importante proporcidén de pacientes, el cancer evoluciona hacia
cancer metastasico invasivo que muestra una alta resistencia a los medicamentos
antitumorales (Figura 2). Por este motivo se han propuesto diversas estrategias

terapéuticas alternativas, siendo una de ellas la inmunoterapia, de la cual una



estrategia clara y que ha mostrado alta efectividad, implica la activacion de receptores
tipo Toll o Toll-Like (TLR) (American Cancer Society and National Center Institute,
2019).

Activacion de receptores TLR
Anticuerpos monoclonales
Radioterapia de haz externo Medicamentosde molécula
Deprivacion de andrégenos Terapiade radiaciéninterna Terapiadirigida

TERAPIAHORMONAL ) CIRUGIA > RADIOTERAPIA QUIMIOTERAPIA INMUNOTERAPIA 3
7 / '
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G a e : . Inhibidores de la topoisomerasa
Cirugia Minimamenteinvasiva

Antibidticosantitumorales
Antimetabolitos

Figura 2. Estrategias terapéuticas para CaP (Tomada y modificada de American Cancer Society,
2019; National Cancer Institute, 2019).

Los receptores transmembrana tipo Toll (TLR) estan conformados por de un dominio
extracelular, un dominio intracelular y una regién transmembrana (Figura 3), juegan un
papel muy importante en la prevencion contra la invasion de patégenos, reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs). Los PAMPs son estructural y evolutivamente conservados

en bacterias, virus, hongos y parasitos (Zhao et al., 2014).
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Figura 3. Receptor tipo Toll (Tomada y modificada de Helen M. et al., 2000).

A la fecha, se han descrito 10 TLRs en humanos, los cuales se expresan
principalmente en células dendriticas, macréfagos y células asesinas naturales (NK);
ubicandose en la superficie celular los TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6 o dentro de
los endosomas los TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, (Figura 4). Cada uno particularmente
exhibiendo especificidad en el reconocimiento de ligandos, por ejemplo, el TLR2
reconoce lipoproteinas bacterianas, TLR3 reconoce RNA de doble cadena (dsRNA),
TLRA4 lipopolisacéaridos (LPS), TLR5 la flagelina, TLR7 reconocer RNA monocatenario
y TLR9 DNA que contiene dinucléotidos CpG (CpG-ODN) mientras que TLR10 es
hasta ahora un receptor huérfano y esta altamente expresado en el bazo humano y en
las células B (Zhao et al., 2014).
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Figura 4. Receptores tipo Toll; (Tomada y modificada de Du, B. et al., 2016).

La activacion de estos receptores contribuye tanto al reconocimiento como a la
eliminacion de microorganismos y virus, involucrando transmision de sefales a través
de proteinas y dando lugar a la produccién de citocinas proinflamatorias, quimiocinas,
asi como de moléculas de adhesion; facilitando de esta manera la activacion de la
respuesta inmune adaptativa. Estas sefiales se transmiten a través de proteinas
adaptadoras como el factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) (Excepto para
TLR3), TICAM1 (TRIF), TIRAP (MAL) y TICAM2 (TRAM o TIRP). Ademas, la via de
activacion de los TLR conduce a su vez a la activaciéon de NF-kB, MAPK, cinasas N-
terminales de Jun (JNK), p38 y ERK, asi como a las vias de sefalizacién del factor
regulador del interferon (IRF3, IRF5 e IRF7), dando como resultado la produccion de

citocinas inflamatorias (Zhao S et al., 2014).



Especificamente, el TLR3, participa en el reconocimiento y la uniéon de RNA de doble
cadena (dsRNA) viral y, como se menciond, es localizada generalmente en
endosomas celulares; este receptor posee un zipper extracelular de leucinas, conocido
como LLR, y una region citoplasmica conservada denominada, Toll/ IL-1 (TIR). EITLR3
es expresado por células del sistema inmune innato, células dendriticas y macréfagos,
sin embargo, también es expresado por células no inmunes, incluyendo células
epiteliales, fibroblastos y células endoteliales. La funcion del TLR3 es activar la

respuesta inmune natural e instaurar un estado antiviral (Bianchi, et al., 2017).

De manera importante, ademés de las funciones canodnicas de proteccion contra
patdgenos, los TLRs también se expresan en muchas células epiteliales cancerosas y
pueden afectar positiva o negativamente al crecimiento del tumor. Muchos tipos de
cancer expresan el TLR3, incluyendo carcinoma de mama, carcinoma de células
orales, carcinoma de eséfago, carcinoma de ovario, carcinoma de préstata, carcinoma
de cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas de pulmén y adenocarcinoma,

carcinoma hepatocelular y melanoma.

Relevantemente, los TLR también son activados mediante una amplia gama de
moléculas enddgenas liberadas por las células del organismo cuando han sufrido dafio
tisular (conocido como patrén molecular asociado al dafio, DAMP). Algunas de estas
moléculas incluyen al &cido hialurénico y las moléculas derivadas de células necroticas
y apoptoticas, incluyendo DNA y RNA celular. La interpretacion que los macrofagos,
células dendriticas y células normales que expresan TLRs hacen de tales sefiales,
pueden estimular respuestas inmunes antitumorales especificas, las cuales en

muchos casos mejoran significativamente la terapia contra el cancer.

Los agonistas de TLRs, asi como los antagonistas de sus reguladores negativos, se
estan desarrollando para el tratamiento del cancer, las infecciones virales y como
adyuvantes de vacunas para mejorar las respuestas inmunitarias contra los tumores y

las enfermedades infecciosas (Menendez et al., 2016).



1.4 TLR3 y su actividad anti-cancer, activacion de la respuesta inflamatoria y

apoptotica.

Especificamente, la activacién de TLR3 ha sido utilizada ampliamente para inducir una
respuesta inmune antitumoral, y varios agonistas de este receptor estan siendo
estudiados mediante ensayos clinicos, ya que también poseen la capacidad de inducir

la inmunidad antitumoral (Dowling, et al., 2016).

Asi como las células normales responden a ligandos del receptor TLR3, secretando
citocinas inflamatorias, interferén de tipo | (IFN 1) y quimiocinas, las cuales contribuyen
al incremento de la respuesta inmune, también lo hacen diversas lineas celulares
cancerosas. Sin embargo, interesantemente, los agonistas de TLR3 provocan
directamente la inhibicién del crecimiento tumoral in vitro en algunos modelos de
células de cancer murino y humano a través de dos mecanismos principales: 1)
disminucién de la proliferacion y 2) induccion de muerte celular programada

(apoptosis), (Bianchi, et al., 2017).

Los agonistas de este receptor ralentizan la proliferacion de células de cancer de
mama y prostata, asi como en algunos histotipos tumorales (diferentes tipos de
tumores) como: mama, melanoma, cabeza y cuello, prostata, carcinoma renal, colon,

cervical y pulmén (Paone, et al., 2010).

Las lineas celulares del cancer también responden a la activacion con los ligandos de
TLR3 secretando citocinas inflamatorias, IFN | y quimiocinas, que mejoran el
reclutamiento y la activacion de las células inmunitarias (Bianchi, et al., 2017).

1.4.1 Ligandos sintéticos de TLR3.

El TLR3, que se activa con el dsRNA también lo hace tras la unidon con sus anélogos
sintéticos, como el poli (I: C) (poli-inosinico: acido policitiidilico) o PIC y el poli (A: U)



(poliadenilico: &cido poliuridilico) o PAU, los cuales se han utilizado para imitar la
respuesta a la infeccién por virus con genoma RNA y se administran cominmente in
vitro y en estudios in vivo para activar respuestas celulares mediadas por TLR3, tanto

de la via inflamatoria como apoptética.

Al unirse a su receptor, PIC o PAU producen la activacion del factor regulador de
interferon 3 (IRF3), asi como de la produccion del IFN-B y otros interferones de tipo 1
a través de la proteina adaptadora TRIF (TICAM-1). (Figura 5) Por otra parte puede
activar una segunda via que desencadena la produccién de citocinas y quimiocinas
inflamatorias a través de la activacion factores de transcripcion como NF-kB y AP-1
(Bianchi, et al., 2017).

TLR3 Ligands: viral
dsRNA, Poly(1:C)

<=

cytoplasm

Oxidative Stress

Signals @

nucleus

‘ Oxidative & Inflammatory response ‘ ’ Antiviral response '
Figura 5. Via de sefializacion TLR3. (MacDowell KS, et al., 2017).

1.4.2 Funcion antitumoral de los agonistas de TLR3.

Las respuestas antitumorales inducidas por los agonistas de TLR3 se atribuyen, por

un lado, a su capacidad para estimular las células presentadoras de antigenos (APC,
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por sus siglas en inglés), asi como a las células dendriticas, que a su vez activan las
respuestas de las células T especificas del tumor y su capacidad para cambiar el
fenotipo de las células supresoras mieloides y macréfagos asociados a tumores, de un

fenotipo inmunosupresor hacia uno inmuno-adyuvante.

Sin embargo, la activacion de TLR3 mediante PIC a través de una via dependiente de
caspasas, de la regulacion de quimiocinas y de la induccion de expresion de moléculas
inflamatorias, conlleva principalmente a apoptosis y muerte celular (Zhao, et al., 2014).
Cabe destacar que, la activaciéon de TLR3 mediada por PIC ademas aumenta la
expresion del propio TLR3 (Zhao, et al., 2014), incrementado de esta manera la

respuesta pro-apoptética de la activacion de TLR3 tras la union a PIC.

Apoyando estos hallazgos in vitro, estudios preclinicos y clinicos revelan que la
activacion de TLR3 dirige directamente hacia apoptosis a células de cancer de préstata
humano, por lo cual, agonistas de este receptor poseen un gran potencial para ser

utilizados como agentes terapéuticos antitumorales (Zhao, et al., 2014).

El acido retinoico (RA) y sus derivados han sido utilizados con éxito como terapia para
el tratamiento del cancer ya que juega un papel importante ejerciendo funciones
antiproliferativas, basadas en la regulacién de muchos procesos bioldgicos, incluida la
diferenciacion, la proliferacion celular y la apoptosis. EI mecanismo de accion de los
retinoides, involucra su union con sus receptores nucleares y su subsecuente unién a
elementos de respuesta (RARE), activando la transcripcion de genes relacionados a
la inhibicién de la proliferacion celular, la activacion de la apoptosis y la diferenciacion
de células madre cancerosas. Uno de los mas relevantes receptores del RA es el
RARp, el cual heterodimeriza con el receptor RXR para unirse a los RARE y activar la

transcripcion de sus genes blanco (Bernardo, et al., 2017).

Sin embargo, en muchos tipos de cancer, la expresion de RARP se encuentra

silenciada por metilacién de su promotor, haciendo inefectiva la terapia con RA.

Interesantemente, Galli et al, (2010), utilizando dos lineas celulares de cancer de

préstata agresivas que no expresan RARP, describieron que la activacion del TLR3

11



con PIC da lugar a la sobre-expresion de 4 miRNAs (microRNA-29b, -29°C, -148b y -
152) que regulan los mRNA que codifican para las DNA metil transferasas (DNMT3a,
DNMT3b y DNMT1) impidiendo su traduccion, induciendo asi la re-expresién de RARB
y con ello, re-estableciendo la sensibilidad al tratamiento con RA, llevando a las células

a apoptosis. (Galli et al., 2013).

Las observaciones anteriores sugieren fuertemente que la activacion de TLR3 a traveés
del uso de sus agonistas, en conjunto con una terapia convencional puede constituir
una opcién terapéutica para el CaP en estados avanzados o en individuos no

respondedores a las terapias (Menendez, et al., 2016).

2. ANTECEDENTES

2.1 Efecto de la exposicion de las células RWPE-1 a arsenito de sodio sobre la

expresiéon de TLR3 y su activacién con PIC.

Aunqgue la activacion de TLR3 mediante el uso del ligando sintético PIC parece brindar
una opcioén terapéutica anti-tumoral efectiva alentadora, en el caso del CaP inducido
por exposicidon human a iAs el caso podria ser diferente. Escudero-Lourdes y Tokar
en el afio 2015 demostraron que las células epiteliales prostaticas transformadas
malignamente con 5 pM de arsenito de sodio (CAsSE-PE) mostraron una disminucion
significativa en la expresion del TLR3, respecto a las células epiteliales no

transformadas (RWPE-1) tanto a nivel de mRNA como de la proteina (Figura 6).
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Figura 6. Expresion de TLR3 en las lineas celulares RWPE-1 y CAsE-PE. (Escudero-Lourdes y
Tokar, 2015).

Consistentemente con la observacion de la disminucién en la expresion de TLR3, en
resultados preliminares se observo que la activacion con PIC no induce el incremento
en la expresiéon de TLR3 ni la expresiéon de RARPB en las células CAsE-PE, en
comparacion con lo que sucede en las células epiteliales prostéaticas no transformadas,
RWPE-1. Estas observaciones sugieren que la exposicién al iAs da lugar a una
alteracion en las vias que regulan la expresion de TLR3 en estas células, volviéndolas

irresponsivas a la activacion con PIC, (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Expresion de TLR3 con y sin Tratamiento (Tesis de Doctorado Alvarado-Morales).
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Figura 8. Expresion de RARS en las lineas celulares RWPE-1y CASE-PE. (Tesis de Doctorado

Alvarado).

2.2 Reguladores de la expresion de TLR3.

En base a los resultados descritos anteriormente, en células epiteliales prostéticas

transformadas malignamente con iAs, surge la incégnita de cuales factores



encargados de regular positiva 0 negativamente la expresién de TLR3 que pudieran
estar afectados por la exposicién a As en estas células.

A la fecha, se han descrito diversos reguladores de la expresion de TLRS3, entre ellos
la proteina p53 es considerado como el principal regulador positivo de la expresion de
la mayoria de los TLRs (Taura, et al., 2008).

Estudios realizados por Taura M. y cols en el afio, 2008 describieron que el estatus de
este factor de transcripcion es el determinante fundamental de la expresion de
diferentes TLRs, entre ellos TLR3, asi como de la respuesta terapéutica PIC.

En afios posteriores, la regulacion de los TLRs por parte de p53 fue demostrada a
través de diferentes experimentos realizados por Menéndez y colaboradores (2011),
en linfocitos humanos primarios y macréfagos alveolares. En estos experimentos, tanto
Nutilin, un activador de p53, como tres diferentes estimulos de dafio al DNA, incluida
entre ellos la doxorrubicina (Doxo) dieron lugar a la activacion de p53 en asociacion
con un aumento de la expresion de la mayoria de los TLRs, a excepcion de TLR1,
TLR7 y TLR9 (Figura 9).
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Figura 9. p53 Como regulador importante de TLR3 (Menéndez, et al., 2011).
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2.3 Supresor de tumores p53 y sus mecanismos anti-tumorales.

Tras ser descubierta como un supresor tumoral hace poco mas de 30 afios, la proteina
p53, se ha reconocido como un factor clave de las vias en respuesta al estrés celular.
Esta proteina permite la reparacion y supervivencia celular o la eliminacién de células
que se encuentran gravemente dafiadas, siendo por lo tanto su objetivo principal
proteger al organismo del crecimiento de un tumor canceroso (Hofseth, et al., 2004).

La estructura de la proteina p53 incluye dos dominios de activacion transcripcional
amino-terminal (TAD1 y TADZ2), un dominio rico en prolina (PRD), un dominio de union
al DNA (DBD), un dominio de tetramerizacion (TET) y una region carboxi-terminal rica

en residuos basicos. (Figura 10).

TAD1 TAD2 PRD DBD TET BA
f
\
\

=LA R

Figura 10. Estructura y Forma globular (activa) de p53 (Tomada y modificada de: Orozco M, et al.,
2017).

P53 es activado en respuesta a diversas formas de estrés celular, como dafio al DNA,
hipoxia, infeccion viral, choque térmico y estrés mitogénico u oncogénico, entre otros,
(Figura 11) los cuales inducen la tetramerizacion de la proteina, que es su forma activa
(Figura 10).
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Figura 11. Activacion de p53 (Kathryn T. et al., Rev. Cancer, 2014).

Los genes que son regulados por la proteina p53 incluyen los asociados al arresto del
ciclo celular, a la muerte celular programada, la senescencia, la inhibiciébn de la
angiogénesis, asi como genes asociados a la regulacion del ambiente tumoral como
los genes que codifican para los TLRs, incluido el gen que codifica para TLR3, como

se menciond anteriormente.

El mecanismo a través del que p53 regula la expresion de sus genes blanco consiste
en la tetramerizacion y union a elementos de respuesta especificos (P53RE) los cuales
se encuentran corriente arriba (upstream) de sus genes objetivo. (Herrero A. et al.,
2003), (Figura 12).
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Figura 12. Expresion de genes al ser activado p53 (Kathryn T. et al., Rev. Cancer, 2014)

2.4 Atenuacion de la actividad de p53 en el CaP.

Siendo p53 el principal regulador de la expresion de TLR3, el estatus de p53 en las
células tumorales, es un marcador de prediccion de la respuesta celular a la activacion

con PIC y otros agonistas sintéticos en la practica clinica (Taura M. et al., 2008).
2.4.1 Mutaciones.

De manera relevante, este supresor de tumores se encuentra mutado en mas del 50%
de los diferentes tipos de cancer, siendo las mutaciones en el DBD (mutaciones hot-
spot), las principalmente identificadas en cancer (95%), y dando lugar a la incapacidad
de p53 de unirse a sus elementos de respuesta en el DNA y con ello inactivando las
vias antitumorales, incluyendo la expresién y transactivacién del gen TLR3, (Figura 13)
(Herrero A. et al., 2016).
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Figura 13. Estatus de p53 en células Wild Type (WT) y mutantes (Sanofi).

Las mutaciones hot-spot se localizan en los residuos R175, G245, R248, R249, R273
y R282 del DBD. Estas mutaciones TP53 se pueden clasificar en dos categorias: 1)
Mutaciones de contacto: las cuales afectan residuos de aminoécidos involucrados en
el contacto directo de p53 con el DNA en sus elementos de respuesta. Sin embargo,
no involucra modificaciones en el plegamiento de la proteina y 2) Mutaciones
estructurales que involucran modificaciones en los aminoacidos asociados al
plegamiento correcto de la proteina en el dominio de union al DNA (Figura 14). Ambos
tipos de mutaciones impiden la unién de p53 a sus elementos de respuesta en el DNA,
dando lugar a la incapacidad de p53 de transactivar sus genes blanco, incluyendo la

transactivacion del gen TLR3. (Herrero A. et al., 2016).

* [ror [ o]

Basic | | @ Structural O Contact
‘ mutations  mutations

b,
Cancer hot-spot mutations

Figura 14. Mutaciones en el dominio de union. (Herrero A. et al., 2016).
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2.4.2 Incremento de sus reguladores negativos.

Otras formas de atenuacion de p53 incluyen la sobre-expresion de sus reguladores
negativos (principalmente MDM2), constituyendo un 10% de los casos, como se

mostro en la Figura 11.

En las células, p53 y MDM2 se encuentran autorregulados estrictamente a través del
circuito de retroalimentacion negativa (Figura 15). Este circuito de retroalimentacion
auto-regulatorio trabaja a partir de la transcripciéon de MDM2 iniciada por el mismo p53
activado, lo cual lo conduce al incremento de la expresion de mRNA y de la proteina
MDM2 (Herrero A. et al., 2016).

En condiciones fisioldgicas normales, p53 tiene una vida media muy corta, debido a la
degradacion continua inducida por MDM2, siendo sus dos funciones la union al
dominio de transactivacion de p53, su ubiquitinacion y envio a degradacion en el
proteosoma, asi como la exportacion de la proteina desde el nlicleo hacia el citoplasma
(Herrero A. et al., 2016).
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Figura 15. Autorregulacion de p53/MDM2. (Yu B. et al., 2018).
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2.4.3 Desbalance de isoformas de p53.

Una tercera forma de atenuacion de p53 incluye el desbalance de las isoformas de
esta proteina que se generan de manera normal a través de los siguientes

mecanismos (Figura 16):
1. Uso de dos sitios de iniciacion de la transcripcion alternativos (P1 Y P2).
2. Uso de cuatro codones de inicio (ATG1, ATG40, ATG160, ATG133)

3. Splicing alternativo en los de intrones 2 y 9 (lo que genera las isoformas o, B, y

Y)

P2 (A133p53; A160p53)
P1 (p53; A40p53) W ot "

A40p53 By

Figura 16. Mecanismos de generacién de isoformas de p53 (Herrero A. et al., 2016).

Las 12 isoformas de la proteina p53 comparten una region comun en el DBD (Figura
17), pero tienen diferentes dominios de transactivacién y dominios C-terminales, que
les permite regular de una manera diferencial la expresion de diferentes genes blanco

de p53 al tetramerizarse (Herrero A. et al., 2003).

Las alteraciones en su expresion pueden dar lugar a una desregulacion de la via de

p53 resultando en cancer y otras enfermedades (Florijan, M. et al., 2019).

21



aTGq TAD1 TAD2 PXXP DBD NLS  OD  Neg
p53a (p53) Ll [ | | |
ATG40 —

A40p53a: |1 [ ]
A133p530 sl ] ]
A160p530: o T ]
p53p LT N [ ] parsrakenc
A40p53p | | barsFakenc
A133p53p | [ ] parsrakenc
A160p53p | | parsrakenc
P53y [ ] MLLDLRWCYFLINSS
A40p53y I | [ | MLLDLRWCYFLINSS
A133p53y | [ ] mLLoLrRweYFLINSS
A160p53y | | MLLDLRWCYFLINSS

Figura 17. Estructura de las isoformas de p53 (Herrero A. et al., 2016).

En los ultimos afos, se ha demostrado que isoformas de p53 son diferencialmente
expresadas en diferentes tipos de cancer humano, como cancer de mama, de colon,
melanoma, carcinoma renal, tumores de cuello y cabeza, hepatico, colocarcinoma,
leucemia mieloide aguda, cancer de ovario, de pulmén y glioblastoma. De manera

importante, se ha descrito una asociacion entre la expresion de las isoformas de p53,

la respuesta clinica y el pronéstico, (Lopez F. et al., 2011).

En el presente trabajo, se propone que la expresion disminuida de TLR3 en célulalas
epiteliales transformadas con iAs se debe a una alteracion en la funcion de p53 por

cualquiera de los mecanismos aqui descritos.
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3. JUSTIFICACION

El cancer de prostata (CaP) es la segunda causa de muerte por cancer en varones
alrededor del mundo y en México y la exposicidon cronica a iAs es considerada un factor
de riesgo importante. En fases iniciales el CaP presenta una alta supervivencia, sin
embargo, en etapas avanzadas la supervivencia disminuye drésticamente debido

principalmente a la quimioresistencia del tumor y su invasion a otros tejidos.

La activacion de TLR3 mediante su agonista sintético PIC, se ha propuesto como una
terapia anti-cAncer prometedora en fases avanzadas y en tipos de cancer que
presentan resistencia a la quimioterapia, sin embargo, en células prostaticas
transformadas con iAs este receptor se encuentra disminuido y no responde de
manera normal a la activacion con su agonista sintético PIC, por lo que se propone
que los mecanismos que regulan la expresion de TLR3 se encuentra alterados en
estas células. El factor de transcripcion p53 se considera como el principal regulador
de la expresion de TLR3, sin embargo, en el cancer, la actividad de p53 como
transactivador de sus genes blanco, puede estar alterada por diversos mecanismos
gue incluyen las mutaciones en el gen TP53, principalmente las hot-spot (que impiden
su union al DNA), asi como una expresion alterada de sus isoformas o disminucién de
su actividad por sobre-expresion de sus reguladores negativos por lo que en este
trabajo se investiga el estatus de p53 en las células transformadas con iAs. En este
trabajo se estudiara el estatus de p53 haciendo énfasis en estos tres mecanismos de

regulacion negativa de la proteina.
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4. HIPOTESIS

Las células prostéticas epiteliales transformadas in vitro con arsenito de sodio
muestran una alteracion en la funcién/expresion de p53, lo que correlaciona con la
disminucién en la expresion de TLR3 en la linea celular CASE-PE, (Figura 18).
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Figura 18. Hipotesis.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estatus de p53 y de su regulador negativo MDM2 en células prostaticas
transformadas con arsenito de sodio CASE-PE, e identificar su asociacion con los
niveles de expresion de TLR3 en comparacién con células prostéaticas no
transformadas RWPE-1.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el nivel de expresion de p53 tanto a nivel de mMRNA mensajero como de
la proteina y su relacion con la expresion de TLR3 en células CASE-PE mediante RT-
PCRy WB.

2. Evaluar el nivel de expresion de MDM2 (regulador negativo de p53), a nivel del

mensajero como de la proteina mediante RT-PCR y WB.

3. Determinar la presencia de mutaciones de tipo hot-spot y otras en TP53 mediante

secuenciacion basada en el método de Sanger.

4. Determinar la presencia de isoformas de p53 mediante WB usando diferentes

anticuerpos.
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7. ESTRATEGIA METODOLOGICA GENERAL

Para cumplir con los objetivos se utilizaron las lineas celulares RWPE-1 (células
epiteliales prostaticas no tumorigénicas) y CaskE-PE (células diferenciadas
transformadas en fenotipo maligno por exposicion cronica al arsénico), las cuales
fueron amablemente donadas por el Dr. Erik Tokar, investigador del National Institute

of Environmental Health Sciences (NIEHS), en Durham, North Carolina, USA.

A partir de triplicados de estos cultivos RWPE-1 y CAsE-PE se realiz6 la extraccion de
RNA y proteinas. El RNA total se utilizé para dos diferentes propdésitos: 1) realizar
secuenciacion de cDNA mediante el método de Sanger después de amplificar el gen
de p53 con diferentes pares de oligonucleétidos y 2) determinar la expresiéon de los
mensajeros que codifican para las proteinas p53, TLR3 y MDM2 con y sin exposicion
a Doxorrubicina (Doxo). Por otro lado, las proteinas fueron utilizadas para la
determinacién de la expresion de p53, TLR3, MDM2 con y sin exposicion a Doxo y

para analizar la presencia de isoformas de p53 mediante WB, (Figura 19).
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Células epiteliales prostaticas
Células epiteliales prostaticas Transformadas con iAs

RWPE-1 % CAsE-PE
SISN
|
|
I I
PROTEINAS RII\IA
I | I I
Doxo + Doxo - Doxo + Doxo -
| WESTERN BLOT | | | |
Isoformasde p53 cDIl\IA cD!\IA

I I RT-IPCR Secuenciacion

p53 TLR3 MDM2 I I
l I I p53
p53 TLR3 MDM?2

Exposicién a Doxo: 1 pg/mL (Menendez D, et al., 2016)

Figura 19. Estrategia metodoldgica general.

7.1 Andlisis estadistico.

El analisis estadistico que se realiz6 fue a través de Anova para comparar todos los

grupos entre si, considerando significativo un valor de p< 0.05.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Lineas celulares y reactivos.

En este trabajo se utilizaron células epiteliales prostaticas no tumorigénicas (RWPE-
1), asi como células diferenciadas transformadas al fenotipo maligno por exposicion
cronica al arsénico (CAsE-PE), las cuales fueron amablemente donadas por el Dr. Erik
Tokar del National Institute of Environmental Health (NIEHS), North Carolina, USA.

Las Lineas celulares RWPE-1 y CAsE-PE fueron cultivadas por triplicado en medio
KSFM (Keratinocyte Serum Free Medium) suplementado con 50 pug/mL de Extracto de
Pituitaria Bovina (BPE) y 5 ng/mL de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF),
adquirido por GIBCO®, se incubaron a 37 ° C en una atmosfera humidificada que

contenia 5% de di6éxido de carbono.

En otro set de experimentos, las dos lineas celulares fueron cultivadas en las
condiciones descritas y expuestas por triplicado a doxorrubicina (Doxo) 1 pg/mL
(Menéndez D, et al., 2016), farmaco anti-tumoral que induce la expresion de p53 al

provocar dafo al DNA.

A partir de grupos de triplicados de estos cultivos, se realizo la extraccion de RNA
(ANEXO 4) y proteinas totales (ANEXO 1), para realizar los diferentes experimentos

propuestos:

1) realizar secuenciacion del gen TP53 a partir de RNA a través del uso de con tres

diferentes pares de oligonucleétidos.

2) determinar la expresion de los mensajeros que codifican para las proteinas p53,

TLR3 y MDM2 y para analizar la presencia de isoformas de p53 mediante WB.
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8.2 Expresion de las proteinas p53, MDM2 y TLR3.
8.2.1 Extraccion de proteinas.

Para ambas lineas celulares (RWPE-1/ CAsSE-PE), a un 80% de confluencia,
expuestas o0 no a Doxo, se retird el medio de cultivo, se lisé a las células con 3920 uL
de RIPA buffer (Radio Inmuno Precipitation buffer), complementado con 40 uL de
coctel inhibidor de proteasas 10uL/mL (HALT, aprotinina, bestatina, E-64, Leupeptin,
Orthovanadato de sodio, pirofosfato de sodio, B-Glicerofosfato y EDTA) y 40 pL de
PMSF o fluoruro de fenilmetanosulfonilo (Thermofisher). Posteriormente, cada
muestra fue sonicada 10 veces con pulsos de 5 segundos, a una intensidad de 3,

siempre se mantuvo el extracto en hielo (ANEXO 1).
8.2.2 Cuantificacion de proteinas.

La concentracion de las proteinas se determind a través del método de Bradford
(SIGMA-ALDRICH, USA), se prepar6 una solucién que contenia 10 mg de albumina
sérica bovina (BSA) en 1mL de RIPA Buffer, se ajust6 la muestra a 1 pug/pL para la
curva de calibracion la cual requiere 6 puntos con 0, 2, 4, 6, 8 y 20 ug/uL de BSA (1
ug/pl) y 1 mL de reactivo de Bradford, su lectura se realizd en el equipo Nanodrop
(ANEXO?2).

8.3 Western blot (WB).

Las proteinas se ajustaron a una concentracion de 1 pg/pL para cargar 30 pug de
muestra al gel, se corrieron en geles de acrilamida al 10%. Para ello, se prepar6 una
solucion de 10 mL conteniendo 4 mL de agua; 3,3 mL de acrilamida/bis-acrilamida
(30%) (Bio-Rad); 2,5 mL de Tris (pH 8,8) (1,5 M); 0,1 mL de SDS (10%), 0,1 mL de
APS (10%), 0,004 mL de TEMED (Thermofisher).

Para la preparacion del gel concentrador se prepararon 5 mL de una solucion que
contenia 3.4 mL de agua; 0.85 mL de acrilamida (30%) de Biorad; 0,625 mL de Tris
(pH 6,8) (1,0 M) (Bio-Rad); 0.05 mL SDS (10%) de Thermofisher, 0.05 mL APS (10%)
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de Thermofisher, 0.005 mL TEMED Thermo Scientific™ Tetrametiletilendiamina
(TEMED) Pierce™.

En el gel ya solidificado se cargé 30 o 60 ug de cada muestra de proteina, se separaron
en base a su peso molecular y carga mediante electroforesis a 80 Volts durante 2 horas
en buffer de corrida. Se realiz6 la transferencia de la proteina a una membrana de
difluoruro de polivinileno (PVDF) 90 minutos a 100 Volts. Al término de la transferencia,
se tifieron las membranas con solucion de rojo Ponceau y se cortaron de acuerdo a
los pesos moleculares de las proteinas de interés, TLR3 (102 kDa), MDM2 (100 kDa),
B-actina (43 kDa) y p53 (53 kDa), cada fraccion se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente, anti-TLR3, anti-MDM2 (adquirido en Santa Cruz), con DO1 (adquirido
en Santa Cruz) durante toda la noche, utilizando una técnica de camara humeda
(ANEXO 3). La deteccion de la proteina B-actina fue utilizada como control para
normalizar la carga. Para su deteccion, el anticuerpo correspondiente, se incuba
solamente durante una hora dado el nivel alto de expresion y dado a que este
anticuerpo esta acoplado a la peroxidasa de rabano, no se requiere el uso de un

anticuerpo secundario para su deteccion.

Tras su incubacion con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas con TBS

1X+ Tween (TBST) 1X por tres ocasiones, durante 10 minutos en agitacion.

Las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (p53 y MDM2) a-Mouse y
(TLR3) anti-rabbit con 2 horas en agitacion y lavados con TBS 1X+ Tween 1X. Las
bandas de interés de las proteinas se visualizaron incubando las membranas con el
sustrato de HRP quimioluminiscente (Luminol®) adquirido en GE Healthcare y
exposicion a una pelicula fotogréafica en la obscuridad. El analisis de densitometria de

las bandas se realiz6 utilizando el software ImageJ.
8.4 Expresion de mRNA de p53, MDM2 y TLR3.
8.4.1 Extraccién de RNA.

Para ambas lineas celulares (RWPE-1/ CAsSE-PE), las cuales se encontraban a una

confluencia de 80%, se retir6 el medio de cultivo y las células se lisaron afiadiendo
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1000 pL de Trlzol®, el cual se recuper6 en un tubo eppendorff de 1.5 ML
Posteriormente, se afiadié cloroformo (200 L) a cada vial, se agitoé vigorosamente y
se incubo 2-3 minutos y luego se centrifugd a 12000 G durante 15 minutos a 4°C. La
fase acuosa se recuperd en un tubo eppendorff de 1.5 mL y se agrego el isopropanol
(500 pL) para precipitar el RNA. El RNA se precipitdé durante toda la noche a -20°C, y
luego se centrifugé a 12000 G 10 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante.
Posteriormente se hizo un lavado con una solucion de etanol al 70% con 500 o 1000
ul para centrifugar a 7500 g durante 5 minutos. Se eliminé el etanol y el RNA aislado
se resuspendié con agua libre de RNAasas (DEPC). La concentracion y pureza de
RNA se determiné en el equipo Nanodrop a una A de 260 y 280nm. La concentracion
de RNA se ajusté a 1 pug/mL y se determind una buena pureza de la relacion de las
absorbancias a 260/280 en el rango de 1.8 a 2.0, si la pureza de la muestra no se

encontraba dentro de este rango, se procedio a la purificacion del RNA (ANEXO 4).
8.4.2 Purificacion de RNA.

Para cada reaccion de 50 pL, se afadioé 85 pL de agua DEPC més 15 pL de acetato
de sodio 3M, posteriormente se adicioné a esta mezcla en relacion 1:1 fenol/cloroformo
y dos volumenes de cloroformo, se centrifugé a 12000 g durante 15 minutos a 4°C y
se recolecto la fase acuosa en un nuevo tubo eppendorff de 1.5 MI. Para precipitar el
RNA se adicionaron dos volumenes de etanol (100%) y se incub6 a -20°C por 30
minutos y se centrifugd a 12000 G 10 minutos a 4°C, se descart6 el sobrenadante y
se lavo el pellet con 500 puL de etanol frio al 70%. Posteriormente se centrifugd
nuevamente a 7500 g 5 minutos, se elimind el etanol y se resuspendié el RNA
purificado en 20 yuL de agua DEPC. La concentracion y pureza de RNA se determin6
en Nanodrop con mediciones a 260/280nm. La concentracion de cada muestra de RNA
se ajusté a 1 ug/mL y se determin6 una buena pureza con un cociente 260/280 en el
rango de 1.8 a 2.0 (ANEXO 5).
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8.5 Transcripcion reversa (RT) del RNA.

La RT se realizd para obtener cDNA a partir del RNA de ambas lineas celulares,
RWPE-1 y CASE-PE. La reaccion fue preparada de acuerdo a lo que se describe en

las Tablas 1, 2 y 3. En la Tabla 3 se muestran las temperaturas y tiempos de reaccion.

Tabla 1. Componentes de la Reaccion de Retrotranscripcion.

o i1

RNA 10
Random Primers (1 pg/pL) 0.2
Agua DEPC 0.1% 0.8
Volumen final 11

Calentamiento a 65°C por 5 min

Tabla 2. Reaccion de Retrotranscripcion.

o i1

dNTP’s (10 mM) 1
Buffer RT 5X 4
DTT 2
Rnasa OUT 1
Super Script Il 1

Volumen final 20 pL.

Tabla 3. Condiciones de temperatura y tiempo de la Retrotranscripcion.

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Hibridacion 10 25
Polimerizacion de cDNA 50 42
Desactivacion de la enzima 15 70
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Finalizada la retrotranscripcion se cuantifico el producto (cDNA) en Nanodrop y se
determiné una buena pureza con un cociente 260/280 en el rango de 1.8 a 2.0
(ANEXO 6).

8.6 Secuenciacion del gen TP53.

El cDNA obtenido de la Retrotranscripcion se utilizd para amplificar secciones
especificas del gen de interés con oligonucleétidos que abarcan diferentes dominios
del gen TP53, utilizando la enzima PFU (Thermo Scientific™ DNA polimerasa), esta
enzima es una DNA polimerasa que optimiza la PCR, posee alta fidelidad y es
altamente termoestable (ANEXO 7).

Las secuencias de los oligonucledtidos fueron las siguientes:

Tabla 4. Secuencia de los oligos.

182 GGGGGATCCATGGAGGAGCCGCAG

Forward

183 CCCTCAACGGAAACCGTATTCGAA

Reverse

206 AACGGATCCATGCTGGGCTTCTT

Forward

207 CCCAAGCTTTCATTCCTCTGTGCGC

Reverse

208 AAGGGATCCATGGAGAATCTCCGCAAGAAAG
Forward

209 TTTTAAGCTTTCAGTCTGAGTCAGGCCCTTCTG
Reverse

Para cada reaccién se prepararon 25 pL en volumen final: enzima PFU 1,5 uL, DNA
(RWPE-1/ CASE-PE) 0,5 uL, primer FW 0,5 pL, primer RV 0,5 pL, Buffer 5X 2,5 pL,
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H20 16,25 pL, dNTP’s 0,5 uL y DMSO 5% 1.25 pL, (High way- Biologia Molecular), el
programa que se utilizo en el termociclador fue: 95°C 5 minutos, 50°C 30 segundos,

72°C 2 minutos, 72°C 10 minutos y 10°C infinito, este ciclo se repitié 30 veces.

Al finalizar la PCR, fue necesario ver el producto como una banda unica en un gel de
agarosa (0.4 g de agarosa, 40 mL de TAE 1Xy 1 uL de Bromuro de etidio), cuyo orden
de carga es: 4 pL de Marcador de peso molecular (ler carril), posteriormente las
muestras, en conjunto con buffer de carga carriles 2 en adelante (Gel Loading Dye,
Purple (6X)- New England BioLabs). Las muestras se corrieron a 80 volts durante 20

minutos.

Las bandas obtenidas correspondientes a los productos de amplificacion esperados,
se purificaron utilizando un sistema de purificacion comercial (Jena Boscience). Para
ello, las bandas se recortaron y pesaron, se adicionaron 2 volumenes de buffer de
unién, mas dos voliumenes de isopropanol; se calentd en un bafio a 70°C hasta disolver
el gel. Se afadieron 100 uL buffer de activacion a las columnas de purificacion,
centrifugando durante 30 segundos a 1000 g. Posteriormente se adiciond la mezcla
que contenia la muestra, se centrifugé nuevamente 30 segundos a 1000 g, se descartod
el sobrenadante y se adicioné 700 uL de buffer de lavado, se centrifugé 30 segundos
a 1000 g seguida de otra centrifugacion durante 2 minutos a 1000 g. A continuacion,
se descarto el vial junto con el resto de buffer de lavado, sin descartar la columnay en
un nuevo tubo eppendorf (1.5 mL) rotulado, se adicioné a la columna 25 pL de buffer
de elucion, se dejé reposar 1 minuto para centrifugar 1 minuto a 10, 000 g. El cDNA
purificado se obtuvo en el tubo eppendorf. Purificado el cDNA, se cuantificé en un
espectrofotometro UV Nanodrop (ANEXO 9).

Para determinar la integridad de la muestra se prepardé un gel de agarosa al 1%, se
cargaron 4 pL del cDNA purificado y, observandose una sola banda. Una vez
comprobada la integridad de todas las muestras, éstas se enviaron al Laboratorio
Nacional de Biotecnologia Agricola, Medica y Ambiental (LANBAMA), cuyos requisitos

de envio se pueden revisar en el ANEXO 8.
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A continuacion, se muestran las regiones de TP53 amplificadas por los diferentes

oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion del gen.

Tabla 5. Secuencia amplificada de p53 por los oligonucledétidos.

182 Forward CASE-PE

(Fw)
CACCCACCGGTGAGCCCTCTGAGTCAGGAACATTTTCAGA
CCTATGGAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTCTGTCCCCCT
TGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGA
CGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGAT
GAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCC
CCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCA
GCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGA
AAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTTGAAAGCTTCC
CCCA
RWPE-1

GACTTACGTCGAGCCCTCTGAGTCAGGAACATTTTCAGAC
CTATGGAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTCTGTCCCCCTT
GCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGAC
GATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATG
AAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCC
CTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAG
CCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAA
AACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTTGAAAGCTTCCC
CCAATA

183 Reverse CAsE-PE

(Rv)



206 Fw

ATCGTGGTAGTTTCTGGGAGGGACAGAAGATGACAGGGG
CCAGGAGGGGGCTGGTGCAGGGGCCGCCGGTGTAGGAG
CTGCTGGTGCAGGGGCCACGGGGGGAGCAGCCTCTGGC
ATTCTGGGAGCTTCATCTGGACCTGGGTCTTCAGTGAACC
ATTGTTCAATATCGTCCGGGGACAGCATCAAATCATCCATT
GCTTGGGACGGCAAGGGGGACAGAACGTTGTTTTCAGGA
AGTAGTTTCCATAGGTCTGAAAATGTTTCCTGACTCAGAGG
GGGCTCGACGCTAGGATCTGACTGCGGCTCCTCCATGGA
TCCGTTAAA

RWPE-1

ATCAGTTAGCTTCTGGGAGGGACAGAAGATGACAGGGGC
CAGGAGGGGGCTGGTGCAGGGGCCGCCGGTGTAGGAGC
TGCTGGTGCAGGGGCCACGGGGGGAGCAGCCTCTGGCAT
TCTGGGAGCTTCATCTGGACCTGGGTCTTCAGTGAACCAT
TGTTCAATATCGTCCGGGGACAGCATCAAATCATCCATTGC
TTGGGACGGCAAGGGGGACAGAACGTTGTTTTCAGGAAGT
AGTTTCCATAGGTCTGAAAATGTTTCCTGACTCAGAGGGG
GCTCGACGCTAGGATCTGACTGCGGCTCCTCCATGGATCC
GTTAAA

CAsE-PE

GGCAACAGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCAA
CAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAG
CTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGLCGTC
CGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACG

GAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCA
GATAGCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAG
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207 Rv

TGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAA
CACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCT
GAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACA
TGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGC
CCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACTCCAGTGGTAA
TCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCC
TGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAATGAAAGCTT
GGGA

RWPE-1

CGGGGCACCAAGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCC
TCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGT
GCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCG
CGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATG
ACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGC
TCAGATAGCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCC
GAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAG
AAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCG
CCTGAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACT
ACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAG
GCCCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACTCCAGTGGT
AATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTG
CCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAATGAAAGC
TTGGGAA

CAsE-PE

GCCTTCATGCGGCACAAACACGCACCTCAAGCTGTTCCGT
CCCAGTAGATTACCACTGGAGTCTTCCAGTGTGATGATGG
TGAGGATGGGCCTCCGGTTCATGCCGCCCATGCAGGAAC
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208 Fw

TGTTACACATGTAGTTGTAGTGGATGGTGGTACAGTCAGA
GCCAACCTCAGGCGGCTCATAGGGCACCACCACACTATGT
CGAAAAGTGTTTCTGTCATCCAAATACTCCACACGCAAATT
TCCTTCCACTCGGATAAGATGCTGAGGAGGGGCCAGACCA
TCGCTATCTGAGCAGCGCTCATGGTGGGGGCAGCGCCTC
ACAACCTCCGTCATGTGCTGTGACTGCTTGTAGATGGCCA
TGGCGCGGACGCGGGTGCCGGGCGGGGGTGTGGAATCA
ACCCACAGCTGCACAGGGCAGGTCTTGGCCAGTTGGCAA
AACATCTTGTTGAGGGCAGGGGAGTACGTGCAAGTCACAG
ACTTGGCTGTCCCAGAATGCAAGAAGCCCAGCATGGGATC
CGTATTAAAA

RWPE-1

GCCTTCAGCAGGCACAACACGCACCTCAAGCTGTTCCGTC
CCAGTAGATTACCACTGGAGTCTTCCAGTGTGATGATGGT
GAGGATGGGCCTCCGGTTCATGCCGCCCATGCAGGAACT
GTTACACATGTAGTTGTAGTGGATGGTGGTACAGTCAGAG
CCAACCTCAGGCGGCTCATAGGGCACCACCACACTATGTC
GAAAAGTGTTTCTGTCATCCAAATACTCCACACGCAAATTT
CCTTCCACTCGGATAAGATGCTGAGGAGGGGCCAGACCAT
CGCTATCTGAGCAGCGCTCATGGTGGGGGCAGCGCCTCA
CAACCTCCGTCATGTGCTGTGACTGCTTGTAGATGGCCAT
GGCGCGGACGCGGGTGCCGGGCGGGGGTGTGGAATCAA
CCCACAGCTGCACAGGGCAGGTCTTGGCCAGTTGGCAAA
ACATCTTGTTGAGGGCAGGGGAGTACGTGCAAGTCACAGA
CTTGGCTGTCCCAGAATGCAAGAAGCCCAGCATGGATCCG
TTTAAAA

CAsE-PE
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209 Rv

GGAGCCATCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGC
GAGCACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAA
GAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATC
CGTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAAT
GAGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGCTGGGAAGGAG
CCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCC
AAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCATGTT
CAAGACAGAAGGGCCTGACTCAGACTGAAAGCTTAAAAA
RWPE-1

GGGACATCAACACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCG
AGCACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAG
AAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATCC
GTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAATG
AGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGCTGGGAAGGAGC
CAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCCA
AAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCATGTTC
AAGACAGAAGGGCCTGACTCAGACTGAAAGCTTAAAAAA
CAsE-PE

TAAAAATGGAGTTTTTTATGGCGGGAGGTAGACTGACCCTT
TTTGGACTTCAGGTGGCTGGAGTGAGCCCTGCTCCCCCCT
GGCTCCTTCCCAGCCTGGGCATCCTTGAGTTCCAAGGCCT
CATTCAGCTCTCGGAACATCTCGAAGCGCTCACGCCCACG
GATCTGAAGGGTGAAATATTCTCCATCCAGTGGTTTCTTCT
TTGGCTGGGGAGAGGAGCTGGTGTTGTTGGGCAGTGCTC
GCTTAGTGCTCCCTGGGGGCAGCTCGTGGTGAGGCTCCC
CTTTCTTGCGGAGATTCTCCATGGATCCCTTAAA

RWPE-1
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CTACCCTGAAATGAGTTTTTTATGGCGGGAGGTAGACTGA
CCCTTTTTGGACTTCAGGTGGCTGGAGTGAGCCCTGCTCC
CCCCTGGCTCCTTCCCAGCCTGGGCATCCTTGAGTTCCAA
GGCCTCATTCAGCTCTCGGAACATCTCGAAGCGCTCACGC
CCACGGATCTGAAGGGTGAAATATTCTCCATCCAGTGGTT
TCTTCTTTGGCTGGGGAGAGGAGCTGGTGTTGTTGGGCAG
TGCTCGCTTAGTGCTCCCTGGGGGCAGCTCGTGGTGAGG
CTCCCCTTTCTTGCGGAGATTCTCCATGGATCCCTTATAA

8.7 PCR en tiempo real.

Las reacciones de amplificacion del cDNA de las muestras se prepararon de acuerdo
con la Tabla 6. En cada caso se afiadié 1 uL de muestra a una concentracién de (100
ng/uL) a cada tubo de reaccién conteniendo el master-mix (Sybr-Green, Thermo) y los
oligonucledtidos Fw y Rv. La programacion del termociclador se describe en la Tabla
7. El analisis de expresion se realizé en el equipo 7500 System Software de Applied
Biosystems para determinar las curvas de disociacion y los resultados de las Cts para
cada condicién incluida. Los cambios de expresion relativa (B-actina) de cada uno de
los genes con respecto a su control se calcularon mediante el método de e 27-AACt.

Tabla 6. Preparacion de la reaccion.

ounen )

Agua 3

SyBr-Green 5
Oligo Fw 0.5
Oligo Rv 0.5

cDNA 1
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Tabla 7. Condiciones de termociclado.

Tenpo () | Tenperaa (G

Desnaturalizacion inicial 10 95
Desnaturalizacion 2 95
Alineamiento 0.25 40
Elongacion 1 60

Como control de carga de cDNA de las muestras se incluyé la determinacion de
diferentes HouseKeeping (GADPH, actina, 18s, HPRT, B2M, RN 18s, RPL y TBP)
quedando la actina como el HouseKeeping electo para la PCR, la expresién de actina
se determiné en una PCR punto final y analizando el producto obtenido en un gel de

agarosa al 1%.
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9. RESULTADOS

Debido a que p53 es el principal regulador de la expresion de TLR3, el objetivo del
presente trabajo fue determinar el estatus de p53 y su asociacion con el nivel de
expresion de TLR3 en células prostaticas normales (RWPE-1) y transformadas
malignamente con arsenito de sodio (CASE-PE) que muestran una expresion

disminuida de TLR3 en comparacion con las células RWPE-1

Los resultados que se presentan en este documento, incluyen el analisis de la
expresion de la proteina y mensajero de p53, MDM2 y TLR3, solo en los casos donde

se identifico.

Asi mismo se investigo la presencia de mutaciones en el gen TP53 en ambas lineas
celulares (RWPE-1 y CAsSE-PE) mediante secuenciacion basada en el método de
Sanger. Igualmente, las isoformas de p53 fueron exploradas mediante un analisis de

WB preliminar utilizando el anticuerpo policlonal CM-1.
9.1 Nivel de expresion de p53 en RWPE-1y CASE-PE.
9.1.1 Expresion de p53 a nivel de proteina.

Para determinar la expresién de la proteina p53 en las lineas celulares RWPE-1 y
CASE-PE, se realizé un andlisis por WB. Como se describié en la seccion de
metodologia, triplicados de cultivos de ambas lineas celulares fueron expuestos a
lpg/mL de Doxo de acuerdo a Menéndez D. et al.,, 2016 durante 24 horas como

inductor de la expresiéon de p53 en ambas lineas celulares.

Este analisis nos permitid determinar la expresion basal de la proteina de interés y

evaluar si las lineas celulares responden al estimulo con Doxo.

En la Figura 20 A se muestra el WB de p53. Los resultados del analisis de las imagenes
del WB mostraron que, las células CAsSE-PE parecen expresar una mayor cantidad de
la proteina p53 en comparacion con las RWPE-1 en su estado basal (Figura 20 B), Sin
embargo, a diferencia de las células RWPE-1, la exposicion a Doxo por 24 h, no indujo
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un incremento significativo en la expresion de esta proteina en CASE-PE, pero si se
observa un incremento significativo entre RWPE-1 en su estado basal con respecto a
las RWPE-1 expuestas a Doxo.

RWPE-1 RWPE-1 RWPE-1
A RWPE-1 RWPE-1 RWPE-1 Doxo Doxo Doxo
P — 63 kDa
P53
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Figura 20. Expresion de la proteina p53 en RWPE-1, CASE-PE A) WB de RWPE-1y CASE-PE en su

estado basal y expuestas a 1 pg/ml de Doxo. B) Expresion p53 en RWPE-1 y CAsE-PE (RWPE-1 &

CAsSE-PE n=3, **p=0.0011); (RWPE-1 Doxo & CAsE-PE Doxo n=3, *p=0.0212); (RWPE-1 & RWPE-1
Doxo n=3, **p=0.042) y (CAsSE-PE & CAsE-PE Doxo n=3, p=0.0530).
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9.1.2 Expresion de TLR3 a nivel de proteina.

Los resultados del analisis de las imagenes del WB para el caso de TLR3 no mostraron

expresion a nivel de proteina en las lineas celulares en estudio.
9.1.3 Expresion de p53 y TLR3 a nivel de RNA mensajero.

A fin de evaluar el nivel de expresion de p53 a nivel de mMRNA se extrajo RNA total
(ANEXO 4) a partir de cultivos de células RWPE-1 y CAsE-PE expuestas o no a 1
png/mL de Doxo a un 90% de confluencia. EI RNA total se cuantifico y verificd su pureza;
se purificé cuando fue necesario (ANEXO 5) y por ultimo se retrotranscribié a cDNA,

el cual fue utilizado para realizar la PCR en tiempo real.

Respecto a la expresion de p53 y TLR3, debido a que los datos arrojados en el analisis
de PCR en tiempo real no fueron consistentes, a causa de problemas con la calibraciéon
de los detectores del equipo, se tomaron los productos de la PCR de las microplacas
y se corrieron en un gel de agarosa al 1%, donde se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 1 kb, y un buffer de carga 6X DyE para cargar las muestras. Al término
de la corrida, el gel de agarosa fue transiluminado en el equipo de fotodocumentacion
Gel-Doc 2000 y la imagen fue capturada y procesada a través del software GelDoc. El
analisis densitométrico de las bandas se realizé con el programa Image J. Los datos
fueron luego analizados con ANOVA de dos vias, para la comparacion entre todos los
grupos: expresion basal de RWPE-1 y CAsE-PE o tras la exposicion a Doxo, usando

el programa GraphPad Prism 5.

En la Figura 21 A se muestra el analisis electroforético de los productos de
amplificacion de p53. Los resultados del analisis estadistico mostraron que, tras
normalizar con la expresion de actina y bajo las condiciones utilizadas, no se
observaron diferencias significativas en la expresion basal del gen TP53, a nivel de
mensajero entre las lineas celulares RWPE-1y CAsE-PE, pero tampoco en las mismas
lineas celulares después de ser expuestas a Doxo en comparacion con la expresion
basal (Figura 21 B).
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Figura 21. Andlisis de, expresion de p53 en RWPE-1 y CAsE-PE con y sin Doxo. A) Electroforesis en
gel de Agarosa 1% de RWPE-1 y CAsSE-PE en su estado basal y expuestas a Doxo B) Analisis
densitométrico y estadistico RWPE-1 y CASE-PE (RWPE-1 & CAsE-PE n=3, p=0.7110); (RWPE-1
Doxo & CAsE-PE Doxo n=3, p=0.4805); (RWPE-1 & RWPE-1 Doxo n=3, p=0.1830) y (CASE-PE &
CAsE-PE Doxo n=3, p=0.6700).

Por otra parte, los resultados de la densitometria de TLR3, mostraron que la expresion
de este receptor tras el tratamiento con Doxo, presenta una tendencia clara a disminuir,
sin embargo, el andlisis estadistico no mostré una diferencia significativa entre ambas
lineas celulares. (Figura 22 Ay B).
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Figura 22. Andlisis de la expresion de TLR3 en RWPE-1 y CAsE-PE con y sin Doxo. A) Electroforesis
en gel de Agarosa 1% de RWPE-1 y CAsSE-PE en su estado basal y expuestas a Doxo B) Analisis
densitométrico RWPE-1 y CAsE-PE (RWPE-1 & CAsE-PE n=3, p=0.4524); (RWPE-1 Doxo & CASsE-
PE Doxo n=3, p>0.05); (RWPE-1 & RWPE-1 Doxo n=3, P=0.179) y (CASE-PE & CAsE-PE Doxo n=3,
p>0.05).
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9.2 Expresién de MDM2 en células RWPE-1y CAsSE-PE
9.2.1 Expresion de MDM2 a nivel de proteina.

Para evaluar la expresion de (MDM2) se extrajo proteina total de las cuatro lineas
celulares de acuerdo a lo descrito en la seccion de metodologia y ANEXO 1, y se

realizé un ensayo de WB.

En un andlisis preliminar utilizando una sola muestra biol6gica de las células RWPE y
CASsE-PE no fue posible observar la banda correspondiente a MDM2 (Figura 23), y se
cuestiond sobre la cantidad de proteina cargada (30 pg), decidiendo cargar mayor

cantidad de proteina para los siguientes ensayos.

RAW 264.7 RWPE-1 CAsE-PE

- = 63 kDa
o —
w48 kDa
Bactina ., S —
w35 kDa

Figura 23. Expresion de MDM2 en RWPE-1y CAsSE-PE (Preliminar). Raw 264.7=Control positivo.

En ensayos posteriores, tras aumentar la cantidad de proteina cargada de cada
muestra para la electroforesis a 60ug por pozo, nuevamente la inmunodeteccion no
permitio identificar la banda correspondiente a este regulador, tanto a nivel basal como

tras la estimulacién con Doxo.
9.2.2 Expresion del mensajero de MDM2.

A fin de evaluar la expresion de MDM2 a nivel de mRNA se extrajo RNA total de
acuerdo a lo descrito en la seccion de metodologia y ANEXO 4 a partir de cultivos de
células RWPE-1 y CASE-PE expuestas 0 no a Doxo a una concentracion de 1 pg/mL
y a un 90% de confluencia y se retrotranscribio a cDNA el cual fue utilizado para

realizar la PCR en tiempo real.

Al igual que lo realizado para los genes TP53 y TLR3, debido a problemas técnicos

con la calibracion del equipo de tiempo real, los productos de amplificacién de la PCR
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fueron corridos en genes de agarosa al 1%. Las imagenes fueron analizadas mediante
el programa Image J y se hicieron los analisis estadisticos correspondientes. En la
Figura 24 Ay B se muestra el andlisis electroforético y su correspondiente grafica del

analisis densitométrico.

Los resultados de un solo ensayo de triplicados biolégicos, mostraron que la expresion
basal de MDM2 en las células CAsSE-PE es significativamente superior que en las
RWPE-1 no transformadas malignamente con iAs. Estos resultados también indican
que la exposicion a Doxo incrementa la expresiéon de MDM2 en las células RWPE-1,
pero no asi en las células CAsSE-PE, las cuales, parecen no responder a la activacion

por este farmaco, al igual a que lo observado para la expresion de p53.

RWPE-1 RWPE-1  RWPE-1 CASE-PE  CASE-PE  CAsE-PE
Do Doxo  Doxo  ASEPE CASEPE  CASEPE Doxo  Doxo  Doxo

< = “...-‘ MDM2

RWPE-1  RWPE-1 RWPE-1
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Figura 24. Expresion de MDM2 en RWPE-1, CAsE-PE con y sin Doxo. A) Electroforesis en gel de
Agarosa 1% de RWPE-1 y CASE-PE en su estado basal y expuestas a Doxo B) Andlisis
densitométrico (RWPE-1 & CAsSE-PE n=3, *p= 0.0368); (RWPE-1 Doxo & CAsSE-PE Doxo n=3, p=
0.2099); (RWPE-1 & RWPE-1 Doxo n=3, p= 0.1689) y (CASE-PE & CASE-PE Doxo n=3, p= 0.4471).

9.3 Secuenciacion del gen de TP53 para la deteccién de mutaciones

Para este analisis fue necesario estandarizar condiciones como la temperatura y

cantidad de muestra, entre otras (ANEXO 9).

Para determinar la presencia de mutaciones en el gen TP53, se trabajé con el cDNA
obtenido por retrotranscripcion de una muestra de RNA total de cada una de las lineas
celulares, RWPE-1 y CAsE-PE, cuya pureza y cantidad correspondia a 1.8 y 100 ng
como corresponde, segun lo solicitado por el laboratorio LANBAMA de IPICYT
(ANEXO 8).



Los resultados obtenidos, se analizaron en el programa Multialin, en el cual se
introdujeron las secuencias y se comparo con p53 de homo sapiens obtenida de la
base de datos de NCBI. Los resultados de los alineamientos de cada una de las
secuencias obtenidas de la amplificacion del gen TP53 con 3 diferentes pares de
oligonucledtidos se muestran en la Figura 25, se determiné que no existen mutaciones
en el gen de TP53 en las CAsSE-PE con respecto a la secuencia usada como referencia

o con la linea celular RWPE-1 no transformada con iAs.
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CACCCACCGGTGAGCCC-=TCTGAGTCAGGAR=CATTTTCAGACCTATGGARACTACTTCCTGAARACARCGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCCARGCAR
GACTTACGTCGAGCCC~=TCTGAGTCAGGAR=CATTTTCAGACCTATGGARRCTACTTCCTGARARCARCGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCCARGCAR
TTTARCGGATCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGARRCATTTTCAGACCTATGGARRCTACTTCCTGARARCARCGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCCARGCAR
TTTARCGGATCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGARRCATTTTCAGACCTATGGARRCTACTTCCTGARARCARCGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCCARGCAR
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TGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACARTGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGARGCTCCCAGRATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGE
TGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACARTGGTTCACTGRAGACCCAGGTCCAGATGARGCTCCCAGRATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGECCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGE
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p53  CTTGGAACTCARGGATGCCCAGGCTGGGARGGAGCCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGARGTCCARARAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATARARARCTCATGTTCARGACAGARGGGCCT
CAsE-PE  CTTGGARCTCARGGATGCCCAGGCTGGGAAGGAGCCAGGGEGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCCARRRRGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATARARARCTCATGTTCARGACAGARGGGCCT
RHPE-1  CTTGGAACTCARGGATGCCCAGGCTGGGARGGAGCCAGGEGEGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGARGTCCARRRRGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATARRRRRCTCATGTTCARGACAGARGGGCCT
Consensus  CTTGGAACTCARGGATGCCCAGGCTGGGARGGAGCCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGARGTCCARARAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAARARACTCATGTTCARGACAGARGGGCCT
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|mmmmae- +
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CAsE-PE  GACTCAGACTGARAGCTTARARA
RHPE-1 GACTCAGACTGARAGCTTAARAAR
Consensus GACTCAGACTGRaagcttaaaaa,

Figura 25. Analisis “Multialin” secuencia Wild Type, RWPE-1 y CAsE-PE. alineamiento de los
productos de secuenciacion, en donde se observa en rojo los nucleétidos iguales. A) RWPE-1y
CAsE-PE secuenciados con los oligonucleotidos 182-183. B) RWPE-1 y CAsE-PE secuenciados con
los oligonucledtidos 206-207. C) RWPE-1 y CAsE-PE secuenciados con los oligonucle6tidos 208-209.



En la Figura 26 se muestra un esquema representativo de la secuencia utilizada

como referencia, p53 y los fragmentos amplificados de ambas lineas celulares

RWPE-1y CAsE-PE.
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Figura 26. Esquema de secuencia consenso, p53 y alineamiento de los oligonucle6tidos amplificados

de RWPE-1y CAsE-PE. En color negro se presenta la secuencia consenso, en color verde p53, en
color azul RWPE-1 y en color rojo CASE-PE.

9.4 Determinacién de la presencia de isoformas de p53 mediante WB.

Para identificar diferentes isoformas de p53 se extrajeron las proteinas de cultivos las

lineas celulares RWPE y CASE-PE en condiciones basales y con una confluencia igual

0 menor al 90%.

Para determinar la expresion de la isoformas en las lineas celulares RWPE-1 y CASE-

PE, se realiz6 un analisis por WB, utilizando el anticuerpo CM1 (Santa Cruz

Biotecnology) el cual permite visualizar las isoformas de p53 ya que es un Ac policlonal,

(Figura 27). En un ensayo preliminar, se observé un par de bandas de tamafos

correspondientes a p53 y una banda inferior cercana a los 47 kDa de acuerdo con el

marcador de peso molecular. Estas observaciones nos sugirieron la presencia de una
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isoforma de p53 en ambas lineas celulares que no parece diferir en intensidad entre

ellas.

Este analisis fue realizado en una sola ocasion y con una sola muestra biolégica de

cada linea celular.

RAW 264.7 RWPE-1 CAsE-PE — 63 kDa

- SS——
P33 4 — —— — 48 kDa

B-actina i sl S

Figura 27. WB preliminar para la deteccion de isoformas de p53 en RWPE-1 y CASE-PE. RAW
264.7=Control positivo.
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10.DISCUSION

El CaP es la segunda causa de muerte por cancer en hombres a nivel mundial
(GLOBOCAN 2012); dentro de los factores de riesgo, la exposicion cronica a iAs a
través de diversas fuentes, tanto naturales como antopogénicas esta bien reconocido
(Ferris | et al., 2011).

En las primeras etapas de la enfermedad, el CaP tiene un alto indice de supervivencia
si, se otorga al paciente el tratamiento y seguimiento adecuado (American Cancer
Society and National Center Institute, 2019), sin embargo, en etapas avanzadas, el
CaP suele hacer metastasis y generar resistencia a las terapias convencionales,
actualmente, son utilizadas como alternativas, diferentes estrategias que se basan en
la activacion de la respuesta inmune anti-tumoral. Una estrategia inmunoterapéutica
incluye la activacion de receptores tipo toll (TLRs), una familia de proteinas
transmembrana encargadas de reconocer patrones moleculares de micro-organismos
o asociados a dafio celular, los PAMPS y DAMPS (Zhao et al., 2014). Especificamente,
la activacion del TLR3, que reconoce y se activa con dsRNA, ha sido utilizado como
terapia anti-tumoral ya que induce la activacion tanto de respuestas inflamatorias como

apoptaéticas (Bianchi, et al., 2017).

Especificamente en el caso del CaP asociado a la exposicion a iAs, se han utilizado
diversos modelos in vitro para determinar los mecanismos de carcinogenicidad del As
sobre el epitelio prostatico. Tokar y cols en 2010 lograron la transformacién maligna
de la linea celular prostatica epitelial inmortalizada RWPE-1, en células cancerosas
capaces de formar tumores en ratones inmunocomprometidos (CAsSE-PE) a través de
la exposicion in vitro a arsenito de sodio durante 30 semanas (Tokar et al., 2010). En
estas células se encontro que la expresion de TLR3 se encuentra significativamente
disminuida con respecto a las células epiteliales normales no transformadas (RWPE-
1) (datos no publicados). Siendo la proteina p53, el regulador maestro de la expresion
de la mayoria de los TLRs, incluyendo el TLR3 (Taura M. et al., 2008; Menendez, et
al., 2016) en este proyecto, se determiné el estatus de esta proteina y su gen, asi
como de su principal regulador negativo, la proteina MDM2 (Herrero A. et al., 2016)
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para determinar su papel en la desregulacion de la expresion de este receptor en las
células CAsE-PE.

A través de elegantes experimentos que incluyeron la induccion de la expresion de
p53 a través del uso del farmaco anti-tumoral doxorrubicina (Doxo) vy, la fusion del
promotor de diferentes TLRs con la region estructural de la luciferasa, Menendez y
cols utilizando linfocitos humanos primarios y macrofagos alveolares, demostraron
que, es a través de la union a la region promotora de los genes que codifican a los
diferentes TLRs, que el supresor tumoral p53 es capaz de regular positivamente la
expresion de los diferentes TLRs, especialmente TLR3 (Menéndez, et al., 2011).

La literatura indica que este supresor de tumores se encuentra mutado en mas del
50% de los tipos de cancer existentes, siendo las mutaciones mas comunes las
encontradas en el dominio de union al DNA a las que se les denomina mutaciones de
punto caliente o “hot-spot mutations”, especificamente en los residuos R175, G245,
R248, R249, R273 y R282 (Herrero A. et al., 2016). En este trabajo, uno de los
objetivos propuestos fue realizar la secuenciacion del gen TP53 para la busqueda de
éstas y cualquier otro tipo de mutacion en este gen, que pudiera explicar la
desregulacion en la expresion de TLR3. Los resultados de secuenciacién, no mostro

evidencias de mutaciones en células CAsSE-PE y RWPE-1.

A la fecha, no existe evidencia de que el iAs esté asociado a la induccion de
mutaciones en el gen p53. Sin embargo, en un estudio realizado en la india, se
encontré que el genotipo homozigoto del codén 72 Arg de p53 (Arg/Arg), se asocia al
desarrollo de keratosis inducida por arsénico y a un riesgo incrementado a desarrollar

otras afectaciones en la salud (Chaudhuri Sujata de, 2007).

Herrero A. y cols en 2003, mencionan como segunda causa de la desregulacion de la
funcién de p53 la sobreexpresion de su regulador negativo, MDM2, que al unirse al
dominio de transactivacion de p53, induce su poli-ubiquitinacion y consecuente
degradacion por el proteosoma (Herrero A. et al., 2003). En este trabajo se realizaron

WB y RT-qPCR para determinar los niveles de expresion de MDM2 tanto a nivel de
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proteina como de mRNA, con o sin exposicion a Doxo. La proteina MDM2 no se logré
detectar en los ensayos de WB, sin embargo, los ensayos de expresion de mRNA de
MDM2 mostraron claramente que las células transformadas maliganamente con iAs,
las CASE-PE, expresan significativamente mayor cantidad de mensajero en
comparacion con las células RWPE-1 no transformadas. Adicionalmente, se observo
que la exposicion a Doxo no tuvo efecto sobre la expresion de esta proteina en las
células CAsSE-PE. A este respecto, diversos estudios han mostrado que el iAs altera
la expresion de p53 y su regulador MDM2. Ya en 1999 Hamadeh y colaboradores
habian demostrado que el iAs disminuye la expresion de p53 mientras que aumenta la
de MDM2 cuando expusieron Kkeratinocitos humanos (HaCAT) a 200 pg/L

concentracion de arsenito de sodio (Hamadeh, H., et al 1999).

Sin embargo, recientemente en el afio 2017, otro autor reportdé que la exposicion a
concentraciones bajas de arsenito de sodio, dio lugar a una disminucién en la
expresion de MDM2 y un incremento en la proteina p53 en keratinocitos humanos
inmoratilizados. Sin embargo, estos mismos autores midieron luego la expresion de
p53 en ratas Sprague Dawly expuestas a arsenito de sodio durante 6 meses, asi como
en muestras procedentes de pacientes con keratosis, encontrando en ambos casos

gue la expresion de p53 se encontraba disminuida (Zhuo Y et al, 2017).

En un estudio més reciente, Zhao T y cols (2020), expusieron in vitro a keratinocitos
HCaT-T a 1 uM de arsenito de sodio por espacio de 5 meses, encontrando
interesantemente que p53 reduce su actividad en estas células, ya que se reduce su
fosforilacidbn y acetilacion y aumenta la velocidad de su exportacion hacia el
citoplasma. Los autores demostraron en este interesante trabajo que los efectos del
IAs sobre p53 estan mediados por la metilacion del mMRNA en la adenosina 6 (m6A) de
los reguladores negativos MDM2 y YY1 estimulando su traduccion. Estas
observaciones fueron comprobadas, ya que al inhibir la metil transferasa efectora,
METTL3, se logro restaurar la activacion de p53 e inhibir la transformacion maligna de

los keratinocitos (Zhao T y cols, 2020).
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En el presente estudio, los niveles de la proteina p53 se encontraron significativamente
incrementados en las células CAsSE-PE en comparacién con las células no
transformadas RWPE-1, sin embargo, una observacion interesante fue que, tras el
tratamiento con Doxo, sélo las células RWPE-1 mostraron un incremento significativo
en la proteina p53, sugiriendo que las células CAsE-PE transformadas con iAs no
responden al tratamiento con Doxo produciendo mas p53. Por otro lado, la evaluacion
de la expresion de los transcritos de p53 basal e inducida por Doxo no mostraron
diferencia significativa entre las células RWPE-1 y CAsE-PE, pero, a diferencia de lo
observado a nivel de la proteina, en los ensayos de RWPE-1 se observé una tendencia
a la disminucién en los transcritos de p53 en las RWPE-1 tras la exposicién a Doxo, lo
cual fue consistente con los resultados de PCR en los que se evaluaron los transcritos
de TLR3. La concentracion de Doxo utilizada en este estudio (1 pg/mL) fue decidida
en base a Menendez y cols, (Menendez D. et al.,, 2016) quien, utilizando células
HCT116 demostrd que la exposicion in vitro a DRX por 24 horas, induce un incremento
significativo en la expresion de p53, que fue consistente con el incremento también
significativo en la expresion de TLR3. Este grupo de investigacion, como se menciond
anteriormente, proporciond suficiente evidencia para soportar que la proteina p53
directamente incrementa la expresion de diferentes TLRs al unirse directamente a una
regién consenso dentro de la region promotora de los genes respectivos (Menéndez
D. et al., 2016; Menéndez, et al., 2011)

Al igual que Escudero-Lourdes en colaboracion con Tokar E. y posteriormente
Alvarado-Morales quienes habian demostrado que tanto la proteina como el transcrito
de TLR3 se encontraban significativamente disminuidos en las células CAsE-PE en
comparacion con las células no transformadas con iAs , las RWPE-1, en este trabajo
los resultados de la evaluacion de la expresion basal de los transcritos en ambas
lineas celulares fue consistente con los reportado anteriormente por nuestro grupo de
investigaciéon, encontrando que las células CASE-PE expresan menores niveles de los
MRNA de TLR3 comparado con las RWPE-1.
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Por otro lado, se ha descrito una asociacién entre la expresion de las diferentes
isoformas de p53 y la respuesta clinica y el prondstico de cancer, asi, por ejemplo, se
ha observado una asociacion entre el desarrollo del adenocarcinoma colorectal con el
aumento en la expresion de la isoforma A133p53a y disminucién de p53p (Pedraza S.
et al., 2020). En este trabajo, uno de los objetivos fue evaluar alguna alteracion en
isoformas de p53, en un estudio preliminar se logro identificar que, en ambas lineas
celulares, CAsSE-PE y RWPE-1 se expresa una isoforma de tamafio aproximado a 47
kDa, sugiriendo que se trata de la isoforma A40p53a también llamada p47/p53 de 47
kDa. Sin embargo, no se encontré diferencia significativa en el nivel de expresion de
esta isoforma y no se realizaron estudios posteriores al respecto.

A la fecha, no existen registros en la literatura que evalten el efecto de iAs sobre la
expresion de p53 y su regulador negativo MDM2 en células prostaticas humanas, y no
se podria explicar el motivo del comportamiento de estas proteinas en estos modelos
celulares con los datos obtenidos en este estudio. Pero aun cuando los niveles de la
proteina p53 se observan significativamente elevados en las células CAsSE-PE en
comparacion con las células RWPE-1, el hecho de haber encontrado que el regulador
negativo de p53, MDM2 se sobre-expresa significativamente a nivel de transcrito en
las células CASE-PE, sugiere que, en estas células la proteina MDM2 es responsable

de disminuir la actividad de p53.

Por lo tanto, los resultados del presente estudio nos sugieren fuertemente que la
disminucién en la expresién de TLR3 tanto a nivel del transcrito como de la proteina,
observada en células epiteliales prostaticas transformadas por iAs (CAsSE-PE), se
pudiera deber a un incremento en la expresion de la proteina MDMZ2, inhibiendo la
actividad transactivadora de p53 sobre el gen que codifica para TLR3.

Aungque todavia se requiere la realizacion de una serie de repeticiones de estos
estudios y realizar algunos estudios adicionales, creemos que estas observaciones
pueden tener repercusiones en el entendimiento del desarrollo y manejo clinico del

cancer de préstata inducido por exposicion humano a iAs.
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En la actualidad existen poco mas de 100 millones de personas de todas las edades y
niveles socio-econémicos alrededor del mundo expuestas a iAs, a través de agua, aire,
tierra y alimentos, incluso sin estar conscientes de ellos. Muchos casos de cancer de
préostata u otros tipos de cancer como de piel, vejiga, pulmon e higado pueden ser
consecuencia de la exposicidbn humana a este téxico y son tratados clinicamente de la
misma manera que el resto de los tumores. Sin embargo, este y otros estudios
reportados en la literatura, justifican la realizacion de mas estudios enfocados a
entender los efectos que este toxico puede tener sobre las vias moleculares que
actualmente se consideran como blanco terapéutico para el tratamiento de cancer, a
fin de encontrar alternativas de terapéuticas mas especificas para canceres

relacionados a la exposicion a iAs.
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11.CONCLUSIONES

1. Las células epiteliales prostaticas transformadas malignamente in vitro con
arsenito sodio, llamadas CAsE-PE muestran una disminucion en la expresion
de TLR3 gue se asocia con un incremento en la sobre-expresion de transcritos

de la proteina MDM2, principal regulador de p53.

2. Encontramos evidencia de que en las células CAsE-PE para p53 no responde

al estrés genotoxico.

3. No se encontraron evidencias de la presencia de mutaciones en el gen TP53,
ni en la presencia diferencial de isoformas de la proteina p53 en las células
CAsE-PE, con respecto a las RWPE-1, que pudiera explicar la disminucion de

la expresion de TLR3.

4. Se requieren mas estudios para confirmar estas observaciones y conocer el

papel de MDM2 en la disminucion de la expresion de TLR3.

11.1 Aspectos éticos y de bioseguridad

En este trabajo de investigacion se emplearan lineas celulares inmortalizadas, por lo
gue no se requiere de un analisis con inclusion pacientes o el empleo de animales de
experimentacion, lo cual implica que no se requiere de la aprobacion de un comité de
ética.

Los desechos generados seran desactivados con hipoclorito de sodio y posteriormente

desechados en la basura comun.
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13.ANEXOS

ANEXO 1:
Extraccion de Proteinas

ESTA PARTE SE REALIZA EN CAMPANA DE BIOSEGURIDAD, USO: 10 min con
luz UV, prender ventilador y limpiar con alcohol al 70%.

1. Eliminar el medio con pipeta Pasteur estéril (sin algoddén) conectada a la bomba de

vacio.

2. Enjuague las células con 4 mL de PBS, libre de calcio y magnesio, esto facilita el
desprendimiento de células, (Retire el PBS antes de la tripsina), y agregue 2 mL de

tripsina 1X lo mas pronto posible.

3. Cologue el frasco de cultivo en la incubadora humidificada a 37 °C durante 5 minutos
aproximadamente. Use crondmetro para evitar que las células se dafien por

permanecer por tiempo prolongado en la tripsina.

4. Examine bajo el microscopio para confirmar que las células se han desprendido del
sustrato (las células se observan redondas y flotando libres). Dar golpes suaves al
frasco de cultivo como si fuera colador (2-3 veces) para despegar las células adn
adheridas al frasco. El desprendimiento total de las células puede tomar un par de

minutos.
(No retirar la tripsina)

5. Neutralice la tripsina afiadiendo 2 mL PBS con el 2% de suero bovino fetal (FBS)

con una pipeta seroldgica estéril.

6. Con la misma pipeta seroldgica, suba y baje la suspension celular de 10 a 15 veces

para disgregar los agregados celulares y obtener una suspension unicelular.

7. Transfiera la suspensién celular a un tubo Falcon de 15 mL. Enjuague el frasco de
cultivo con 1 mL de PBS-SBF y transfiera el liquido de lavado a la suspension celular

67



gue tiene en el tubo de 15 mL, cierre el tubo y mezcle (volumen final 5 mL). Colocar
Parafilm alrededor de la taparrosca del tubo (antes de meter el Parafilm a la campana

de bioseguridad, rociar con etanol al 70%.

8. Centrifugar a 1000 rpm durante 5 min en la centrifuga IEC Centra-HN. (asegurarse
que la centrifuga no tiene encendido el botén de brake).

Siempre revisar la caja de la cual se levantaron las células, lo ideal es que la caja
se observe sin células aun adheridas al fondo.

A PARTIR DE LA SIGUIENTE ETAPA DE EXTRACCION DE PROTEINAS SE
REALIZA FUERA DE LA CAMPANA DE BIOSEGURIDAD Y SOBRE UN RCIPIENTE
CON HIELO MOLIDO, EN CADA PARTE DEL PORCESO.

Preparar suficiente RIPA BUFFER con el inhibidor de proteasas (100x) HALT en
relacion 1:100. El volumen requerido de RIPA BUFFER dependera del nimero de
cajas y del volumen final de proteinas deseado. Para evitar tener una muestra de
proteinas muy diluida se sugiere que para un frasco t-25 se trate el paquete celular
con 100 pL, mientras que para una caja T25 o caja Petri de 100mm se recomienda
utilizar 200 uL de RIPA BUFFER +inhibidores de proteasas.

Por ejemplo, si se tienen 6 frascos T25, se les adicionaran 100 uL de la solucion de
RIPA con HALT al botén celular obtenido después de lavar y centrifugar, por lo que se
requeriran un total de 600 pL, sin embargo, siempre se recomienda preparar un
excedente, ya sean 800, 900 o 1000 pL.

1.- Adicionar RIPA BUFFER 100 pL. Con la pipeta de 100 pL subir y bajar la

suspension celular 10 veces para facilitar la lisis celular.
2.- Mantener en frio (hielo triturado)

3.- Sonicar cada una de las muestras obtenidas en un sonicador de pistilo (10 pulsos/5
segundos) Intensidad 3 (NO SACAR DEL HIELO), verificar que el pistilo del sonicador
quede dentro del volumen de la muestra con RIPA y evitar la formacion de burbujas.
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Al terminar de sonicar, cada muestra debe de centrifugarse a 10 000-12000- rpm 10
minutos a 4°C.

Cambiar los sobrenadantes a tubos eppendorff nuevos perfectamente marcados e

identificados con los datos de las muestras.

4.- Congelar a -80°C. Las muestras podran permanecer a -20°C por algunas horas en
caso de que no se disponga en el momento de un ultracongelador, pero no deberan

permanecer ahi por tiempo mayor para evitar su degradacion.

5.- Cuando se requiera, las muestras de proteinas deberan cuantificarse por el método
de Bradford o acido bicinconinico (BCA). Para ello, las muestras se sacan del
congelador de -80°C y se colocan sobre hielo molido.
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ANEXO 2:
Determinacion de porteinas: Método de Bradford
Introduccion:

Existen varios métodos para determinar la concentracion de proteinas de una muestra,
tales como la determinacion de la absorbancia a 280 nm, o mediante la formacion de
derivados coloreados de las proteinas, base de los métodos de BIURET o de LOWRY.
En estos casos se forma un complejo coloreado de cobre con el enlace peptidico; en
el método de Lowry, ademas del complejo anterior también se forma un derivado de
las tirosinas que contribuye a la absorbancia total. EI método que vamos a utilizar
durante estas practicas se basa en un principio diferente: se emplea un colorante
hidrofébico cuyas disoluciones acuosas en presencia de ac. fosférico tienen un color
pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una proteina,
origina un color azul intenso que se puede medir facilmente. Este método depende,
pues de la interaccién relativamente inespecifica entre un colorante hidrofébico y las
proteinas, por lo que es relativamente sensible a la presencia de contaminantes tales
como restos de detergente y liquidos organicos como el metanol. Su principal ventaja
es que resulta mas rapido y facil de emplear que otros métodos alternativos, y mas
sensible que la medida de absorbancia a 280 nm. Para determinar la concentracion de
proteina total presente en una muestra se requiere la preparacion de una curva de
calibrado empleando una proteina patrén, que generalmente suele ser la seroalbumina
bovina (BSA).

Método:

1.- Pesar 10 mg de BSA, disolver en 1 mL de Ripa Buffer (Se disuelve en Ripa Buffer

puesto que nuestras porteinas se encuentran en esta solucion).

2.- Dar Vortex durante 2 minutos para que se disuelva perfectamente el BSA.
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3.- Hasta el momento se tiene una solucién de 10mg/mL (Solucién patrén), posterior a
ello se preparara una solucion de 1 pg/uL = 1 mg/mL por lo que se toman 100 pL de

solucion patron y se disuelve en 900 pL de Ripa Buffer.

4.-Preparar la curva patron, de acuerdo con la siguiente tabla.

Estandar de curva Bradford | BSA+ Ripa  Buffer | Concentracion final
mL (Img/mL) pL (ug/mL)

1 1 0 0

2 1 2 2

3 1 4 4

4 1 6 6

5 1 8 8

6 1 10 10

Al adicionar reactivo de Bradford proteger de la luz. Esperar 5 minutos.
5.-Lectura de absorbancia en Bio Spectrometer eppendorff.

6.- La muestra se prepara con 2 pL + 1 mL de Bradford proteger de la luz, Esperar 5

min. El resultado de la lectura se dividird entre 2 por los dos pL agregados.

Posterior a cuantificar las proteinas y conocer la concentracion en pg/pL se ajustan
todas a una concentracion de 1 pg/uL con ripa buffer, y se preparan para cargar, por
lo que se adiciona Buffer de carga (en este caso Buffer 5x) del cual se mezclaran 30
puL de muestra y 10 uL de Buffer de Carga (Nota: se colocan 10 uL de Buffer a 30 pL
de muestra para tener un exceso de Buffer y que la muestra quede pesada para que

no se salga del gel.
Ejemplo de célculos:

Concentracion obtenida por el espectrometro = 3.18 pg/uL
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Volumen=100 pL- 2 puL=98 pL

__3.18 pug/uL =98 uL

™ = 311.64 pL-98 pL (que ya tenemos) = 213.64pL de Ripa Buffer

para llevar a una concentracion de 1 pg/uL.

Calentar bafio a 90°C y hervir las muestras preparadas durante 5 minutos, de esta

forma estaran listas para cargar o en su caso congelarse a -80°C sin que se degraden.

A continuacion, se preparan los geles para comenzar el Western Blot al 10% Para cada

gel se preparan 10 mL con las siguientes cantidades:

REACTIVO mL
H20 3.95
30% Acrylamide mix 3.35
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5
10%SDS 0.1
10% APS 0.1
TEMED 0.004

El APS y EL TEMED se agregan cuando ya se tiene armada la base para el gel ya que
polimeriza rapidamente, agregar 3 milimetros antes de la marca verde y agregar
inmediatamente etanol al 75% para evitar perdida de gel, el gel restante se conserva
para observar la polimerizacién del gel, mientras tanto se prepara el gel concentrador

del cual se requieren 5 mL para cada uno.

REACTIVO mL
H20 3.4
30% Acrylamide mix 0.85
1.5 M Tris (pH 8.8) 0.625
10%SDS 0.05
10% APS 0.05
TEMED 0.005
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Retirar el etanol, y agregar el gel concentrador, esperar hasta que polimerice, preparar
camara adicionando Buffer de corrida hasta la marca, cargar los 40 pL de la muestra
preparada, en el primer carril siempre cargar el marcador de peso molecular y correr a

80 volts durante 2 horas.

Antes de que termine la corrida, preparar material para la Transferencia, siendo el

siguiente el acomodo correcto:

e 2 esponjas

e 2 Papelfiltro

o Gel

e Membrana de Nitrocelulosa
e 2 Papelfiltro

e 2 Esponja

Para realizar la transferencia el buffer correcto a utilizar es Buffer de Transferencia el
cual se corre 90 minutos a 100 Volts.

Finalizada la transferencia, en un recipiente se coloca la membrana cuidadosamente
y se adiciona Rojo de Ponceau durante 30 segundos, se recupera el colorante y se
lava la membrana (Esto nos ayuda a identificar un barrido de porteinas que se
encuentran en la membrana), se siguen realizando los lavados hasta retirar todo el
colorante y se procede a bloquear la membrana con leche al 5% durante una hora en
agitacion, antes de terminar la hora se prepara el anticuerpo primario correspondiente

en leche al 5%.
Nota: El anticuerpo primario se queda durante toda la noche.

Para evitar gasto excesivo de anticuerpo primario, se ha planteado el uso de Camara

hiumeda:
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ANEXO 3
Camara Himeda
Material:

e Caja de puntas eppendorff

e Vidrio Grueso (Para preparar geles)
e Parafilm

e H20

e 3 Papel filtro

1.- Adicionar agua del grifo, a 2/3 de su capacidad.
2.- Colocar base donde deberian ir las puntas.

3.- Acomodar alrededor de la base los papeles filtro y

humedecerlos con agua destilada.

4 .- Colocar vidrio Grueso con los bordes laterales hacia

arriba y humedecerlo con agua destilada.
5.- Colocar un trozo del tamafio de la membrana y adherirlo cuidadosamente.
6.- Colocar 1 mL de anticuerpo primario (previamente preparado en leche al 5%).

7.- Colocar la membrana cuidadosamente boca abajo para que tenga contacto las

porteinas de interés con el anticuerpo primario.
8.- Cerrar la caja y sellarla con Parafilm.
9.- Conservar durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente la membrana se lava con PBS 1x+ Tween 3 veces, 10 minutos por
lavado, el anticuerpo primario se recupera, se rotula y se puede usar hasta tres veces
mas (se conserva a-20°C), se prepara el anticuerpo secundario en PBS 1xy se coloca

la membrana con 5 mL de anticuerpo secundario en agitacion durante una hora.
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Terminada la Hora de revela la membrana en Films y se observa la presencia o no de

las porteinas de interés.
Andlisis por PCR

El RNA total sera aislado mediante el método de Trizol®, cuantificado, ajustado y
convertido a cDNA mediante transcripcion reversa. Posteriormente se realizara PCR
en tiempo real utilizando primers especificos para la determinacion de la expresion de
TP53 y MDM2 empleando como control un gen constitutivo GAPDH, 18sRNA, 6 B-

actina.
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ANEXO 4:
Extracciéon de RNA

NOTA: ESTO SE REALIZA FUERA DE LA CAMPANA DE BIOSEGURIDAD, SOBRE
UN RECIPIENTE CON HIELO TRITURADO.

(RNA)ST  (RNA)ST  (RNA)ST

1.- Retirar el medio de cultivo de los frascos T-25 con pipetas estériles o no pero

tratadas con inhibidores de RNAsas.
2.- Adicionar 1 mL de Trizol a cada caja T-25

3.- Raspar las células de manera concienzuda y colocar la suspension obtenida en
tubos Eppendorff rotulados de la siguiente manera:

RWPE-1: (RNA)ST (RNA)ST (RNA)ST
4.- Agitar durante 1 minuto cada tubo con TRIzol®, previo a congelar.
5.- Conservar en el refrigerador de -20°C.

Se recomienda que posterior a la extraccion del RNA se realice la cuantificacion
en Nanodrop con un puL de muestra, es ideal obtener una concentracion mayor a

1000 ng/uL, con pureza de 1.8-2.0.
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ANEXO 5:

Purificacion de RNA

Para porteinas y acidos nucleicos: extracciéon con Fenol/cloroformo vy

precipitacion del RNA con etanol.

1.- Para 50 pL de reaccién, adicionar 85 pL de agua DEPC, adicionar 15 L de acetato

de socio 3M. Mezclar.

2.- Mezclar el extracto con volumenes 1:1 de fenol/cloroformo y a esto adicionar dos

volimenes de cloroformo. Centrifugar 15 minutos a 12000 g a 4°C.
3.- Transferir a un nuevo tubo la fase acuosa.

4.- Precipitar RNA con dos volumenes de etanol al 100% e incubar a -20°C durante 30

minutos. Centrifugar 15 minutos a 12000 g a 4°C.

5.- Remover el sobrenadante (Quedara un pelet en el fondo del tubo), lavar con 500
uL de etanol al 70% frio. Centrifugar 10 minutos a 12000 g a 4°C.

6.- Descartar etanol, dejar secar el pelet durante 20-30 minutos.
7.- Resuspender RNA en 20 uL de agua DEPC.
8.- Conservar RNA en temperaturas de -20°C A- 70°C

9.- Cuantificar nuevamente en Nanodrop.
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ANEXO 6:

Reaccion Transcriptasa Reversa

Utilizando Super Script I

REACTIVOS CONCENTRACION CONTROL | MUESTRA (x)

FINAL (uL) Se multiplica por las
muestras  que  se
tengan.

RNA libre de DNA 11
Random Primers | 16.6 0.2
(1pglipL)
H20 DEPC 0.1% 0.8
Volumen final 12ul
Incubar a 65°C en el termociclador 5 min.
REACTIVOS CONCENTRACION CONTROL | MUESTRA (x)

FINAL (uL) Se multiplica por las
muestras  que  se
tengan.

dNTP’s 10mM 0.5mM 1
Buffer RT 5x 1 4
DTT 100 mM 10 2
RNAsa OUT | 40 1
(10ug/uL)

Volumen final 20

Homogenizar cuidadosamente.

Incubar a Temperatura ambiente 2 minutos.
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REACTIVOS CONCENTRACION FINAL CONTROL | MUESTRA (x)

(uL) Se multiplica por las
muestras que se
tengan.

Transcriptasa 1l | 200 1

(200 pg/pL)

Homogenizar

Iniciar la reaccion de retrotranscripcion en el termociclador.

25°C 10 minutos

42°C 50 minutos

70°C 15 minutos

Guardar tubos a 4°C “0” a -20°C para periodos prolongados.

Cuantificar 1 uL de cDNA en Nanodrop.

Por ultimo procede realizar la PCR-Real Time para identificar el mensajero de p53,

MDM2 y TLRS.

Analisis por secuenciacion para la determinacion de mutaciones.

Con el cDNA que se obtiene, se realiza una PCR normal en este caso para la encima

PFU la cual nos permitira levantar al gen de p53 en nuestras lineas celulares RWPE-
1 como en CASE-PE.

Para secuenciar p53 se utilizaran primers disefiados en el Laboratorio de Interacciones

Biomoleculares y cancer.
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ANEXO 7:

PCR para p47 PFU

REACTIVOS HUL(Se realiza la mitad de la reaccién para economizar
reactivos) originalmente son 50 pL.

PFU 0.5

DNA 0.5

Oligo FW 0.5

Oligo Rv 0.5

Buffer 5x 2.5

H20 18.75

dNTP’s 0.5

DMSO 1.25

Volumen final: 25 uL

Al término de la PCR se cuantifica el DNA y se corre un gel de agarosa al 1% para ver
la amplificacion de p53, se realiza un nuevo gel con el resto de la muestra para

posteriormente purificarlo por medio de Kit y se cuantifica nuevamente el DNA.



ANEXO 8:

Purificacion del producto de PCR y formatos para enviar a secuenciar a
LANBAMA

1. Preparacion de la muestra:
Para fragmentos de DNA de tamafio pequefio 200 pb / 5 kpb.

*Adicionar 3 volumenes de Binding Buffer y 2 volimenes de Isopropanol al producto
de PCR. En este caso como se tiene una banda proveniente del gel, se pesa y se
adicionan los volumenes correspondientes, ya adicionado lo anterior se calienta en un

bafio a 70°C durante 5/10 minutos para disolver la banda.

2. Activacion de la columna:
Colocar la columna dentro del tubo que se incluye en el Kit.
*Adicionar 100 pL de Buffer de activacion en la columna.

*Centrifugar a 10,000 g durante 30 segundos en micro centrifuga.

3. Columna en proceso:
*Agregar la muestra disuelta en la columna previamente activada.
* Centrifugar a 10,000 g durante 30 segundos en micro centrifuga.

*Descartar el liquido restante del tubo.

4. Lavado de la columna:

*Aplicar 700 uL de washing Buffer a la comuna.
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* Centrifugar a 10,000 g durante 30 segundos en micro centrifuga.
*Descartar el liquido restante del tubo.

*Centrifugar nuevamente durante 2 minutos el DNA para eliminar exceso de solucion

de lavado.

0OJO: TIRAR TUBO Y CAMBIAR A TUBO EPPENDORFF PERFECTAMENTE
ROTULADO.

5. Elucion:
*Adicionar 25 pL de Elution Buffer a la membrana.
*Incubar a temperatura ambiente durante 1minuto.
* Centrifugar a 10,000 g durante 1 minuto para que eluya completamente el DNA.

Un microlitro de esta purificacion se cuantificara en Nanodrop, esperando una

concentracion minima de 50 ng/pL, volumen de 20 pL, con una pureza de 1.8 a 2.0.

Los 4 pL se utilizaran para preparar un gel de agarosa al 1% en el cual se debera
observar una banda uUnica del fragmento de PCR, al cual debera tomarse una

fotografia y anexarse a las hojas de Lanbama.

Al cumplir con todo esto se manda la secuencia amplificada al Laboratorio Lanbama

ubicado en IPICYT cuyos requisitos para recibir la muestra son los siguientes:
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LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
Camino 3 a Preza San Jose No. 2055 Col. Lomaz &. Secc. C.P. 78216, San Luis Potosi, SLP; Tel (£44) 8-34-2000
Fax (444) 8-34-20-40 Exe. 7287 y 7294

SERVICIO DE SECUENCIACION

LANSAMA offece 3 1000 & Seclor ACademico, Indusirial y PUDICO &f Senvicio de Secuanciacion de ADN
e cadena dobie (cd), cadena senclla (s) Yo producto g2 PCR sin cionar. Sin edlcion. Para ello cuenta
con & equipo AB 3130 que empiea la Téonica de Sanger y Tecnoiogia capliar.

Es sumamente Importanie consicerar que 13 3signacion de bases cepende de 13 Calldad, y
cuantificacion 0e |3 MUESTa Proporcionaca. Las MUSEras procesadas se cooraran

08 resuitaco.

REQUISITOS DE LA MUESTRA:

Mueslras 3 procesar en ubo rotuados en i3 apa y Glecl Utiizar & mismo nombre asignado en 3
Solicitud y en & hdo.

-ADN 10012300 0 diuido en 3gUa desionizada estenl.

CONCENTRACION MINIMA REQUERIDA:

MUESTRA A CONCENTRACION VOLUMEN MINIMO ouGo*
SECUENCIACIAR REQUERIDO

Producto de PCR o SO ngyt 20 pil por muestra a 1 pmolar
clona secuenciar

*En caso 08 utiizar oligos diferentes a los que tiens LANBAMA

NOTA 1: Las muesiras que contengan una concentracion menor 3 13 InGIcada, No seran procesadas.
NOTA 2: Favor de Inciulr en | soliciiud foto del pel de agarosa que muestre banda Onica de cada una
08 |35 MUeSras 3 procesar.

CUANTIFICACION: Se recomienda venficar Integridad de 135 muestras 3 procesar mediante |a relacion
02 Densidad Opica 260/230 nm 1.8-2.0 y Gel 02 agarosa (ambas condicionss son Importantes ya que &
DNA puace tener contaminacion 02 DNA gantmico 0 RNA que afectan 1a Ase por 1o que |a concantracion
02 SU MUESHra S6ra SCbresimada).

CALIDAD DE LA MUESTRA: Es sumamente importante enviar ADN de Duena cidad, 10 que generard
mmm&mm:mmmam;wz:nmowmu:
%amwpumawm L3 cuantincacion debe

Nacerse UNa vez que a mussta e
OUGOS:
LANBAMA cuerta con los siguiente OIQos:
KS- TOGAGGTCGACGGTATCG T7- GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG
M13 directo- (-40) GTTTTCCCAGTCACGTTGTA T7- TAATACGACTCACTATAGGG
M13 reverso- TTGTGAGCGGATAACAATTTC SK- CGCTCTAGAACTAGTGGATC
T3- CGCATTTAACCCTCACTAAAG $PG- ATTTAGGTGACACTATAG

NOTA: SI requiere secuenciar con un Oligo dferents 3 106 ATDa MENCIONIN0S, & USUANo dedera
PrOPOEONANO.
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LABORATORID NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL 7 j)/,’
Camino 2 b Presa San Jos No. 2055 Col. Lomas &. Secc. C.P. 78216, San Luis Potoci SLP Tel (08342000 '

ket Fax (644) 3-34-2040 Exe. 7287 y T84 BIEYT
SOLICITUD DE SECUENCIACION
LLENADO POR LANBAMA
Focte y hors de recepodn de rumties
o e sosInd
DATOS DEL USUARIO
Norrlre
RO
NUrTaeD de mLesTES § SECUSS e
Corres (% Qusen 3o ow rem tadon
Tel (B2)
FORMAS DE PAGO
Certro de comfon
|bma“ﬁnmmdwﬁmehd-amﬁmm

DATOS DE LAS MUESTRAS A SECUENCIAR

Tow =
LR — S [P ey=—— Chge b Cmete B ——
et o . cle]r ::: ..‘..::-
- ‘::::’:': n.::.: s : [ :. . : ~ | - -
| 1]2]>s
1
2
L
.
o
)
r
<
]
“
1"
1
' DMA 30 catera ceralla o ONA te casern dobie POR™ Produce de POR ain domer
bre y Arma del Dgs

150 Rarars are Moaponin de et w G La MXA

2 At TR B8 TLMATRS SelIaTIO FOCANIA S8l ARG

B el e L

- Conchsie & ardlan "8 " ot L Een pam miopw B TueaTea. 3 L cort ik sarky Jesacleies
Lo Lo arAw e RSB 8 T SRR DR I Ak

Los documentos los pueden encontrar via internet con la siguiente ruta:
https://www.ipicyt.edu.mx/Lanbama/lanbama_servicios.php > Biologia Molecular >
Secuenciacion de &cido desoxirribonucleico (DNA) y productos de PCR. Resolucion
de hasta 800 pares de bases. Resultados en dos dias habiles > Solicitud, Términos y
Condiciones del servicio.
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ANEXO 9
Secuenciacion

Se realizé la PCR para P47 PFU para amplificar el gen de p53 en las lineas celulares
RWPE-1 y CAsE-PE con los pares de Primers FW y RV como corresponde para
cada par 182/183, 210/211, 206/207 y 261/261 (controles de actina)

Sin embargo, no funcionaron en estas lineas celulares, esto se comprobé por que los

controles con actina se amplificaron perfectamente:

M|4]|8]|10
M|5|6[|1 |2]|7]9]3

1.-RWPE-1 (182/183)
2.-RWPE-1 (210/211)

3.- CASE-PE (182/183)

4.- CASE-PE (210/211)

5.- Control DNA p53 (182/183)
6.- Control DNA p53 (210/211)

7.-RWPE-1 (206/207)

8.- CAsE-PE (206/207)
9.-RWPE-1 (261/262) Actina
8.- CASE-PE (261/262) Actina

Los controles de DNA de p53 tampoco se amplificaron como era lo esperado, asi que
se probaron los primers ahora a diferentes condiciones de temperatura en DNA de p53

control positivo, pero de un pldsmido que se encuentra muy concentrado.

El termociclador se divide de la siguiente forma:

85



45°C 47°C 50°C
1 2 1 2 1 2
2 4 2 4 2 4
5 5 5
53°C 55°C 57°C
5 5
1
2

Se utiliz6 un programa de gradiente cuya ruta fue: GRADI>RUN>START

Primers FW y Rv utilizados:
1.- 150/151

2.- 206/207

3.- CP53 F/ICP53 R
4.-182/183

5.- N-p53 f /N-p53 R

Temperaturas:

53°C

55°C

57°C

45°C

47°C

50°C
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(45 | (45 | (45 | (45 | (45 | (47 | (47 | (47 | (47 | (47 | (50 | (50 | (50 | (50
OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC)

117 [18 [19 [20 |21 |22 [23 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30
6/5 |1 |2 |3 |4 |5 |5 |5
M| (50 | (53 | (53 | (53 | (53 | (53 | (55 | (57

OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC) OC)

De acuerdo a estos resultados se decidié utilizar dos pares de primers:
1.- 182/183 (cargar 2 pL DNA)
2.- 206/207 (cargar 1.5 pL DNA)

Estos a 50°C modificAndola en el programa de PFU, y se ajusté la reaccion en base a

la cantidad de DNA en el agua, as6 como incrementando los ciclos a 30.

Gracias a estas modificaciones se amplifico adecuadamente el gen obteniendo los

siguientes resultados:

1213
MIRIC 11213
MIR|C
Primers: Primers:
2.- 206/207 1.-182/183

(carga: 1.5 pL DNA) (carga: 2 uL DNA)
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14.GLOSARIO
Acido hialurénico: polisacéarido del tipo de glucosaminoglucanos.
Adenocarcinoma: Tipo de cancer que comienza en las células glandulares.

Agarosa: polisacarido conformado de galactosas alfa y beta, que es soluble en agua

a temperaturas superiores a los 65 °C.

Agonista: sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una
accion determinada en la célula generalmente similar a la producida por una sustancia
fisiolégica.

Angiogénesis: crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

Anticuerpo: glucoproteinas o proteinas de tipo gamma globulina, actia en defensa la

respuesta inmunitaria, secretadas por los linfocitos B.
Antropogénico: afeccion en el ambiente provocado por la accion del hombre.

a-Mouse: Anticuerpo secundario que se une a cadenas pesadas y ligeras para todas

las subclases de IgG de raton.

AP-1: factor de transcripcion heterodimérico.

Apoptdsis: proceso o via de muerte celular programada.
Arsénico: Elemento quimico que forma compuestos venenosos.

Arsénico inorganico: Compuesto formado naturalmente, es mas toxico que el

arsénico organico.

B-actina: proteinas altamente conservadas que estan involucradas en la motilidad

celular, estructura e integridad.
Cancer de Préstata: crecimiento anormal que ocurre en la prostata.

Carcinoma: Tumor maligno que se forma a partir del tejido epitelial de los 6rganos.
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CASE-PE: células epiteliales prostaticas transformadas malignamente con arsenito de
sodio.

Caspasas: enzimas que intervienen en el proceso de apoptosis.

Células endoteliales: tipo de célula aplanada que recubre el interior de los vasos

sanguineos y sobre todo de los capilares, formando parte de su pared.

Células epiteliales: células que recubren las superficies del cuerpo, se encuentran en

la piel, los vasos sanguineos, el tracto urinario, entre otros.

Células Wild Type: o alelo silvestre de un gen es el alelo que se encuentra con mas

frecuencia en la poblacion general.

Cinasas: tipo de enzima que modifica otras moléculas (sustratos), mediante

fosforilacion.

Citocinas: proteinas que regulan la funcién de las células que las producen sobre

otros tipos celulares.
DAMPS: patrones moleculares asociados a dafio.

DEPC: Pirocarbonato de dietilo. Es utilizado para inactivar las enzimas RNasa en el
agua y en los utensilios de laboratorio.

Doxorrubicina: se usa en el laboratorio para inactivar las enzimas RNasa en el agua

y en los utensilios de laboratorio.

dsRNA: RNA bicatenario o cadena doble.

Estrés genotdxico: agentes capaces de ocasionar toxicidad genética.
Fenotipo: Conjunto de caracteres visibles.

Fibroblastos: Tipo de célula presente en el tejido conectivo.
Flagelina: Proteina y componente principal del flagelo bacteriano.

Hipoxia: Deficiencia de oxigeno en sangre.
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Homocigoto: cuando los dos alelos codifican la misma informacién para un caracter,

Inmunoterapéutica: terapia en las que se utilizan sustancias con el fin de estimular o

inhibir el sistema inmunitario, para ayudar a combatir el cancer.

Intrones: region del DNA que forma parte de la transcripcion primaria de RNA,

eliminados en el transcrito, previo a la traduccion.
Isoformas: distintas formas de la misma proteina.
LANBAMA: Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental.

Linfocitos: célulainmunitaria elaborada en la médula ésea, para elaborar anticuerpos,

ayudar a las células tumorales y controlar la respuesta inmune.

Lipopolisacéaridos: Estructura de la membrana externa de las bacterias gram-

negativas, cuya funcion en la activacion del sistema inmune.

Macréfagos Alveolares: indispensables durante el dafio pulmonar y la respuesta a
procesos inflamatorios e hipoxia.

Melanoma: causado por cambios (mutaciones) en las células llamadas melanocitos.
Metilacién: adicion de un grupo metilo (-CH3) a una molécula.

Mitogénico u oncogénico: actores que actian en el ciclo celular estimulando la

division celular.

MDMZ2: proteina e importante regulador negativo del supresor tumoral p53.
Monocatenario: de cadena simple.

Necrosis: Muerte células causada por una lesion.

NF-kB: factor de transcripcidon nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de

células B activadas.
Pro-apoptotico: propicia la apoptosis.

p53: gen supresor de tumores, “guardian del genoma.
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Oligonucledtidos: secuencia corta de DNA o RNA.
PAMPS: patrones moleculares asociados a patdgenos.
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

Quimiocinas: pequefas proteinas, secretadas por células, que modulan el sistema

inmunitario.

g-PCR: PCR cuantitativa se utiliza para detectar, caracterizar y cuantificar acidos

nucleicos para numerosas aplicaciones.
RARB: gen codifica el receptor beta del &cido retinoico.

Retrotranscripcion: proceso en biologia molecular que implica la generacién de DNA
de doble cadena denominado DNA complementario (cDNA) a partir de un &cido

ribonucleico (RNA) de cadena simple.

RT-PCR: PCR de transcripcion inversa, permite el uso de RNA como molde.
RWPE-1: Linea celular conformada por células epiteliales no transformadas.
Splicing: proceso co-transcripcional de corte y empalme de RNA.
Tetramerizacién: Proceso por el cual ocurre la formacién del tetramero.

TLR: Receptor tipo Toll, o Toll like receptor; familia de receptores que reconocen

patrones especificos de diferentes componentes.

Western Blot: técnica de laboratorio que se utiliza para detectar una proteina

especifica.

Zipper: Es un dominio de dimerizacion comun en proteinas involucradas en la

expresion génica.
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