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RESUMEN

Maria Elena Cantu Cérdenas Fecha de Graduacion: Junio, 2010

Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Incremento del efecto citotdxico de un farmaco antineoplasico mediante la
expresion de la glicoproteina fusogénica del paramyxovirus SV5.

Numero de paginas: 113 Candidato para obtener el grado de Doctor
en Ciencias con Orientacion en Farmacia.

Area de Estudio: Farmacia

Propoésito y Método del Estudio: Se investigd la capacidad de la glicoproteina
fusogénica del paramyxovirus SV5 de potenciar el efecto citotoxico de la
vincristina a dos dosis por debajo de la dosis letal media para células HelLa
resistentes. Se determind el efecto de la expresion de la glicoproteina fusogénica
sobre la citotoxicidad de la vincristina mediante reduccion de una sal de
tetrazolio por accion de deshidrogenasas presentes en células metab6licamente
activas. Se evaluo el dafio en el nacleo celular por la combinacion de la proteina
F con la vincristina mediante microscopia de fluorescencia. Se realiz6 una
cuantificacion relativa por g-PCR de los niveles de expresion del gen de la
caspasa 3 en células que fueron transfectadas con el vector codificante para la
proteina F y tratadas con vincristina, en etapas tempranas del proceso de fusién
de membranas.

Contribuciones y Conclusiones: Se demostré que la expresion de la proteina
fusogénica del paramyxovirus SV5 en las etapas tempranas del proceso de fusion
de membranas incrementa la citotoxicidad de la vincristina en un modelo celular
resistente, siendo este efecto dependiente de la concentracion de la vincristina
hasta las 48 h, después de este tiempo el incremento en la citotoxicidad es
independiente de la concentracion.

La expresion de la glicoproteina fusogénica del paramyxovirus SV5 induce la
expresion del gen de la caspasa 3 en etapas tempranas del proceso de fusion de
membranas, ademas de incrementar los niveles de expresion de la caspasa 3 en
celulas Hel a tratadas con vincristina.

Las células HelLa tratadas con vincristina 24 h después de la transfeccion con el
gen codificante para la proteina F presentan cambios morfologicos en nucleos
propios de los efectos de la vincristina como los asociados a la expresion de la
glicoproteina fusogénica de SV5.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Origen del problema

1.1.1 Definicion del cancer y epidemiologia

El término “cancer” puede definirse de diversas maneras, pero todas coinciden
en que se trata de una alteracibn con bases genéticas en el control de la
proliferacién celular. Las células malignas experimentan cambios en su
estructura y aspecto, que al multiplicarse dan origen a una colonia de células
gue se reproducen rapidamente invadiendo y destruyendo los tejidos sanos. La
transformacion de las células es el resultado de un proceso muy complejo que
ocurre en varias etapas, e intervienen mdultiples factores en su origen y
mecanismo, como son, factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos.
Actualmente se sabe que a nivel molecular comprende alteraciones en los
genes involucrados en la proliferacion, apoptosis, reparacion del DNA vy

envejecimiento celular (1-4).

Es considerada como una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
De acuerdo a las estadisticas oficiales, las neoplasias malignas constituyen la

segunda causa de muerte en la poblacion mexicana (47.6 por 100 mil) (5).



Sin duda, es una de las enfermedades que ha irrumpido con mayor impetu en el
panorama epidemioldgico de nuestro pais desde finales del siglo XX
convirtiéndose en un problema de salud publica a nivel mundial no sé6lo por sus
graves manifestaciones clinicas y su alta letalidad, sino también por la gran
variedad de factores de riesgo -individuales y ambientales- con los que se

asocia.

En México, en el 2001 se registraron 102,657 tumores malignos que
corresponden a 101.6 casos por 100,000 habitantes, se observé que el grupo
de 0 a 4 afos presentd mayor numero de casos que los de 5 a 14 afos,
posteriormente se aprecia un aumento progresivo hasta alcanzar el maximo en
el grupo de 70 afios y mas. De acuerdo al género, 34.8% fueron en hombres y
65.2% en mujeres, en ambos fue mayor el nUmero de casos registrados en el
grupo de 0 a 4 afios y posteriormente se observé un aumento progresivo, en
este aspecto, es importante destacar que en las mujeres el aumento mas
intenso fue a partir de los 20 afios, mientras que en los hombres se apreci6
hasta los 40 afios. En 2003, los principales tipos de tumores malignos que
provocaron mortalidad en hombres fueron: bronquios y pulmén, prostata y
estdbmago; en mujeres la mortalidad de cancer se debi6é a cancer cérvico-

uterino, de mama y de estémago (6).



1.1.2 Terapéutica para el cancer

En las Uultimas décadas se ha puesto de manifiesto un claro avance en el
tratamiento del cancer. Los tratamientos convencionales incluyen cirugia,
radioterapia y quimioterapia. La cirugia es el tratamiento més utilizado cuando
los tumores son pequefios y se encuentran bien localizados y no ramificados,
pero existe el riesgo de que en el momento de la cirugia, algunas células
malignas se desprendan del tumor, viajen por el sistema circulatorio y se
establezcan en otros sitios originando tumores secundarios, proceso que se

denomina con el término metastasis.

Los tratamientos basados en radioterapia pueden utilizarse en aquellos casos
en que los tumores sean especialmente sensibles al tipo de radiacién aplicada y
no haya sefiales de haberse presentado metastasis. Pueden aplicarse
previamente a la cirugia, y contribuir a la disminucion de las dimensiones del
tumor para hacer mas facil su extirpacién. El tratamiento conjunto de
radioterapia y quimioterapia se utiliza también a menudo. Es frecuente el
empleo de quimioterapia antes de la aplicacion de la radiacién con el fin de
sensibilizar a las células neoplasicas y asegurar asi una mayor efectividad del
tratamiento. En otra modalidad, se suele aplicar la radioterapia después de la
quimioterapia para asegurar la eliminacion de todas las células cancerosas en

un tejido determinado.



La quimioterapia consiste en el empleo de farmacos para tratar el cancer. Estos
medicamentos tienen como funcién eliminar, dafiar o retrasar el crecimiento de
las células cancerosas. Es la principal forma de tratamiento para la enfermedad
de Hodgkin, cancer testicular y muchos canceres de la infancia. La combinacién
de la quimioterapia con agentes citotoxicos que tiene diferentes blancos
intracelulares ha sido particularmente efectiva. La principal desventaja de este
tratamiento es la baja especificidad de los farmacos por el tejido blanco, ya que
las células cancerosas se han generado de las células normales; por lo cual no
hay diferencias significativas que permitan al farmaco distinguir unas de otras.
Las drogas anti-neoplésicas tienen mayor efecto sobre las células que se
dividen con gran rapidez, que es lo que suelen hacer las cancerosas, pero
también existen otras células, que no son de origen neoplasico, que se dividen
de forma rapida y que pueden verse afectadas en el desarrollo de la terapia
(médula 6sea, foliculos pilosos y epitelio intestinal), toxicidad que suele limitar la
utilidad de los productos farmacoldgicos. Ademas, la administracién de este tipo
de terapia debe ser supervisada de manera rigurosa pues es comun el
desarrollo de resistencia a las drogas por parte de las células neoplasicas (3, 7

y 8,11).

1.1.3 Vincristina en la quimioterapia

La vincristina (VC) es un miembro de la clase de alcaloides de la vinca, los
cuales son agentes de quimioterapia para el cancer extraidos de la planta

Catharanthus roseus. En la figura 1.1 se muestra su estructura.



Figura 1.1. Estructura de la vincristina.

Principalmente ejerce sus efectos citotoxicos en la célula interfiriendo con los
microtubulos, los cuales componen las fibras del huso mitético provocando la
inhibicion del ciclo celular en la metafase. Los alcaloides de la vinca se unen a
un par comun de sitios en cada subunidad de tubulina (alfa y beta) durante la
fase M del ciclo celular. Hay al menos dos tipos de sitios de unién de la tubulina
para los alcaloides de la vinca. Los sitios de alta afinidad, los cuales se
encuentran en numero reducido, son responsables de la interrupcién del
ensamblaje de los microtubulos. Los alcaloides de la vinca, a concentraciones
altas del farmaco, también se unen a los sitios de enlace de baja afinidad
provocando la divisibn de los microtibulos en agregados espirales o

protofilamentos espirales, lo cual conduce a la desintegracion del microtabulo.



Después de la exposicién a los alcaloides de la vinca, algunas células sufren un
bloqueo del ciclo celular, lo cual es so6lo temporal. Si la concentracion del
farmaco cae por debajo de cierto nivel, esas células pueden evitar los efectos

citotoxicos y dividirse normalmente.

La VC es usada en el manejo de muchos procesos malignos incluyendo
leucemia linfoblastica aguda, carcinoma de mama, enfermedad de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, mieloma mudltiple, sarcomas de tejido suave, osteosarcoma
y tumores de cerebro. La Food and Drug Administration (FDA) aprobo su uso en

1984.

La toxicidad limitante de la dosis de la VC es la neurotoxicidad, la cual parece
estar asociada a su baja polaridad, mientras que la de los otros alcaloides de la
vinca es la mielosupresion. La diferencia puede deberse al incremento en la
unién de la VC a los microtibulos axonales. Debido a su lipofilicidad, los
alcaloides de la vinca son rapidamente incorporados por las células y alcanzan
concentraciones intracelulares varios cientos de veces mas altas que las

concentraciones extracelulares (9, 10).

1.1.4 Resistencia en quimioterapia

La mayoria de los canceres (renal, colon, etc.) son resistentes a la

quimioterapia o adquieren resistencia durante el tratamiento (linfoma, cancer de



pulmén y de mama). Esta capacidad de las células tumorales, intrinseca o
adquirida, de ser resistentes a multiples agentes quimioterapéuticos (resistencia
a multi-farmacos) es el principal obstaculo para el éxito en la quimioterapia del
cancer. Mdultiples estudios realizados ex vivo han demostrado que un
mecanismo frecuente de resistencia celular a farmacos se debe a un gen de
resistencia a multi-farmacos (MDR-1) el cual codifica una glicoproteina P (P-gp)
capaz de bombear hacia fuera de las células de céancer productos
farmacéuticos naturales, previniendo la citotoxicidad (11 y 12). La P-gp, fue la
primera proteina importante implicada en el fendmeno de resistencia a multi-
farmacos (13). Lineas celulares de mamifero que sobre expresan esta proteina
fueron inicialmente seleccionadas por resistencia a un solo farmaco citotéxico,
pero subsecuentemente se encontré que presentan una resistencia cruzada a
otros farmacos estructuralmente no relacionados (14-16). Después de este
descubrimiento, se han identificado otras proteinas que también pueden conferir
resistencia a multi-farmacos. Estas incluyen las proteinas ABC (ATP-binding
cassette) de resistencia a multi-farmacos, MRP1 y MRP2; asi como la
topoisomerasa Il y la proteina de resistencia de pulmoén (11). La relevancia
clinica de estas otras proteinas en la resistencia a multi-farmacos en el cancer,

esta aun en investigacion (17).

Hay evidencia considerable de que muchos tumores diferentes expresan P-gp
(11, 18-20). En el cancer renal y de colon la P-gp es expresada
constitutivamente en relativamente grandes cantidades (21, 22). En otros

canceres (de pulmén, mieloma, de mama, de ovario, linfoma, leucemia mieloide



aguda), las células tumorales frecuentemente expresan P-gp s6lo después de
exposicion a farmacos quimioterapéuticos o durante recaidas (23). Varios
estudios han mostrado que la expresién de la P-gp es prondstico predictivo de
pobre respuesta a la quimioterapia y disminucién en la supervivencia del

paciente (19, 23-25).

Los farmacos anti-cancer extraidos de forma mas efectiva de las células
tumorales por la P-gp son de origen natural. Las antraciclinas (doxorubicina,
daunorubicina y mitoxantrona), alcaloides de la vinca (vincristina y vinblastina),
epipodofilotoxinas (etopdsido y tenipdsido), taxanos (taxol y taxotere), y

actinomicina D son algunos ejemplos (26).

La glicoproteina P de resistencia a multi-farmacos en el humano es
clinicamente importante ya que contribuye al fenbmeno de resistencia a multi-
farmacos durante la quimioterapia en el cancer y SIDA. Esta proteina usa la
energia del ATP para transportar una amplia gama de compuestos citotdxicos
estructuralmente no relacionados hacia el exterior de la célula. También sirve
como modelo para comprender las estructuras y mecanismos de otros
miembros de la superfamilia de proteinas ABC. La familia de proteinas ABC es

la clase mas grande de proteinas transportadoras.

El principal rol fisiologico de la P-gp es probablemente proteger al organismo de

agentes toxicos hidrofébicos (17).



Farmacos no citotéxicos han mostrado revertir MDR ex vivo por inhibicién de la
P-gp. Desafortunadamente, farmacos tales como: verapamil, quinina, quinidina,
amiodarona y trifluoperazina producen excesiva toxicidad con las dosis

necesarias que se requieren para revertir MDR in vivo (12).

La quimioterapia puede también inducir otros mecanismos de resistencia a
farmacos, denominados activacion del sistema de detoxificacion por glutation y
alteraciones en genes que controlan la apoptosis, especialmente p53 y bcl-2

27).

Se piensa que la resistencia a los alcaloides de la vinca ocurre a través de un
par de mecanismos. La resistencia a multifarmacos (MDR) resulta en una
disminucién de la acumulacién intracelular y retencién del farmaco. El segundo
mecanismo de resistencia se debe a alteraciones en las subunidades alfa y
beta de la tubulina. Estos cambios resultan en la disminucién de la unién de los
farmacos o incremento de la resistencia de los microtabulos al desensamblaje

(9, 10).

1.1.5 Terapia génica

Los métodos basicos para el tratamiento del cancer se encuentran en constante
cambio. Las limitaciones derivadas de los tratamientos tradicionales han

despertado el interés por el desarrollo de nuevos métodos terapéuticos que



ofrezcan a la par, eficiencia en el tratamiento y reduccion de efectos

secundarios.

Los protocolos clinicos exploran ahora terapias génicas, manipulaciones del
sistema inmunitario, estimulacién de los elementos hematopoyéticos normales,
induccion de diferenciacion en tejidos tumorales, e inhibicibn de angiogénesis.
La investigacion en estos nuevos terrenos ha permitido su aplicacion

experimental, y en algunos casos sistematica (7).

La terapia génica es la parte de la terapéutica que utiliza material genético en el
tratamiento de enfermedades; intenta modular la funcién celular, pudiendo
corregir la deficiencia causada por la pérdida o alteraciéon de un gen al modificar
la expresion de proteinas. Asi, secuencias codificadoras de proteinas, sondas
antisentido, DNA triples y ribozimas pueden ser considerados los farmacos de
la terapia génica. Sus objetivos son la liberacion de un transgén a un ndmero
adecuado de células y a un nivel efectivo de expresion suficiente para producir

resultados terapéuticos.

Los problemas mas importantes con los que se encuentra este conjunto de
técnicas son de distribucion de estos “farmacos”, es decir, la transferencia de

este material a las células diana (27, 28).

El desarrollo de tecnologias de acidos nucleicos ha proporcionado una vision

dentro de las bases moleculares de la neoplasia. La deteccion resultante de las
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alteraciones fenotipicas y genotipicas en las enfermedades neoplasicas ha
incrementado el optimismo de que la intervencién molecular podria conducir a

mejorar el cuidado clinico de los pacientes con cancer (27).

En el cancer las lineas de investigacion, tanto preclinicas como clinicas dentro
de la terapia génica, pueden ser agrupadas en varias estrategias: (1) la
compensacion de mutaciones, en donde puede regularse la expresion de
oncogenes dominantes, o0 bien, la expresion de supresores tumorales; (2) la
inmunopotenciacion genética, que mediante transducciones tanto in vitro como
in vivo puede potenciar de manera especifica la infiltracién de linfocitos en
tumores o generar antigenos asociados a tumores en las células diana; (3) la
oncolisis mediada por virus, en la que las células son destruidas mediante
vectores virales replicativos y (4) la quimioterapia molecular, en la cual es
posible la eliminacion de células y tejidos, ya sea por la expresién de toxinas o
genes selectivos, o bien; por la proteccién de las células sanas durante la

aplicacién de quimioterapia a altas dosis (28-30).

1.1.5.1 Compensacion de mutaciones

Un ejemplo de esta estrategia de terapia génica lo constituye el primer gen
terapéutico aprobado en China en el afio 2003. Este fue un vector adenoviral
(adv) serotipo 5 manipulado genéticamente para expresar el gen supresor de
tumor, TP53 (Gendicina) en combinacion con quimioterapia para el tratamiento

de pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
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1.1.5.2 Oncolisis mediada por virus

El gen terapéutico H101 (ONYX-015), un vector adenoviral modificado para
replicarse y destruir células de cancer con mutaciones TP53, aprobado en
diciembre de 2005, constituye un ejemplo de esta estrategia terapéutica (27 y

29).

1.1.5.3 Quimioterapia molecular

En esta estrategia terapéutica existen varios genes cuyos productos proteicos
metabolizan un profarmaco inactivo en un farmaco citotdxico. El profarmaco y el
vector que transporta el gen activador se administran separadamente en el
paciente. La cinasa de timidina (TK) fosforila el ganciclovir para permitir su
incorporacion en el ADN y detener su replicacion. Existe un cierto efecto
colateral, pues células adyacentes que no reciben el transgén pueden recibir el
ganciclovir fosforilado a través de uniones intercelulares. Tras numerosos
ensayos clinicos con retrovirus o adenovirus que expresan TK y administracion
sistémica de ganciclovir se ha comprobado que la eficiencia terapéutica
requiere niveles de transduccién mas elevados de los que se han conseguido

hasta el momento (31).

Para mejorar estos resultados se han usado genes que producen metabolitos
mas pequefios y que difunden mejor que el ganciclovir-trifosfato y que dafan al
ADN sin necesidad de replicacién celular, como por ejemplo, la nitrorreductasa

de Escherichia coli activadora del profarmaco dinitrobenzamida (CB 1954). En
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la clinica, la toxicidad se ve limitada al tumor si el vector se administra
intratumoralmente, puesto que el farmaco activado tiene una vida corta. En
otros casos la accion selectiva sobre el tumor se consigue utilizando promotores
selectivos de tumor para controlar la expresién del transgén. Por ejemplo, el
promotor de erb-B2, que se sobreexpresa en un 20% de los tumores de mama,
se ha utilizado para controlar la expresion de la citosina desaminasa. Esta
enzima, ausente en mamiferos, hidroliza la 5-fluorocitosina a 5-fluorouracilo,
gue a su vez inhibe la sintesis de DNA y RNA en la fase S del ciclo celular (32).
En un ensayo clinico en fase I, la inyeccion de un plasmido con citosina
desaminasa bajo el promotor erb-B2 resulté en regresiones de los nédulos de
mama inyectados en dos de doce pacientes; pero en seis pacientes el nivel de
transduccion de los nédulos inyectados no alcanzé el 30% de las células del
tumor, evidenciando la dificultad de llevar el gen a un namero significativo de
células tumorales, incluso por inyeccion directa. La administracion sistémica
para el tratamiento efectivo de la enfermedad metastdsica supone todavia un

reto mucho mayor (32, 33).

1.1.5.4 Terapia combinada

Se ha llevado a cabo la aplicacién conjunta de genes citotéxicos de activacion
de pro-drogas y un supresor tumoral como una alternativa de terapia combinada
en el tratamiento del cancer. Mercadé y col. (2001) desarrollaron un sistema en
el que emplearon una linea celular derivada de un adenocarcinoma pancreatico

humano, la cual fue tratada con una combinacion del citocromo p450-
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2B1/ciclofosfamida y el gen supresor de tumor p53. Los resultados del empleo
de esta combinacién (un gen citotéxico de activacion de pro-drogas y un
supresor tumoral) muestran una pérdida mayor de viabilidad celular que con los
tratamientos por separado, asi como un incremento marcado en el perfil de ciclo
celular de la poblacion en la etapa sub-G1, la cual corresponde a la etapa

previa a la fase de biosintesis (34).

1.1.6 Estructura, funcién y mecanismo de accién de las
proteinas virales de fusion

El medio clave por el cual todos los virus con cubierta entran a las células e
inician sus ciclos de replicacion causantes de enfermedades, es la fusion del
virus a la célula. En todos los casos este proceso es llevado a cabo por una o
mas glicoproteinas virales de superficie, incluyendo una generalmente llamada
proteina de fusion. Ciertas proteinas virales de fusion inducen la fusion célula-
célula cuando se expresan en la superficie celular como consecuencia de la
infeccion, y la fusiébn puede contribuir a la diseminacién viral, a su virulencia o

Su persistencia y otras consecuencias desfavorables (35).

En afios recientes se han tenido grandes avances en la comprensiéon de las
proteinas y complejos proteicos que median la fusiébn entre los virus con
envoltura y sus células hospederas. En particular, una gran cantidad de
informacion indica que todas las proteinas virales de fusion caracterizadas

median la fusién de membranas formando un conférmero comun -un trimero de
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horquillas- y coaccionando a través de las membranas una via comun de la
dinamica de la membrana. Sin embargo, sorprendentemente, las proteinas de
fusibn en si mismas son muy diversas en secuencia y estructura y son

activadas por diversos mecanismos (36).

1.1.6.1 Mecanismo de fusion del trimero de horquillas

La fusibn de membranas requiere llevar dos membranas separadas a un
contacto intimo y entonces la fusién de ellas en una sola. En la figura 1.2 se
esquematiza el mecanismo de fusion mediante un trimero de horquillas. Este
modelo representa el mecanismo de una proteina de Clase I, sin embargo,
estructuras relacionadas como prehorquillas y trimeros de horquillas, que
constituyen proteinas de fusion de Clase Il y Ill, también promueven la fusion a
través de estados de estrecha convergencia (iv), hemifusion (v), poros de fusion
pequefios y grandes (vi) los cuales se presentan en este mecanismo. La
proteina que aparece en esta figura es una de las que no requieren de otra
proteina viral de superficie para la fusién, como HA del virus de la influenza o
Env de un retrovirus; contiene una subunidad de unién al receptor, marcada
como rb en la imagen (i), y una subunidad de fusion, marcada en las imagenes
(i) a (iii) como f. La membrana blanco y la viral estan, respectivamente, en la
parte superior e inferior de las imagenes. La subunidad de unién al receptor (rb)
se muestra so6lo en la imagen i ya que no se conoce su localizacién en etapas
avanzadas; sin embargo, en todos los casos estudiados, esta subunidad en las

proteinas de clase | debe moverse o cambiar de posicion, entonces la
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subunidad f en el estado competente de fusibn metaestable se libera
permitiendo que proceda la fusion. En esta clase de proteinas de fusion se han
visto agrupaciones de seis hélices (6HBs) en forma de haces (e) y de trimeros
de horquilla (f), la longitud y posicién del 6 HB varia segun la proteina. Las
imagenes inicial (i) y final (vi) representan estructuras que son conocidas para
varias proteinas virales de fusién, sin embargo, hay falta de informacién

estructural de alto nivel de los intermediarios.

fusion competent prehairpin cluster of prehairpins
J
)

\AJ

¢
C

>
N

Y

bundle

(v close apposition () hemifusion D) fusion pore

Figura. 1.2. Via comuan de fusion de membranas del trimero de horquillas. Tomada de White,
Delos, Brecher y Schornberg, 2008. (39)

Una etapa clave es la hemifusion, durante la cual pequefias regiones de la
monocapa externa se unen, mientras que la monocapa interna permanece
intacta (figura 1.2 v). La resolucion de los intermediarios de la hemifusion
resulta en la fusion de las monocapas internas y la creacion de un pequefio

poro de fusidn, el cual puede expandirse (figura 1.2 vi). Esta via de hemifusién
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de la membrana para la fusion, formacion del poro y ampliacién es también
empleada durante reacciones de fusién celular, tanto en eventos de fusidon

intracelular como en reacciones de fusion célula-célula (37, 38).

La fusion virus-célula esta mediada por una o mas glicoproteinas de superficie
de la envoltura del virus maduro. La fusion a la superficie celular puede ocurrir a
pH neutro o dentro de un endosoma a pH bajo. Para algunos virus (por ejemplo,
retrovirus) se requiere de una sola glicoproteina viral de superficie, mientras que
para otros (por ejemplo, paramyxovirus y herpesvirus) se requieren proteinas

virales adicionales (Tabla 1.1).

La proteina de fusién existe en la superficie viral madura en un estado
competente de fusién ‘nativo’, el cual es muy frecuente, pero no siempre
metaestable. Una vez que se desencadena el proceso, la proteina se convierte
en una prehorquilla intermediaria la cual se inserta en la membrana blanco a

través de una region no polar llamada péptido fusion (figura 1.2 ii).

En todos los casos estudiados, la prehorquilla intermediaria insertada en la
membrana es un homotrimero de la subunidad de fusion, independientemente
si el ectodominio de la proteina de fusion nativa es un dimero o un trimero. Se
piensa que las siguientes etapas de fusion, involucran la participacién de varias
prehorquillas triméricas insertadas en la membrana en el sitio de fusién (figura
1.2 iii), seguida por una secuencia drastica de etapas de plegamiento, durante

la cual la subunidad de fusion se convierte en un compacto trimero de horquillas
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como un cilindro, cuya conformacion por lo general es energéticamente mas

estable (figura 1.2 iv-vi).

TABLA 1.1. Proteinas de fusion de familias de virus con envoltura

Proteina de fusién

Famili Proteinas Subunidad de pH de Localizaciéon del
amilia . : Clase . . L
necesarias Fusion fusion péptido de fusion
Orthomyxoviridae HA HA1-S-S-HA2 I Bajo N-terminal
g SU-S-S-TM, Neutro N-terminal
Retroviridae Env SU/TME I (Bajo)° (mayoria)
- J Interna (ASLV)
Paramyxoviridae F, HN® F2-S-S-F1 I Neutro” N-terminal
Coronaviridae S S1/S2 | Negtr(g Interna
(Bajo)
Togaviridae E1/E2 E1/E2 I Bajo Interna
. E(TBEV), d .
Flaviviridae E1/E2 (HCV) E, EVE2 I Bajo Interna
Bunyaviridae Gn/Ge GG % I Bajo Interna®
Rhabdoviridae G G Il Bajo Interna
(bipartita)
Herpesviridae B, gD, gHIL B', gH/gL I Neutro Interna
P gs. gt g ge. ghig (Bajo)” (bipartita)

Adaptado de Earp et al., 2005. Informacion proporcionada para 9 de las 17 familias de virus con
envoltura. Los virus en paréntesis representan ejemplos. (a) SU/TM, S1/S2, etc. sefiala que las
subunidades indicadas estan asociadas pero no unidas por enlaces disulfuro.(b) Algunos
miembros de algunas familias se fusionan a pH neutro, mientras que otros requieren bajo pH,
en algunos casos ademas de la unidn al receptor. En el caso de herpesvirus, se han visto
diferencias en el tipo de células. (c) Proteinas de unidn a receptor de Paramyxovirus son
denominadas HN, H, o G dependiendo del virus. (d) Para HCV, se han implicado varias
regiones en E1 y E2. (e) Estos datos se basan sélo en un andlisis predictivo (Garry and Garry,
2004). (f) gB es fundamental para la fusién y es una proteina de fusion de Clase lll, pero el
complejo gH/gL también participa.
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La conversion al estado final se cree contribuye a superar la gran barrera de
energia para fusionar ambas bicapas en una sola membrana (39, 40). La
conversion de la prehorquilla homotrimérica insertada en la membrana al
trimero de horquillas puede ocurrir en etapas, por ejemplo, por
empaquetamiento secuencial de las tres regiones C-terminales contra el nucleo
central trimérico N-terminal, estos segmentos de la proteina de fusién se
pueden observar en la figura 1.3. La formacion del ectodominio completamente
cerrado del trimero de horquillas pudiera ser seguida por una conformacién
compleja entre el péptido de fusién y el dominio transmembrana (41). Durante
estas etapas de plegamiento, las membranas podrian conseguir un contacto
cada vez mas estrecho y podria progresar a través de la hemifusion seguida por
la apertura de poros labiles de fusiéon y finalmente poros robustos de fusion que
permiten el paso de la nucleocapside viral al citoplasma para iniciar la
replicacion. Los conférmeros exactos (grados de formacion de trimeros de
horquillas) que dan lugar a una estrecha convergencia de membrana,
hemifusién y luego la fusién es probable que varien de una proteina de fusién a
otra dependiendo de la arquitectura exacta de los extremos proximales de la

membrana (41, 42).

Figura 1.3 Caracteristicas clave de una proteina de fusion de Clase | desde el extremo N-
terminal al C- terminal: un péptido de fusion (FP) en o cerca del extremo N-terminal, una N-
hepta repeticion (N-HR), una C-hepta repeticion (C-HR), un dominio transmembrana (TMD), y
una cola citoplasmica (gancho). Las lineas rectas indican conectores de longitud variable. La //
entre las N- y C- hepta repeticiones indican que la longitud de estos conectores varia
considerablemente. Tomada de White, Delos, Brecher y Schornberg, 2008. (39)
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Glicoproteina fusogénica en terapia génica

Gbmez-Trevifio y colaboradores (2002), propusieron el uso de la glicoproteina
fusogénica del Paramyxovirus SV5 como un nuevo gen citotdéxico para la
eliminacién de células tumorales, y en 2003 disefiaron un sistema con el que
demostraron que la glicoproteina de fusién del Paramyxovirus SV5 incrementa
la citotoxicidad de terapias basadas en el empleo de enzimas como activadores

de pro-farmacos (43, 44).

También en 2003, Gdmez-Trevifio y colaboradores construyeron un adenovirus
no replicativo para la expresion de la proteina F del Paramyxovirus SV5 en
células tumorales. En este estudio se investigd la citotoxicidad, el efecto
bystander y la fusidn celular provocados por esta glicoproteina fusogénica viral,
empleando tres lineas celulares tumorales y efectuando diferentes técnicas

microscopicas y de inmunomarcaje (45).
Se determind que la expresion de la proteina induce la formacion de sincitios en
un maximo de 72 h, después de lo cual se pierde progresivamente la viabilidad

celular.

Las imagenes de la figura 1.4 muestran los resultados de la observacion de

preparaciones ultra finas de células tratadas con AdF a 75 m.o.i. (Ay B), células
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control (C), células tratadas con AdlacZ a 75 m.o.i. (D). Se puede apreciar una
clara perturbacion de la membrana citoplasmatica consistente en continuas
interrupciones en la continuidad de la misma (flechas en Ay B), para las células
que expresan la proteina F. En contraste, las células no infectadas o tratadas
con el virus control AdlacZ mantienen la integridad de la membrana. En el
analisis de crio-preparaciones con inmunomarcaje de particulas de oro de
células A-431 que expresan F (E), y células tratadas con AdlacZ (F), se puede
observar que las particulas de oro se detectan solo en las células que expresan
la glicoproteina fusogénica F. Lo anterior puede apreciarse con detalle en el
recuadro amplificado en (E), contrastando con la total ausencia de marcaje en

las células tratadas con el virus control AdlacZ (45).

Es evidente que la membrana de las células present6 formacion de poros
asociados a la presencia de la glicoproteina F y sufrié rupturas, mientras que la
estructura nuclear se preservo. La sobreexpresion de la proteina SV5 F en las
células tumorales produjo una alta toxicidad comparable a la asociada al
empleo de la estrategia de activacién de prodroga timidina-kinasa/ganciclovir,

ademas, se detectd un potente efecto bystander destructivo.

Estos resultados indican que la glicoproteina fusogénica del Paramyxovirus SV5
puede ser usada para eliminar células tumorales y alentar estudios enfocados a
modificar su selectividad y combinar su expresién con otras estrategias

citotoxicas para mejorar su eficiencia.
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Figura 1.4. Caracterizacion ultra estructural de células A-431 mediante microscopia
electronica. (A y B), células tratadas con AdF a 75 m.o.i., (C) células control, (D) células
tratadas con AdlacZ a 75 m.o.i. (E) crio-preparaciones con inmunomarcaje de particulas de
oro de células A-431 que expresan F y (F) células tratadas con AdlacZ. Tomado de:
Gomez-Trevifio, Castel, Lopez-Iglesias, Cortadellas, Comas-Riu, y Mercadé, 2003. (45)
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En este proyecto de investigacion se plantea el desarrollo de una estrategia de
guimioterapia molecular en la que se introducird un gen que codifica para la
glicoproteina fusogénica del Paramyxovirus SV5 (proteina F) como gen
citotoxico, de manera simultanea a la exposiciéon de vincristina, un farmaco
antineoplasico ampliamente utilizado, para el cual, ademas, se han descrito los

mecanismos de resistencia celular frente al mismo (9, 10, 34, 43-45).

El planteamiento general del proyecto involucra favorecer la difusion intracelular
del alcaloide vincristina a través de la formacién de poros de fusién, propios de
las etapas tempranas del proceso fusogénico de membranas, mediante la
expresion del gen de la glicoproteina fusogénica del Paramyxovirus SV5 en un

modelo celular.
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1.3 Hipotesis

Es posible incrementar el efecto citotdxico del alcaloide vincristina
administrando simultaneamente el gen de la glicoproteina fusogénica F del

paramyxovirus SV5 en células tumorales en cultivo.

1.4 Objetivo general

Desarrollar las bases para una terapia antineoplasica fundamentada en
guimioterapia molecular, combinando la expresion de la glicoproteina

fusogénica F y un farmaco de efecto antineoplasico.

1.5 Objetivos particulares

e Amplificar el gen de la glicoproteina fusogénica del Paramyxovirus SV5.

e Clonar el gen de la glicoproteina fusogénica del Paramyxovirus SV5 en
un vector plasmidico de expresion.

e Comprobar la clonacion del gen en el vector mediante analisis del patron
de restriccion, asi como con PCR para amplificar el inserto.

e Generar una linea celular resistente a la vincristina y determinar la DLsq.

e Evaluar la actividad citotoxica del gen de la proteina F en combinacién
con la vincristina empleando una linea celular tumoral.

e Evaluar el dafio en el nacleo celular por el tratamiento con el vector de
expresion que codifica para la proteina F en combinacién con la

vincristina, mediante microscopia de fluorescencia.
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e Analizar el efecto que tiene la transfeccion con el vector codificante para
la proteina F sobre la expresion de genes relacionados con muerte

celular programada.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Construccion del vector de expresion

2.1.1 Amplificacion del cDNA de la proteina fusogénica (F)

Para la construccidn del vector de expresidn se obtuvo el cDNA de la proteina
fusogénica (F) del paramyxovirus SV5 a partir de una cepa de Escherichia coli

transformada con el plasmido pACC-F.

Se preparé un cultivo de esta cepa en caldo LB con ampicilina a 50 pg/ml
(LB/amp), se incubd en agitaciéon a 37 °C y posteriormente se aisld y purificé el

plasmido mediante la técnica de lisis alcalina (46).

Una vez caracterizado el plasmido pACC-F (10.6 kb) por electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% en buffer 0.5 X de tris-boratos EDTA (TBE 0.5 X), se liber6
el inserto correspondiente al cDNA de la proteina F mediante reacciones de
restriccién secuenciales con las enzimas Eco Rl y Kpn |. Las condiciones de las
reacciones fueron las recomendadas por la casa comercial y la purificacion del
DNA entre una reaccion y otra se llevé a cabo mediante el kit Micropure EZ.

Se efectué una electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1.0 % en

soluciéon buffer de tris-acetatos EDTA (TAE) 1X para separar el cDNA de la

26



proteina F (1.8 kb) del DNA plasmidico, llevando un marcador de peso
molecular, el N3232S, para identificar la banda correspondiente al mismo. Se
corté la fraccion del gel donde se encontraba la secuencia a clonar,
posteriormente se extrajo y se purific6 mediante el kit Geneclean para llevar a

cabo la clonacion en el vector de expresion.

2.1.2 Clonacion molecular del inserto en el plasmido pCl

El plasmido pCl (figura 2.1) elegido como vector de expresion en células de
mamifero, fue digerido de manera secuencial con Eco Rl y Kpn | purificando
entre las reacciones con el kit Micropure EZ para eliminar las enzimas de

restriccion, finalmente se purifico y concentré empleando el kit MICROCON.
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Figura 2.1 Plasmido pCl. Mapa del plasmido pCl, se presentan esquematizados los promotores
CMV y T7, dianas de restriccién de las enzimas indicadas en el sitio de poli-clonaje y el
marcador de seleccidn de resistencia a ampicilina.
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Se evalud la calidad y concentracién del pCl digerido y el cDNA de la proteina F
mediante espectrofotometria UV. Se prepard una reaccion de ligacién entre el
pCl y el cDNA de la proteina F previamente digeridos, adicionandolos en una
proporcién 1:3 y 1:6 (vector:inserto). Se empled la enzima T4 DNA ligasa y las

condiciones de reaccion fueron las recomendadas por el fabricante.

Una cepa de E. coli HB 101 se transform6 mediante el método de células calcio
competentes con 2 ul del producto de la ligacion y la seleccion de las clonas
transformadas se realizé en placas con agar LB/amp. Se llevaron los controles
correspondientes en los que la cepa empleada se tratd igual que con el
plasmido pero en su lugar se adicionaron 2 ul de buffer TE 1X. El control

positivo se inoculd en agar LB, y el negativo en LB/amp (46).

El esquema general de la construccion del vector y su clonacion se muestra en

la figura 2.2.
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Figura 2.2. Esquema de la construccion del vector y su clonacion. El cDNA que codifica para la
glicoproteina F de SV5 se libera del pldsmido pACC-F mediante enzimas de restriccion, al igual
gue el vector (pCl). Posteriormente se separan y purifican para finalmente unirlos mediante
reacion de ligacién con DNA ligasa. Con el producto de la ligacion se transforma una cepa de E.
coli HB 101 y se seleccionan en agar LB/amp las que incorporaron el vector recombinante.
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2.1.3 Comprobacion de la clonacion

Las clonas obtenidas en las diferentes placas se resembraron en otra placa con
LB/amp donde se ordenaron y se marcaron para analizar la presencia del pCI-F

y conservarlas temporalmente en refrigeracion.

Cada una de las clonas se cultivé en caldo LB/amp y se siguié el método de

lisis alcalina para la extraccion del plasmido (46).

El pldsmido aislado de cada clona se caracteriz6 mediante el patron de
restriccion utilizando Eco Rl y Kpn |, asi como mediante la amplificacion del
inserto por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando primers
especificos (primer up: 5’-aagaattcatgggtactataattcaatttctg-3’' y primer down 5’-
aaggtacctcttgttccaagagttgcag-3’). Los componentes de la reaccion, las
concentraciones utilizadas y las condiciones de tiempo y temperatura de cada
etapa se muestran en las tablas 2.1 y 2.2, respectivamente.

Se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % en TBE 0.5 X
para analizar el producto amplificado empleando como marcador de peso
molecular el N3232. Una vez confirmada la presencia del pCI-F en las clonas, a
partir de la placa donde se habian ordenado y se mantenian en refrigeracién, se
eligi6 una de ellas y se cultivd nuevamente en caldo LB/amp. El cultivo se
mezclé en una proporcion 1:1 con glicerol estéril al 30% y se dividié en
alicuotas de 1.0 ml en tubos Eppendorf, los cuales fueron conservados en

congelacién a -20 °C.
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Tabla 2.1. Componentes de la PCR.

Componente Volumen (ul) Conc. Final
Go Taqg Buffer (5X) 10.0 1X
MgCl; (25mM) 3.0 1.5 mM
dNTP’s (10mM de c/u) 1.0 0.2 mM
Primer SV5Fup (10 uM)
5’-aagaattcatgggtactataattcaatttctg-3’ 1.0 02 uM
Primer SV5Fdown (10 uM)
5’-aaggtacctcttgttccaagagttgcag-3’ 1.0 02 uM
GoTaq DNA polimerasa 5U/pl 0.25 1.25U
DNA blanco (pCI-F, 10 ng/ul) 2.0 40 ng/50 pl
Agua libre de nucleasas 320 | e

Tabla 2.2. Condiciones de amplificacion de la secuencia del cDNA codificante para F.

No. de ciclos

Temperatura/Tiempo

1 94 °C/ 2 min

94 °C/45s

30 ciclos 56 °C/ 45 s
72°C/60s

1 ciclo 72 °C/ 2 min
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2.2 Linea celular

En la etapa correspondiente a los bioensayos de este trabajo experimental se
utilizé la linea celular Hela, caracterizada y perteneciente a la colecciéon de la
American Type Culture Collection (ATCC), por lo que aspectos o datos
informativos relacionados que no se incluyan en esta memoria de tesis, pueden
obtenerse facilmente a través de esta organizacion. Esta linea celular
corresponde a la clasificacion CCL-2 de la ATCC de Homo sapiens, son células
con morfologia epitelial aisladas de adenocarcinoma de cervix y de crecimiento

adherente.

Las células fueron cultivadas en condiciones 6ptimas para su desarrollo, es
decir; se mantuvieron a una temperatura de 37 °C, en una estufa de humedad
controlada y se les proporciond ademas una atmoésfera de 95% de aire y 5% de
CO,. Como medio de cultivo se empleé el medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), 'y se adicion6 con un suplemento de

penicilina/estreptomicina y suero bovino fetal (SBF) al 10%.

El mantenimiento de esta linea celular de crecimiento adherente se llevo a cabo
mediante la preparacion de subcultivos o pases, aplicando el método de
tripsinizacion. Dicho método permite disgregar las células mediante la accion de
tripsina/EDTA (0.25/0.02%) una vez que se alcanza la confluencia y obtener asi
nuevos subcultivos destinados a la propagacion de la linea celular. El cultivo se

realiz6 utilizando material estéril desechable disefiado para cultivo celular.
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Esta linea celular fue amplificada para obtener un ndmero apropiado de
subcultivos destinados a ser preservados como lotes de seguridad. Para ello se
tripsinizaron y resuspendieron en DMEM suplementado con 20% de SBF y 10%
de dimetilsulféxido (DMSO) como agente crioprotector. Una vez resuspendidas,
se repartieron en viales para crioconservacion y fueron congeladas a - 80 °C en
una cadmara de congelacion controlada. Transcurridas 24 horas, se dispusieron

para su conservacion en nitrégeno liquido.

2.3 Estandarizacion de la transfeccién con vectores

plasmidicos

Las células donde se llevaron a cabo las pruebas de terapia combinada se
transfectaron mediante lipofeccién (FuGene), sin embargo, previo a estos
ensayos fue necesario optimizar las condiciones de la transfeccion con un
vector conocido que porta un gen reportero, en este caso se utilizd el plasmido
pBud lac Z/CAT. Las células transfectadas con este vector se tornan de color

azul en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal).

Mediante estos ensayos se determind la proporcién de reactivos y cantidad de

DNA optima para tener una transfeccion de al menos el 50% de las células a

tratar.
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2.3.1 Preparacion del plasmido

A partir de una cepa de E.coli transformada con pBud lac Z/CAT conservada en
congelacién se preparé un cultivo de 24 h en 50 ml de LB/amp para llevar a
cabo la extraccion y purificacion del plasmido, siguiendo la técnica de maxi-

preparaciones (46).

La presencia del plasmido en la solucion obtenida se confirmé por electroforesis
en gel de agarosa y se evalu6 su calidad y concentracibn por

espectrofotometria UV.

Se preparé 1 ml de una solucién a 1 ug/ul en agua estéril y el resto del DNA se
dividi6 en varias porciones las cuales se etiquetaron y conservaron en

congelacién a -20 °C.

2.3.2 Preparacion de la mezcla de transfeccion

La mezcla de transfeccién contiene el reactivo FUGENE, que es una mezcla de
lipidos y otros componentes en etanol al 80%, diluido en el medio de cultivo sin

suero y el DNA con el que se desean preparar los liposomas.

Se preparé en diferentes proporciones de reactivo de transfeccion FUGENE a

DNA plasmidico (3:1, 3:2, 6:1), como se muestra en la tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Diferentes proporciones de los componentes para preparar la mezcla de transfeccion

. Medio libre de suero Reactivo FUGENE pBud lac Z/CAT
Proporcion
(ul) (ul) (n9)
3:1 97 3 1
3:2 97 3 2
6:1 94 6 1

Para la preparacion de la mezcla de transfeccién se diluyd el reactivo en el
medio libre de suero, teniendo precaucién de depositarlo sobre el medio y no
tocar las paredes del tubo, se agitd en el vortex por 10 segundos y se centrifug6
antes de abrirlo de nuevo. Se dej6 reposar 5 min y finalmente se adicioné el
volumen correspondiente de pBud lac Z/CAT, se agit6é y centrifugé nuevamente.

Se dejo reposar 10 min antes de adicionarlo a las células a transfectar.

2.3.3 Preparacion de las células

Se preparé una placa de 96 pozos con 5x10” células por pozo, y se incubé en
las condiciones adecuadas para su desarrollo por 24 h, tiempo necesario para

alcanzar una confluencia celular entre 80 y 90%.

2.3.4 Ensayo de transfeccion

Para llevar a cabo el ensayo de transfeccion se dejo una linea de pozos con

células sin transfectar, la cual se utiliz6 como control. A cada una de las
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siguientes tres filas, se les adicionaron 5 ul en cada pozo de las diferentes
proporciones de la mezcla de transfeccion. Se agité suavemente la placa y se
volvio a llevar a incubar para observar a las 24 h y determinar la eficiencia de
transfeccion mediante tincién histoquimica. Se conté un total de cien células

determinando el porcentaje de células con coloracién azul.

2.3.5 Tincion histoquimica

Se elimind el contenido de los pocillos y se lavaron con buffer de fosfatos (PBS)
1 X dos veces. Se les agregaron 200 ul de solucion fijadora (formaldehido al 2%
en PBS 1 X) y se dejé reposar 3 min. Se lavaron nuevamente con PBS 1 X y se
les adicionaron 50 ul de solucion de tincion, cuya composicion se presenta en la

tabla 2.4.

La placa se llevd nuevamente a incubar por 24 h y posteriormente se lavo tres

veces con PBS 1X, dejando un poco de solucion en los pocillos en el tercer

lavado para impedir que la preparacion se secara.

Se llevé al microscopio para observar y determinar la proporcion de reactivos y

DNA a utilizar en el resto de los ensayos.
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Tabla 2.4. Composicién de la solucion de tincion.

Componente Concentracion
Ferricianuro de potasio 5mM
Ferrocianuro de potasio 5mM

Cloruro de magnesio 2mM
X-Gal 1 mg/ml
PBS 1X

En los ensayos que se realizaron con el fin de evaluar el efecto de la proteina F
sobre la citotoxicidad de la vincristina en células HelLa se realizé el
procedimiento descrito anteriormente para la preparacion del plasmido y de la
mezcla de transfeccion. El plasmido pCI-F fue aislado y purificado a partir de
una cepa de E.coli HB 101 con pCI-F conservada en congelacion y la mezcla de
transfeccion se realiz6 afiadiendo los reactivos en la proporcién con la que se

obtuvieron los mejores resultados en la estandarizacion.

2.4 Determinacion de la DLsg de vincristina

2.4.1 Preparacion de la solucién de vincristina

Se utilizé sulfato de vincristina para preparar las soluciones del farmaco que se
administraron a las células. Se prepararon 5 ml de una solucion stock a una

concentracion de 10 ng/ul. A partir de aqui se realizaron las diluciones
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necesarias para que el volumen adicionado a las placas o a los pozos fuera el

adecuado para adicionarlo con las micropipetas de 2, 20 6 200 pl.

2.4.2 Ensayo para la determinacion de DLs

Para determinar la dosis letal media experimental se preparé media placa de 24
pozos (2 filas de 6 columnas) con 5 X 10 células por pozo y 500 ul de medio
DMEM suplementado con SBF al 10% en cada uno, teniendo una columna con
dos pozos para cada concentracion de vincristina, se incub6 por 24 ha 37 °Cy

5% CO; para permitir que las células se adhiriesen a la placa.

La placa se retiré de la incubadora para exponer las células a la vincristina, para
lo cual se reemplaz6é el medio con SBF por el medio con el farmaco a las

diferentes concentraciones.

A los pozos de la primera columna no se les cambio el medio, ya que no se les
adiciono farmaco porqgue sirvieron de control de cultivo. Para la preparacion del
medio con vincristina, se coloc6 1 ml de medio en cada uno de 4 tubos
Eppendorf y se les adicionaron 100 ul de SBF, finalmente se les adicioné el
volumen correspondiente de vincristina diluida a 1 ng/ul para obtener las

concentraciones a probar, ver tabla 2.5.
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Tabla 2.5. Preparacion de medio con vincristina para la determinacion de DLsy.

Volumen de Vincristina 1 ng/pl (ul) Concentracion (nM)
1.846 2
3.692 4
5.538 6
7.384 8

Se distribuyeron 500 ul de estos medios en cada uno de los dos pozos de cada
columnay la placa se llevé a incubar por 24 h con el farmaco en las condiciones

descritas anteriormente.

La determinacién del namero de células viables se llevé a cabo empleando el
Kit CellTiter 96 AQueous One Solution, el cual es un método colorimétrico
empleado en ensayos de proliferacién o citotoxicidad. El reactivo contiene un
compuesto de tetrazolio, el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) y un reactivo de acoplamiento de electrones, el
etosulfato de fenacina (PES), el cual tiene una elevada estabilidad quimica que
le permite combinarse con MTS y formar una solucién estable. EI compuesto de
tetrazolio es bioreducido por las células a un producto coloreado de formazan
es soluble en el medio de cultivo (figura 2.3). Esta conversion es
presumiblemente lograda por NADPH o NADH producidos por deshidrogenasas
en las células metabolicamente activas. Las lecturas se determinaron a 490 nm

en un lector de placas.
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Figura 2.3 Reaccioén de reduccion de sal de tetrazolio a formazan.

Para llevar a cabo la reaccion de color se utiliz6 una placa de 96 pozos, en el
primer pozo de la fila A se colocaron 100 ul de medio de cultivo ya que es el
pozo que el lector utiliza como blanco para ajustar el 100% de transmitancia y

se le adicionaron 20 pl del reactivo.

En la placa de 24 pozos se adicionaron 100 ul del reactivo en cada uno con una
pipeta multicanal. Se incubaron por una hora a 37°C en atmésfera humeda vy
con 5% de CO,. Se adicionaron 25 ul de SDS al 10% para detener la reaccidén y
para leer se transfirieron 100 ul del producto de reaccion de los pozos de la
placa de 24 a la de 96, como se muestra en la figura 2.4 y protegiendo la placa

de la luz se llevo al lector de placas a 490 nm.
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Figura 2.4. Esquema de una placa de 96 pozos donde se muestra la forma en que se
dispusieron las muestras para la medicién en el lector.

2.5 Desarrollo de una linea celular resistente a vincristina

Se desarroll6 una linea celular de Hela resistente a la vincristina para evaluar
el efecto de la terapia combinada en células sin tratar y en células resistentes

previamente tratadas con el farmaco antineoplasico.

Para este proposito se cultivaron las células en placas de cultivo de 10 cm de
diametro, conteniendo 10 ml de la suspension celular y DMEM con antibiético y
antimicético y SBF al 10%. Mediante microscopia se siguié su desarrollo,
reemplazando medio agotado por medio fresco suplementado con SBF al 10%
aproximadamente a las 72 h, previo lavado de las células en dos ocasiones con
PBS 1X atemperado a 37°C. Una vez que se formo6 la monocapa de células, se
adicionaron 50.76 pul de vincristina a 1 ng/ul para obtener una concentracioén de

5 nM en el medio de cultivo. Se incubd por 24 h en las mismas condiciones y
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posterior a la observacién microscépica se retir6 este medio, se lavaron las
células en dos ocasiones con PBS 1X y en seguida se afiadi6 medio sin
farmaco. Se siguid su recuperacion por microscopia y a las 72 h se tripsinizaron
y se transfirieron en una proporcién de 1:4 a una nueva placa. Se repitieron las
etapas anteriores de exposicion al farmaco, lavado de las células y adicién de
medio libre de farmaco dos veces mas, tripsinizando antes de exponer a la
siguiente concentracion de farmaco. Las células se estuvieron exponiendo a

dosis crecientes de vincristina, 10 nM y 20 nM.

Una vez que se concluyd el tratamiento anterior, las células se estuvieron

manteniendo y exponiendo a vincristina 5 nM.

Adicionalmente se realiz6 un andlisis microscopico de las células expuestas a la
VC, para lo cual se prepararon placas de 16 pozos de paredes removibles
(figura 2.5), conteniendo 100 ul de medio con SBF al 10% y 1 X 10
células/pozo. Se siguié su desarrollo por microscopia y al alcanzarse una
confluencia del 80 a 90% aproximadamente se adicion6 la VC a 5, 10 y 20 nM.
Se emplearon 2 pozos para cada tratamiento, dejando los primeros 2 como

control de cultivo.
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Figura 2.5. Placas Nalge Nunc de 16 pozos para cultivo celular. Foto ilustrativa, no corresponde
al ensayo realizado.
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A las 24 h de exposicion al farmaco se retiré el medio contenido en los pocillos
y se lavaron con PBS 1X. Se les agregaron 100 ul de paraformaldehido (PFA)
al 3% en PBS 1X y se incubaron por 30 min. a temperatura ambiente. Se retir0
el PFA y se lavaron tres veces con PBS 1X. Se separ6 la parte superior de la

placa (paredes de los pozos) y se observé al microscopio en 20X.

2.6 Evaluacion del efecto de la expresién de la proteina

fusogénica de SV5 en la citotoxicidad de la vincristina

Para evaluar el efecto de la expresion de la proteina fusogénica F de SV5 sobre
la citotoxicidad de la vincristina en células HelLa resistentes al farmaco se

siguieron dos estrategias:

En la primera se prepararon tres placas de 96 pozos con células Hela
resistentes a la VC. En los pozos 1 al 3 de la fila A se adicionaron 100 ul de
medio con SBF al 10% para posteriormente llevar el blanco de la reaccion

colorimétrica.

En los pozos del 1 al 9 de las filas B a la D se colocaron 5 X 10* células/pozo en
100 pl de medio con SBF al 10%. Se llevaron a incubar por 24 horas en las
condiciones descritas anteriormente y posteriormente se realizé la transfeccion

de los pozos de las filas C y D, adicionando 5 ul de solucion de transfeccion, la
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cual se prepar6 como se indica en la tabla 2.3 de estandarizacion de

transfeccion en proporcion 3:1, empleando pCl para la fila C y pCI-F parala D.

Se colocaron en la incubadora y a las 24 h post-transfeccion se retiré una de las
placas para adicionar el farmaco; a los pozos 1 al 3 de las tres filas se les

adicion6 VC 5 nM, del 4 al 6 VC 2 nM y del 7 al 9 no se les adicion6 el farmaco.

Se llevé nuevamente a incubar con el medicamento por 24 h y después de este
tiempo se evaluod la viabilidad mediante una reaccion colorimétrica empleando
el kit Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay como se indico

en la determinacién de dosis letal media para la placa de 96 pozos.

A las 48 h post-transfeccién se retird la segunda placa de la incubadora para
realizar la adicién del farmaco y se tratd igual que la anterior y a la ultima placa
se le adicion6 la VC a las 72 h post-transfecciéon recibiendo el mismo

tratamiento que las primeras dos placas.

Para llevar a cabo la segunda estrategia se prepararon placas de cultivo de 96
pozos, de base blanca opaca con tapa incolora y transparente, especiales para

medir fluorescencia, con 1 X 10* células/pozo.

La citotoxicidad se evalué mediante una determinacion fluorométrica empleando
el kit CytoTox-ONE Homogeneous Membrane Integrity Assay. Este ensayo

mide la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) que se libera a través de la
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membrana de las células dafiadas. La LDH cataliza la oxidacion del lactato a
piruvato produciéndose NADH, el cual participa en la conversion de resazurina

a resorufina en presencia de la diaforsa (figura 2.6).

Célula dafiada

LDH
//
Lactato > Piruvato
S x>
NAD* NADH
Resorufina | « ~=So" | Rezasurina

f

Diaforasa

Figura 2.6. Esquema en el que se muestra el fundamento de la determinacion de la lactato
deshidrogenasa para evaluar la citotoxicidad.

La resorufina producida es proporcional a la cantidad de LDH presente en el
sobrenadante. Este compuesto se cuantifica mediante fluorometria ya que tiene
una longitud de onda de excitacién a 560 nm y una longitud de onda de emisién

a 590 nm.

Las placas se prepararon y trataron igual que las de la primera estrategia, sélo
gue también se depositaron células en los pozos 10 al 12 de la fila B para llevar
un control de 100% de células dafladas como control positivo, las cuales se
lisaron al final del periodo de incubacion previo a la reaccion de cuantificacion

de la LDH.
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Para llevar a cabo la reaccién no es necesario separar el sobrenadante de las
células, por lo cual s6lo se retir6 la placa de la incubadora y se dej6 a
temperatura ambiente por 30 min para que alcanzara una temperatura de 22

°C.

A los pozos del 10 al 12 de la fila B se les adicionaron 2 ul de solucién de lisis
(control positivo). Posteriormente a todos los pozos se les afiadieron 100 pl del
reactivo CytoTox-ONE con una pipeta multicanal, se agitaron por 30 segundos
en un agitador oscilatorio y después se dejaron por 10 minutos en incubacién a
22 °C, en seguida se les agregaron 50 ul de la solucion de interrupcién en el
mismo orden en que se depositd el reactivo a los pozos, se agito la placa por 10
segundos y se protegié de la luz para finalmente registrar las lecturas en un
fluorémetro con una longitud de onda de excitacion a 560 nm y una longitud de

onda de emisién a 590 nm.

El ensayo se repitio tres veces, realizando cada uno por triplicado.

2.7 Evaluacion del dafio en el nucleo celular por la combinacion

de la proteina F con vincristina

Para evaluar el dafio en el nucleo celular por la combinacién de la proteina F
con la vincristina se preparé una placa de 16 pozos con 1 X 10* células por

pozo en 100 ul de medio con SBF 10%, empleando la linea celular de HelLa
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resistente a vincristina, y otra placa con células HeLa que no se habian
expuesto previamente al medicamento. Estas placas son especiales para llevar
a cabo la observacién microscopica de las células tratadas, ya que al final del
tratamiento, fijacion e inmunodeteccién se pueden separar las paredes de los

pozos del fondo de la placa y quedar un portaobjetos con las células.

Ambas placas se llevaron a incubar por 24 h a 37 °C, con 5% CO, y atmdsfera
hameda. Después de este tiempo se retiraron las placas de la incubadora para
llevar a cabo la transfeccion. En ambas placas no se transfectaron las primeras
cuatro filas de dos pozos para llevar los controles de cultivo en la primera fila, y
los controles de células expuestas solamente al medicamento a
concentraciones de 5, 10 y 20 nM en las otras tres. El resto de las filas se
transfectaron adicionando 5 pl de solucion de transfeccion, la cual se prepar6
como se indica en la tabla 2.3 de estandarizacion de transfeccion en proporcion
3:1, empleando pCI-F, y se llevd a incubar en las condiciones descritas

anteriormente por 24 h mas.

A las 24 h post-transfeccion se adiciond el farmaco, para lo cual se retir6 el
medio de los pozos, excepto el de las filas 1 y 5, que son controles sin
medicamento. Se lavaron dos veces con PBS 1X y se adicionaron 100 ul de

DMEM con SBF al 10% y farmaco a la concentracion correspondiente.
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Para la preparacion del medio con suero y farmaco, en un tubo estéril de 5 ml
se colocaron 4 m de DMEM y 400 pl de SBF 10% y se mezclaron,
posteriormente se distribuyeron en tres tubos eppendorf y se adicion6 el
farmaco para finalmente transferir 100 ul de estas soluciones a las filas

correspondientes como se muestra en la tabla 2.6.

Tabla 2.6. Preparacion del medio de cultivo con farmaco y distribucion en la placa de 16 pozos.

Medio con SBF VC 1 ng/ul Filas a las que

Tubo ,
(ul) (ul) se transfiere

1 995 4.62 2y6

2 991 9.24 3y7

3 982 18.46 4y8

Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C, 5% de CO; y atmosfera hiumeda,

finalmente se lavaron y fijaron con paraformaldehido al 3%.

2.7.1 Protocolo para Inmunoensayo (Actina/Yoduro de
Propidio)

2.7.1.1 Fijacion del cultivo
Se retird el medio contenido en los pocillos y se lavaron con PBS 1X. Se les

agregaron 100 ul de paraformaldehido (PFA) al 3% en PBS 1X y se incubaron
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por 30 min a temperatura ambiente. Se retir6 el PFA y se lavaron tres veces con
PBS 1X. Se les afiadieron 50 pl de triton 100X 0.05% y se dejé por 10 min,
finalmente se bloquearon con albimina sérica bovina (BSA) al 3% en PBS 1X

por 30 min.

2.7.1.2 Inmunodeteccién

Se adicionaron 50 ul de anticuerpo de conejo anti-actina a una dilucién 1:100 en
BSA 3% y se incubaron por espacio de una hora a 37 °C. Se lavaron tres veces
con PBS 1X/BSA 3% durante 10 min. Se agregaron 50 ul del anticuerpo
secundario (Alexa flior 488) diluido 1:75 en BSA 3% y se incubaron por 1 h a

37 °C. Se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con PBS 1X.

2.7.1.3 Tincion con yoduro de propidio (IP)

Las células se trataron con RNasa A a 10 mg/ml durante 10 min, posteriormente
se trataron durante 15 min a 37 °C con una solucion de IP (10 ml de triton 100X
al 0.1 % en PBS, con 2 mg RNasa A libre de DNasa y 200 ul de IP 1 mg/ml),
retirar las paredes de los pozos y observar la preparacion en microscopio de

fluorescencia en 40X.

49



2.8 Evaluacion del efecto de la expresion de la proteina F de
SV5 y vincristina sobre la expresion de genes relacionados con

muerte celular programada

Para evaluar este efecto se empled la técnica de PCR en tiempo real. Como
indicador molecular de la efectividad del tratamiento, se dio seguimiento a la
expresion de la Caspasa 3 (C3) tanto en las células tratadas como en las

células empleadas como controles.

El gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPD) se utilizé

como gen de referencia.

Se preparé una placa de 96 pozos con células HelLa resistentes a VC. Se
colocaron 5 X 10* células/pozo en 100 ul de medio con SBF al 10% en los
pozos del 1 al 9 de las filas A a la C. Se llevaron a incubar por 24 horas en
atmosfera himeda a 37 °C y 5% CO, y posteriormente se realizé la transfecciéon
de los pozos de las filas B y C, adicionando 5 ul de solucién de transfeccion, la
cual se prepar6 como se indica en la tabla 2.3 de estandarizacion de

transfeccion en proporcion 3:1, empleando pCl para la fila B y pCl-F para la C.

La placa se incub6 por 24 h méas en las mismas condiciones, y después de este
periodo se adicion6 el farmaco a las células; a los pozos 1 al 3 de las tres filas

se les adicion6 VC 5 nM, del 4 al 6 VC 2 nM y del 7 al 9 no se les adicioné el
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farmaco. Se incubé con el medicamento por 24 h y finalmente se llevé a cabo la
extraccion de RNA siguiendo el método del TriPure Isolation Reagent. A cada
pocillo se le afiadieron 100 ul de TriPure y se mezclé con la micropipeta, el
contenido de los pocillos se transfirié a tubos Eppendorf de 0.2 ml y se les
agregaron 20 ul de cloroformo, se agitaron en el vortex y se centrifugaron a

8000 rpm por 5 min.

La fase acuosa se transfirid a otro tubo, se le adicion6 un volumen igual de
isopropanol a 4 °C y se centrifugd a 14000 rpm por 5 min. Se retird el
sobrenadante y al precipitado obtenido se le efectuaron tres lavados,
adicionando 50 pl de etanol al 75%, agitando en el vortex y centrifugando en

cada uno de ellos.

Los tubos se dejaron destapados cerca del mechero para facilitar su secado y
una vez que se logro esto, se resuspendio el precipitado en 50 ul de agua mQ

estéril libre de RNasas.

Se determind su calidad y concentracion mediante espectrofotometria UV y se

conservaron a -20 °C en tanto se realizaban los analisis por qPCR.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la expresion génica se utilizd un

termociclador en tiempo real (LightCycler® modelo 2.0 IVD con versiéon del

software 4.1) con rotor para capilares de 20 pl.
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Para la retrotranscripcion se utilizé el kit Transcriptor Reverse Transcriptase y
para la deteccion por PCR cuantitativa, sondas LightCycler DNA TagMan
Master. Ademas, para la cuantificacion también se utilizé el kit AccessQuick
suplementado con SYBR-Green | al 1X, con el fin de comparar los resultados

por ambos métodos.

Se utilizaron curvas de disociacion para caracterizar el amplicon obtenido. En la
tabla 2.7 se describen las componentes de la mezcla de reaccion y las
secuencias de los primers utilizados, y en la 2.8 las condiciones para la

retrotranscripcion acoplada a gPCR.

La cuantificacion relativa de los transcritos fue obtenida a través del método
comparativo Cp (48). Los resultados fueron normalizados a la expresiéon de
GAPD. Las diferencias relativas se determinaron comparando cada grupo de

tratamiento contra el control de cultivo.

Se hicieron cinco diluciones seriales 1:10 de una muestra control y se realizo

una curva de estdndares para determinar la eficiencia, a fin de corregir el

calculo de la expresion génica.
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Tabla 2.7. Componentes de la mezcla de reacciébn y secuencias de primers para
retrotranscripcion acoplada a qPCR.

Componente Volumen (ul) | Concentracion Final
AccessQuick™ Master Mix (2X) 10.0 1X
Mezcla de iniciadores® (5 uM) 0.8 0.2 uM
SYBR-Green | (100X) 0.2 1X
Muestra de RNA (1 ug) Variable
Enzima AMV 5 U/ul 0.5
Agua libre de nucleasas completar a 20
®Primers

SV5Fup: 5'-AAGAATTCATGGGTACTATAATTCAATTTCTG-3
SV5Fdown: 5’-AAGGTACCTCTTGTTCCAAGAGTTGCAG-3
C3 up: 5'-CTGGTTTTCGGTGGGTGT-3’

C3 down: 5'-CACTGAGTTTTCAGTGTTCTCCA-3’

C3 Sonda: 6FAM-CTCTTCCCCCATTCTCATTA--BBQ
GAPD up: 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’

GAPD down: 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

Tabla 2.8. Condiciones para la retrotranscripcion acoplada a gPCR.

No. de ciclos Temperatura/Tiempo

1 45 °C/ 20 min

1 95 °C/ 2 min

95°C/15s

45 ciclos 60°C/15s

72°C/15s

Melting 95°C/0s

60°C/30s

Lectura continua 95°C/0s
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La férmula utilizada es la descrita por Pffalf en 2001(49):

Radio Normalizado= E,“P"©CPIM x g CPRIM)-CPR(C)
Donde:

El: Eficiencia del gen de interés.

ER: Eficiencia del gen de referencia.

Cpl: Punto de cruce del gen de interés.

CpR: Punto de cruce del gen de referencia

C: Calibrador.

M: Muestra desconocida.

2.9 Analisis Estadistico

Se aplic6 estadistica descriptiva, la prueba t de Student, ANOVA y la Prueba de

Comparacion Mdultiple de Medias de Duncan para determinar si existe diferencia

estadisticamente significativa entre los resultados, utilizando el Programa SPSS

v.11.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Construccidn del vector de expresiéon

3.1.1 Amplificacion del cDNA de la proteina fusogénica (F)

Se aislé el plasmido pACC-F a partir del cultivo de la cepa de E. coli
transformada con éste y se caracteriz6 mediante una electroforesis en gel de
agarosa. Se obtuvo una banda de aproximadamente 10.6 kb, ligeramente por
arriba de la banda de mayor tamafio del marcador N3232, que indica 10 kb, la
cual corresponde al tamafio de pACC-F. El fragmento correspondiente al gen
codificante para la glicoproteina fusogénica F se liber6 mediante reacciones de

restriccion y se ligé en el vector de expresion, el plasmido pCl.

El vector recombinante (pCI-F) también se caracteriz6 mediante electroforesis
en gel de agarosa. En el carril donde se aplicé el producto de la ligacién se
observo la presencia de una banda que se encuentra aproximadamente a 6 kb,
gue concuerda con el peso de pCI-F (5.8 kb), en el carril donde se colocé el
plasmido solo se obtuvo una banda a 4 kb la cual concuerda con el peso del

pClI (figura 3.1).
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Figura 3.1 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 0.5 X. De izg. a der., carril 1
marcador de peso molecular, carril 2 plasmido pCl, carril 3 plasmido pCI-F.

Las glicoproteinas fusogénicas de membrana de virus han sido investigadas
como nuevas herramientas para promover la muerte de células tumorales a
través de la fusion célula-célula. Por ejemplo, cepas de adenovirus oncoliticos
(45, 51, 52), virus de estomatitis vesicular (53), y virus del herpes simplex 1 (51)
gue han sido modificados por ingenieria genética para expresar glicoproteinas
fusogénicas de membrana virales mostraron un aumento de la eficacia
oncolitica en cultivo de tejidos y en un sistema modelo en roedores. Ademas, la
expresion de estas proteinas por vectores virales en combinacion con
tratamientos de quimioterapia puede tener efectos sinérgicos oncoliticos en

modelos de cancer de colon y de pancreas (51 y 52).

La proteina de fusién F del paramyxovirus es una excelente candidata como
una glicoproteina fusogénica de membrana ya que la fusién célula-célula ocurre

eficientemente a pH neutro, a diferencia de lo que ocurre con otras
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glicoproteinas fusogénicas que requieren un pH menor a 6 para provocar la
fusidon y ser citotdxicas, como la proteina G del rhabdovirus de la estomatitis

vesicular (VSV-G) estudiada por Bateman y colaboradores en el 2000 (54).

La fusion ocasionada por la proteina F del paramyxovirus SV5 es catalizada por
una sola proteina con una estructura relativamente simple, a diferencia de lo
gue ocurre con la mayoria de los paramyxovirus que requieren la coexpresion
de las glicoproteinas F y HN para que se produzca la fusiébn de membranas. La
actividad de fusion de F es controlada por rompimiento proteolitico, ademas que
promueve la fusion de una célula infectada que esta expresando la proteina F
en la superficie celular con una célula vecina, resultando en un sincitio

multinucleado (39, 55, 56).

3.1.2 Clonacién molecular del inserto en el plasmido pCl

El producto de la ligacion del pCl con el fragmento correspondiente al cDNA de

la proteina F, se utilizé para transformar la cepa de E. coli HB 101.

En la placa de LB donde se inoculé el control positivo, se observaron
incontables colonias pequefas, redondas, blancas y humedas caracteristicas
de E. coli; en la del control negativo, LB con ampicilina, no hubo desarrollo de

colonias.
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En las placas de agar LB con ampicilina inoculadas con la cepa de E. coli
transformada con el producto de la ligacién, se obtuvieron colonias pequefas,
redondas, blancas y humedas, lo que indica que la transformacién fue exitosa
ya que la incorporaracion del plasmido les permite desarrollarse en presencia
del antibiético. Las colonias que crecieron en las diferentes placas se
resembraron y ordenaron en otra placa de agar LB/amp para realizar el andlisis

correspondiente a la comprobacién de la transformacién (figura 3.2).

Figura 3.2 Izqg. Colonias de E. coli HB 101 transformadas con pCI-F creciendo en agar LB/amp

50 ug/ml. Der. Se muestran las colonias después de haber sido ordenadas en el mismo medio
para su analisis posterior.

La clonacion del gen codificante de la glicoproteina fusogénica F se llevé a cabo
en el plasmido pCl, el cual posee el origen de replicacién derivado del plasmido
Col E1, y el del fago filamentoso fl1, lo que le permite replicarse en E. coli.
Precediendo al sitio de policlonaje contiene la secuencia del promotor de la
RNA polimerasa del fago T7, lo que permite la expresion de las proteinas
codificadas por los genes insertados en esta regién. El plasmido porta el
marcador de seleccién de resistencia a ampicilina para identificar las células
transformadas. De esta manera el plasmido puede ser conservado y

amplificado cuando asi se requiera en E. coli.
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Ademas contiene el promotor del citomegalovirus precediendo al sitio de
policlonaje. Este es un promotor constitutivo, por lo que la expresion de la
proteina recombinante en células eucariotas ocurre desde que el vector es
incorporado por la célula, siendo esto una ventaja sobre los promotores
inducibles, en los que se requiere la adicion de un analogo estructural del
sustrato sobre el que actian las proteinas codificadas por los genes regulados

por el promotor en el sistema nativo para que se dé la expresion.

3.1.3 Comprobacion de la clonacion

En la figura 3.3 aparecen las bandas correspondientes a los plasmidos aislados
de las primeras 24 clonas transformadas que fueron analizadas para comprobar

la presencia del pCI-F.

Figura 3.3 Patron de bandas obtenido en las clonas analizadas, en el primer y ultimo carril se
colocd el marcador de peso molecular y del segundo carril en delante aparecen los DNAp
extraidos de las clonas 1 a la 24.
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Aunque todos los cultivos utilizados para aislar el plasmido provenian de las
colonias obtenidas de la transformacion con pCI-F, no todas presentaron el
mismo patrén de bandas, esto puede deberse a las diferentes conformaciones
del plasmido, ademas de que el DNA del plasmido es circular y superenrrollado
y las bandas del marcador son de fragmentos de DNA lineal. Debido a que es
posible que la posicién de las bandas en la muestra no coincidan con el tamafio
correspondiente del marcador, el plasmido aislado de cada clona se caracterizo
mediante la amplificacion del inserto por PCR y posteriormente mediante el

patrén de restriccion empleando Eco Ry Kpn |.

El producto amplificado mediante PCR se analizo por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, y se observd que en todas las clonas se encuentra la
secuencia correspondiente al cDNA que codifica para la proteina F, los
segmentos amplificados son de aprox. 1.8 kb tal como corresponde a la banda

esperada con la pareja de primers SV5up/SV5down (figura 3.4).

Fig. 3.4. Confirmacién del cDNA codificante para F en los plasmidos extraidos mediante
electroforesis en gel de agarosa. En el primer y Ultimo carril se colocd el marcador de peso
molecular, en los carriles pares del 2 al 28 el DNA aislado correspondiente a las clonasdela 1l a
la 14 y en los carriles nones del 3 al 29 se aplic6 el producto de PCR de cada una de las clonas
anteriores.
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3.2 Estandarizacion de la transfeccidn con vectores

plasmidicos

El desarrollo de nuevos vectores o métodos de transferencia de genes para los
distintos tipos de terapia génica ha supuesto un gran esfuerzo en investigacion.
Los vectores empleados en los distintos trabajos, retrovirus, adenovirus y
plasmidos-liposomas, transfieren el genoma de manera distinta y presentan

ventajas y desventajas segun las distintas aplicaciones.

Los vectores viricos son ampliamente utilizados ya que ofrecen muchas
ventajas intrinsecas, como la unién y entrada especifica a la célula, capacidad
para prevenir su degradacion intracelular y eficiencia de llevar el transgen hasta
el nucleo de la célula, ademas que se logran eficiencias de transformacién mas
elevadas que mediante vectores no virales, sin embargo, presentan algunas
deventajas por las cuales en ocasiones se recurre a vectores no virales para

transportar el material genético a las células a transfectar (27, 57).

Los retrovirus tienen dos limitaciones principales, por un lado, sélo pueden
transportar genes de un tamafo que llega a 7-9 kb, y por otro sélo infectan
células en divisién; por lo general se utlizan en el transporte de material

genético ex vivo.

61



Los adenovirus son los segundos vectores viricos mas utilizados, tienen la
capacidad de transportar la misma cantidad de DNA que los retrovirus, 7.5 kb,
pero poseen ciertas ventajas. Pueden infectar células que no estan en division,
se pueden producir en gran numero y su material genético permanece
epicromosomal, por lo que la posibilidad de producir mutagénesis insercional se
reduce. Sin embargo, también presenta algunas desventajas, cuando se
introducen in vivo, pueden infectar todas las células, incluyendo las germinales,
lo cual es un problema ya que puede afectar a las generaciones siguientes.
Pueden producir infecciones posteriores y evocar una respuesta inmunoldgica,
lo cual reduce el tiempo disponible para la expresion del gen e impide la

readministracion.

Los complejos liposoma-plasmidos, o vesiculas lipidicas, son membranas
lipidicas a las que se asocia el material genético en forma de plasmidos. Estos
complejos se combinan rapidamente con las membranas celulares y se han
utilizado para el transporte de genes. Como vectores génicos presentan una
serie de ventajas, ya que pueden ser utilizados para transportar genes de
tamano ilimitado, no pueden replicarse o recombinarse para formar un agente
infeccioso y no provocan ninguna respuesta inmunitaria o inflamatoria porque
carecen de proteinas (57). La desventaja que presentan es la baja eficiencia de
tranfecciobn en comparacion con los virus como vectores, pero a pesar de ello
son utiles ya que pueden transfectar una gan variedad de células, a diferencia

de los virus, que por su limitado tropismo no pueden emplearse en todos los

62



tipos de células. Asi mismo, evita la acumulacion de proteinas viricas no

asociadas al promotor, como suele ocurrir con los vectores adenovirales.

En esta investigacion el gen codificante de la glicoproteina fusogénica del
paramyxovirus SV5 se clon6é en un vector plasmidico, este DNAr se combiné
con una mezcla de lipidos (FUGENE) para la obtencion de liposomas los cuales

fueron empleados para llevar a cabo la transfeccion de la linea celular.

Después de 24 h de la transfeccion se contaron al microscopio 100 células en
cada pozo determinando la proporcién de células tefiidas de color azul con X-

Gal (tabla 3.1).

Tabla 3.1 .Porcentaje de transfeccion obtenido con las diferentes proporciones de
Fu:GENE:DNA empleadas en la estandarizacion.

Proporcion de FUGENE:DNA % de células tefiidas con X-Gal
3:1 95
3:2 95
6:1 97

Como se puede observar se obtuvieron las mismas eficiencias de
transformacion con las proporciones de 3:1y 3:2, y con la adicién del FUGENE
en mayor proporcion no se logré incrementar de manera significativa la
eficiencia de transfeccién, por lo que en los experimentos con pCI-F se empled

la menor proporcion de FUGENE:DNA.
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Figura 3.5. Fotomicrografias de la transfeccion de células HelLa con el plasmido de referencia
(pBud lac Z/CAT) después de tincion con X-gal. A. Control de transfeccidn, células HelLa sin
transfectar (10X), B. Células Hela transfectadas con FUGENE:DNA en proporcion 3:1, (25X) y
C. Células Hela transfectadas con FUGENE:DNA en proporcion 6:1, (25X).

En la figura 3.5 se puede observar que no hay presencia de células tefiidas de
azul en el control de transfeccidon y el elevado porcentaje de células
transformadas, tefiidas de azul, en un campo microscopico de células HelLa

transfectadas con dos diferentes proporciones de FUGENE:DNA.
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3.3 Determinacion de DLsg de vincristina

Debido a que la reduccion de la sal de tetrazolio es llevada a cabo por el
NADPH y/o NADH producidos por las deshidrogenasas de las células
metabodlicamente activas, el control de cultivo (células HelLa que no se
expusieron al farmaco) presenta absorbancias mayores con respecto a las
células tratadas, ya que su actividad metabdlica no se vi6 alterada. En las
células tratadas con el farmaco se observé una disminucion en la absorbancia a
medida que se incrementaba la concentracion de VC afiadida. En la tabla 3.2 se
presentan los promedios de las absorbancias obtenidas, asi como los
porcentajes de células vivas (viabilidad) y el de citotoxicidad. El primero se
calcul6 comparando las absorbancias obtenidas en los tratamientos con
respecto a la obtenida en el control de cultivo, asignandole a este cultivo el 100
% de viabilidad. El porcentaje de citotoxicidad se estimé por diferencia respecto

al de las células vivas.

La DLso calculada con la ecuacion de la linea de tendencia de la gréfica
obtenida (figura 3.6) es de 8.9 nM, algo por debajo de lo informado en el
Vademécum (47), en el que se reporta que in vitro se logra reducir el 50% de
células a una concentracion de VC de 10 nM en un periodo de tiempo entre 6 y

12 horas.

Sin embargo, es necesario considerar que las condiciones del ensayo y el

método empleado para la cuantificacion de células vivas pueden no ser los

65



mismos que los establecidos para el presente estudio, ya que no se especifican

en la literatura. Ademas de que cada linea celular puede responder de forma

diferente ante un estimulo, la vincristina en este caso, y el valor reportado de la

DLso en la literatura es en lineas celulares de linfoma o leucemia, mientras que

en este estudio se uso una linea celular epitelial aislada de adenocarcinoma de

cervix (ATCC CCL-2).

Tabla 3.2. Promedios de absorbancias obtenidos del tratamiento de células HeLa con VC a

diferentes concentraciones, para determinar su DLsg.

Conce”tzﬁ;’jg” SSAS A % Viabilidad | % Citotoxicidad
0 1.001 100 0
2 0.813 81.26 18.74
4 0.923 92.25 7.75
6 0.569 56.82 43.18
8 0.536 53.57 46.43
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Determinacién de DL50 de VC en células HelLa
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Figura 3.6. Grafica para determinar la DLs, de la vincristina en células Hela.
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3.4 Desarrollo de una linea celular resistente a vincristina

Debido a que las células tumorales tienen la capacidad, natural o adquirida de
ser resistentes a farmacos, se desarroll6 una linea de células HelLa resistente a
la VC como modelo de estudio para evaluar el efecto de la glicoproteina

fusogénica sobre la citotoxicidad de la vincristina.

Los resultados obtenidos tendrdn mayor valor, ya que podremos determinar si
la expresion de la glicoproteina incrementa el efecto citotoxico del farmaco aun

en células que no responden adecuadamente al farmaco.

Ademas, la linea celular resistente deriva de la misma linea celular empleada
en el estudio del efecto de la expresién de la glicoproteina F sobre la
citotoxicidad de la VC, de manera que las condiciones en las que se cultivaron y
mantuvieron son las mismas y las diferencias en los resultados son atribuibles a
la condicién de resistencia y no a factores adicionales, lo que ocurriria si se

trabajase con una linea celular resistente disponible comercialmente.

Se realizd un andlisis microscopico de las células tratadas con VC el cual reveld
claramente cambios en la morfologia celular. Es evidente el efecto citotdxico del
farmaco sobre las células que mueren, éstas adquieren progresivamente una
forma redondeada, se tornan refringentes y paulatinamente pierden viabilidad y

se van desprendiendo del fondo de la placa.
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En contraste, las células que toleran la presencia de VC y que sobreviven,
presentan claros cambios en su forma de distribucion en monocapa sobre la
superficie de cultivo. Los cambios morfologicos observados son multiples y se

detectan como afecciones celulares.

Las células presentan nucleos distribuidos regularmente, aunque éstos se
observan dilatados. Ademds, se observa distensiéon y rarefaccion del
citoplasma, asi como abundantes vacuolas. Los cambios en la morfologia
celular como respuesta a la resistencia a VC se pueden observar en la figura

3.7. Ninguna de estas alteraciones se presento en las células control.

Figura 3.7. Imagenes de microscopia de los cambios morfologicos de células Hela resistentes
a VC. A. Células control en monocapa (10x). B-D. Células HeLa expuestas a 5, 10 y 20 nM de
VC, respectivamente (40x). La posicion del nucleo celular (n) y el citoplasma (c) se indican con
flechas.

Los cambios morfolégicos observados concuerdan con los reportados por
Groth-Pedersen y colaboradores en 2007 (50) en un estudio en el que

emplearon células de carcinoma de cervix (HeLa) y células de cancer de mama
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relativamente resistentes a VC (MCF-7) para estudiar las vias de muerte celular
inducidas por la vincristina, aun que las técnicas empleadas para la observacion

microscoépica y la concentracion a la que se probé el farmaco fueron diferentes.

3.5 Evaluacidn del efecto de la expresiéon de la proteina

fusogénica F de SV5 sobre la citotoxicidad de la vincristina

Como resultado de la expresion de la proteina de fusion F de SV5 se produce
una desestabilizacion de la membrana citoplasmatica. Para determinar la
influencia de la expresiéon de F sobre la citotoxicidad de la vincristina se
procedio a analizar la viabilidad celular determinando la biorreduccién del MTS
a formazan por las deshidrogenasas de las células metabdlicamente activas

transfectadas con pCI-F y expuestas al farmaco.

En las figuras 3.8 y 3.9 se muestran los resultados de la citotoxicidad de los
distintos tratamientos, a diferentes tiempos y a las dos concentraciones de

vincristina probadas.

En este ensayo cuando se administr6 la VC a una concentracién de 2 nM a las
24 h post-transfeccion se obtuvo un 4.1 % de citotoxicidad; sin embargo, al
incrementar la dosis a 5 nM, la citotoxicidad conseguida es mayor 4.2 veces,
correspondiendo a un valor de 17.1 %, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05).
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Por el contrario, con la dosis de 2 nM adicionada a las 48 h después de la
transfeccion la citotoxicidad se incrementé a 27.52%, un poco mas de 7 veces
el valor obtenido cuando fue administrada 24 h post-transfeccion, ligeramente
por encima del valor obtenido con la VC 5 nM a este tiempo (22.79 %), después

permanecio sin cambios importantes.

Se observé que independientemente de la dosis de VC administrada, a las 48 y
72 h post-transfeccion se presenta un comportamiento similar en cuanto a la

disminucién en la viabilidad celular.

Efecto de la proteina F (a diferentes tiempos post-

transf.) sobre la citotoxicidad de VC 2 nM en células
HelLa
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% Citotoxicidad

24 h 48 h 72 h

Tiempo post-transf.
‘—A—VC 2nM —&— pC| —&— pCIVC 2nM —e— pCI-F —e— pCI-F/VVC 2nM

Figura 3.8. Gréfica que muestra el efecto de la expresion de F a 24, 48 y 72 horas post-
transfeccion en la citotoxicidad de la vincristina a 2 nM sobre células Hela.
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Efecto de la proteina F (a diferentes tiempos post-
transf.) sobre la citotoxicidad de VC 5 nM en células

HelLa
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'% 50 ./,_,.7 —@
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> 10
0

24 h 48 h 72 h

Tiempo post-transf.
—&— VC 5nM —&— pC| —&— pCl/VC 5nM —e— pCI-F —e— pCI-F/\VVC 5nM

Figura 3.9. Gréfica que muestra el efecto de la expresion de F a 24, 48 y 72 horas post-
transfeccion en la citotoxicidad de la vincristina a 5 nM sobre células Hela.

Respecto a la presencia del plasmido en las células se observé que ejerce un
efecto citotdxico que se incrementa con el tiempo post-transfeccién ya que se
presentd una citotoxicidad de 13.01 % a las 24 h post-transfeccion y a las 72 h

fue de 30.32 %.

La expresidn de F provoca dafio celular en las células transfectadas, ya que los
porcentajes de citotoxicidad que presentan con respecto al plasmido sin el gen
codificante para la proteina fusogénica son mayores. A las 24 h hay un 30.44 %
de células dafiadas en comparacion de un 13.01 % de células dafiadas con el
plasmido sin el gen f. El porcentaje de células dafiadas se eleva conforme pasa
el tiempo de la transfeccion, la proteina F provoca la formacion de poros en la

membrana citoplasmatica desestabilizandola y alterando el sistema fisiolégico
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celular, y aunque la célula aun esta viva se manifiesta el dafio celular desde las
24 h, llegando a un 47.8% de citotoxicidad a las 72 h, lo cual corresponde a un

incremento superior al 50% respecto al valor obtenido a las 24 h.

Al analizar los resultados de citotoxicidad que presentan las células tratadas
individualmente con el farmaco o con el pCI-F, asi como los mostrados por las
células que se trataron con ambos agentes toxicos, se observa que la proteina
F potencia el efecto de la VC, pero ésto sélo hasta antes de las 72 h post-
transfeccion, ya que a este tiempo los valores de viabilidad celular obtenidos

son semejantes.

El efecto de la glicoproteina F sobre la citotoxicidad de la vincristina concuerda
con un estudio realizado por Hoffman y Wildner en el 2006 (52) en donde
evaluaron si la expresion de las glicoproteias fusogénicas de membrana
mejoraban la quimioterapia. En este estudio demostraron que la expresién de
las glicoproteinas H y F del virus del sarampion in vitro en células de neoplasia
pancreatica en combinacion con la gemcitabina intensifica significativamente los

logros de la terapia, al ser comparados con las terapias individuales.

Es interesante considerar que la viabilidad celular en el tiempo maximo de
exposicién no parece presentar una diferencia estadisticamente significativa, lo
cual puede ser atribuible a diversos factores, entre los cuales se puede destacar
lo inherente al modelo celular empleado, el cual utiliza un determinado numero

de células, que si bien puede ser dinamico, no cuenta con un sistema de
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eliminacién de metabolitos o productos téxicos como sucederia en un modelo
con circulacion sistémica. Lo anterior conduce a un planteamiento con base en
fisiologia celular que lleva a tomar en consideracion la acumulacion de los
contenidos celulares, como son, productos de metabolismo, enzimas vy
organelos desestructurados, ademas de sustancias que fungen como sefales
intra e intercelulares que activan vias de muerte celular, tanto apoptoticas

Ccomo necroticas.

Considerando lo arriba descrito y observando los valores de citotoxicidad, en
cualquiera de los tratamientos que muestren valores iguales o superiores al
50% de muerte celular, no es posible asegurar que el efecto sea provocado
exclusivamente por el tratamiento aplicado, puesto que ese desequilibrio entre
las poblaciones de células vivas y muertas impacta sobre los efectos del
tratamiento. Por lo tanto, el incremento del efecto citotoxico de la vincristina por
la expresion de la glicoproteina F a de considerarse hasta antes de las 72 h,
tiempo en el cual la diferencia entre el tratamiento combinado y los individuales

es muy clara.

3.6 Evaluacidén del dafio en el nucleo celular por la

combinacion de la proteina F con vincristina

El andlisis microscopico de los efectos en la morfologia celular reveld, mediante

el doble marcaje por inmunofluorescencia, cambios evidentes en la morfologia
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nuclear. Las observaciones corresponden a las muestras de células tratadas
con VC y pCI-F/VC con 24 h de exposicion a cada uno de los tratamientos. La
observacion detallada de la monocapa permiti6 detectar ndcleos cuya
morfologia corresponde con lo descrito anteriormente para las células tratadas
Unicamente con VC. En contraste, las células tratadas con pCI-F/VC presentan
ndcleos con una mayor distension y cromatina condensada, no muestran la
tendencia circular de los nucleos normales o tratados solo con VC, sino mas

bien se presentan con tendencia a la deformacion y de mayor tamafio.

La figura 3.10 muestra la galeria de imagenes obtenida mediante microscopia
de fluorescencia correspondiente a lo anteriormente descrito, donde ademas se
puede constatar que las células tratadas solo con VC (C, E y G) tienden a
presentar caracteristicas en sus nucleos propias de las que desarrollaron
resistencia a éste farmaco (B). Asi mismo, la combinacion F/VC provoca los
cambios morfolégicos en nucleos propios de los efectos de la VC como los
asociados a la expresion de la glicoproteina fusogénica de SV5, presentando
nucleos dilatados, con muestras de condensacion de cromatina y angulosos, o
bien, mostrando imperfecciones a modo de aristas o discretas espiculas en el
contorno de la membrana nuclear. Ademas, puede apreciarse también una
clara concentracién de nucleos tipica de las etapas tempranas previas al
proceso de fusion y formacién de sincitios (D, F, H). Ninguna de las
alteraciones antes descritas han podido ser observadas en las células control.
En estas células no se observa concentracion de nucleos, y tanto su

distribucién como su tamafo se observan bastante uniformes.
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Figura 3.10 Micrografias de fluorescencia de células HelLa tratadas con VC o pCI-F/VC .Del
lado izquierdo: A. Control de cultivo, C. con VC 5 nM, E. con VC 10 nM y G. con VC 20 nM. Del
lado derecho: B. Control de cultivo de células resistentes a VC, D. con pCI-F/VC 5 nM, F. con
pCI-F/VC 10 nM y H. pCI-F/VC 20 nM.
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En la figura 3.11 aparecen las imagenes obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia correspondientes a células resistentes tratadas con VC y pCl-
F/VC con 24 h de exposicion a cada uno de los tratamientos. En las imagenes
C, E y G se pudieron observar las caracteristicas morfoldgicas de los ndcleos
gue presentan las células que sobreviven al tratamiento con VC, es decir,

células resistentes a ella, las cuales ya fueron descritas previamente.

Asi mismo, la combinacion F/VC en células resistentes a VC (D, F y H) provoca
cambios morfolégicos en nucleos con leves diferencias a los mostrados por las
células sensibles al farmaco. Si bien, las primeras presentan una distension

nuclear ligeramente mayor que estas ultimas.

Al sobre-expresar la proteina F de SV5 en la membrana de las células
tumorales se detecta un claro efecto citotoxico, observando un cambio en la
morfologia celular y en la distribucion de las células en monocapa que se hace
evidente a las 72 h post-transduccion, y que da lugar a la formacion de sincitios
gue progresivamente pierden viabilidad y finalmente mueren. Aproximadamente
la mitad de las células del cultivo quedan integradas en sincitios, aunque el
descenso en la viabilidad celular alcanza valores que oscilan entre 75y 90% a
los seis dias de la infeccién con un adenovirus recombinante (GOmez-Trevifio et

al. 2003) (45).
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Figura 3.11 Micrografias de fluorescencia de células Hela resistentes a VC tratadas con VC o
pCI-F/VC .Del lado izquierdo: A. Control de cultivo de células resistentes a VC, C. con VC 5 nM,
E.conVC 10 nM y G. con VC 20 nM. Del lado derecho: B. con pCI-F, D. con pCI-F/VC 5 nM, F.
con pCI-F/VC 10 nM y H. pCI-F/VC 20 nM.
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Sin embargo, la estrategia principal en este trabajo experimental se enfoca en el
aprovechamiento de las etapas tempranas del proceso de fusién, mismas que
estdn marcadas por la formacion de poros en la membrana celular y que adn
con ello permiten que la célula permanezca viva. Situacién que hemos podido
analizar en este apartado demostrando que previo a la formacién de sincitios
existe un estado celular viable, aun con tratamientos adicionales, que permite el

analisis de sinergismo entre los dos tratamientos aplicados.

Nuestros resultados apoyan estos eventos, por un lado lo ya descrito en las
imagenes de microscopia de las células que expresan F, mientras que por otra
parte la liberacion del deshidrogenasas nos indica la presencia de poros en la
membrana citoplasmatica. Esta alteracion se explicaria por la acumulacion de
glicoproteinas fusogénicas en la membrana plasmatica que dan lugar a la
formacion de agregados que no sélo pueden inducir la fusion celular sino que
pueden perturbar la organizacion de la bicapa lipidica y desestabilizarla, lo cual
seria motivo suficiente como describen algunos autores, para provocar la salida
de materiales citoplasmaticos (Epand, 1998; Nir y Nieva, 2000; Rinia et al.,
2000; Kruijtzer et al., 2001). La implicacién de la proteina F en la ruptura de la
membrana celular gueda demostrada en el estudio de
inmunoelectromicroscopia sobre criosecciones por Gomez-Trevifio y cols. en
2003, en las que se detecta la presencia de F asociada a discontinuidades en la
bicapa lipidica, mientras que esto no sucede al utilizar un vector de expresion

control o en células no infectadas. Ellos mismos demostraron que el tiempo
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mas temprano para detectar la presencia de F en membranas celulares es de 8
h, por lo que se puedes establecer una intervalo de tiempo ideal para buscar el
sinergismo entre ambas moléculas empleadas en este trabajo, es decir, un
tiempo minimo para esperar la formacién de poros en membrana y un tiempo
maximo para descartar que la muerte celular se deba a las etapas de finales del

proceso de fusion de membranas.

3.7 Evaluacidn del efecto de la expresiéon de la proteina F de
SV5 y vincristina sobre la expresion de genes relacionados con

muerte celular programada

En este estudio se evalud la expresion de la caspasa 3, enzima involucrada en
la muerte celular programada, y se analizaron los niveles de expresién en
células tratadas simultdneamente con el farmaco y con el gen de la proteina F
de SV5 y en células tratadas con ambos agentes citotoxicos de manera

individual.

Se encontré que los niveles de expresion de la caspasa 3 en células HelLa
resistentes a VC se incrementan con todos los tratamientos recibidos, esto se

puede observar en la figura 3.12.

En las células transfectadas con pCI-F el nivel de expresién es de 5.5 veces

mas respecto a la expresion en el control de cultivo, con la VC 2 nM es de 9.8
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veces el nivel de expresion. Sin embargo, cuando las células reciben el

tratamiento combinado de transfeccion con pCI-F y VC 2 nM el nivel de mRNA

de la caspasa se incrementa 71.9 veces,

estadisticamente significativa (p<0.05).

siendo esta diferencia
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Figura 3.12 Nivel de expresion de la caspasa 3 en células Hela resistentes a vincristina.

El

tratamientos anteriores pero con VC 5 nM.

comportamiento descrito previamente también se presenté con

los

Al analizar el nivel de expresion del gen c¢3 en los tratamientos con VC 2 nMy 5

nM se determind que el nivel de expresion con 5nM es mas del doble que con

2nM, y que con pCI/VC 5 nM es aproximadamente el doble de la expresion que
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con pCI/VC 2 nM, siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).

En contraste, el nivel de expresion de la caspasa 3 con el tratamiento
combinado, pero con la concentracion de VC diferente, pCI-F/ VC 2nM y pCl-

F/VC 5nM, no presenta diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

Tampoco existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre VC 2

nM y el control de cultivo, ni entre pCI-F y el mismo control.

Mediante el analisis anterior es posible establecer que la expresion de la
glicoproteina F del SV5 en etapas tempranas del proceso de fusion de
membranas induce la produccion de los transcritos del gen de la caspasa 3,

aunque en menor proporcion que la VC.

Como se mencioné previamente, en el afio 2007 mediante estudios de
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, se establecié que las células
Hela tratadas con VC presentan cambios morfolégicos tipicos de la muerte por
apoptosis (50), introduciendo un nuevo término para describirlos, apoptosis-like.
En el afio 2003 mediante diferentes técnicas microscépicas y de inmunomarcaje
se demostré que la glicoproteina F de SV5 provoca muerte por necrosis (45),
mientras que en otro estudio realizado con anterioridad, donde se evalud la
actividad citotéxica del cDNA de genes de glicoproteinas fusogénicas de

membrana de tres virus diferentes (54), también encontraron a través de

81



microscopia confocal, que la citotoxicidad de las glicoproteinas fusogénicas de

membrana se produce a través de mecanismos no apoptoéticos.

Los reportes de estos investigadores (45, 54) coinciden en que las
glicoproteinas fusogénicas virales inducen muerte por mecanismos no
apoptéticos, sin embargo, es importante sefialar que lo anterior fue establecido
por evaluacion microscopica, y en periodos de tiempo de 3 a 5 dias
respectivamente, mientras que en este estudio se utilizé una técnica molecular

altamente sensible y precisa y en un periodo de tiempo menor.

Si bien otros autores no sefialan que exista muerte por apoptosis provocado por
el efecto de la expresion de glicoproteinas fusogénicas de membrana, aqui se
ha evidenciado que ocurre la primera etapa de los sucesos que desencadenan
la muerte celular programada, la cual no se puede finalizar debido a que en el
modelo de estudio no se presentan el resto de los elementos requeridos para

gue esta via de muerte celular se lleve a cabo.

La apoptosis es el programa de muerte celular mejor definido que contrarresta
el crecimiento de un tumor. Se caracteriza por la activacién de una familia de
cistein proteasas denominadas caspasas que desencadenan alteraciones
morfolégicas asociadas a la apoptosis, como la contraccién de la célula, la
condensaciéon de la cromatina, y la desintegracion de la célula en pequefios

fragmentos.
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En la muerte por necrosis la célula se hincha, pierde la integridad de su
membrana y libera el contenido celular. Este hecho da lugar a una respuesta
inflamatoria, iniciada fundamentalmente por las enzimas proteoliticas y los
radicales libres que la célula muerta albergaba en su interior. Por el contrario,
la célula apoptoética presenta una alteracion de su membrana plasmatica, la
cromatina nuclear se condensa y disminuye su volumen. Ademas, diferentes
mecanismos activan endonucleasas que degradan el DNA a nivel de los
nucleosomas. Asi, la célula apoptética es rapidamente fagocitada y digerida por
células fagociticas vecinas, con lo cual no se libera su contenido y no se

originan fendémenos inflamatorios.

La pérdida de la estructura caracteristica de una célula por apoptosis es un
proceso complejo, que implica el procesamiento de un gran numero de
sustratos celulares entre los que se encuentran proteinas de sefial, de
reparacion de ADN, estructurales, factores de transcripcion, etc., por las
caspasas. Estas son proteinas clave en la transduccién y ejecucion de la sefial
apoptética inducida por una diversidad de estimulos (58, 59).

La mayoria de las vias de la apoptosis son iniciadas por sobre-regulacion o
modificacién postraduccional de proteinas BH3 de la familia Bcl-2. Entonces
éstas activan las proteinas proapoptoticas Bax y Bak de esta misma familia, las
cuales inducen la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y la
liberacion de citocromo c al citosol. El citocromo citosolico facilita el ensamblaje
de los apoptosomas y sirve como una plataforma para activar la caspasa 9, la

cual activa los llamados efectores de caspasas, caspasa 3 y caspasa 7 (50).
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

Los métodos de DNA recombinante empleados permitieron la
construccién de un vector plasmidico recombinante capaz de expresar la

proteina fusogénica del paramyxovirus SV5.

Se logré desarrollar una linea celular resistente a la vincristina.

La DLsp de la vincristina se establecié en 8.9 nM bajo las condiciones

ensayadas.
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Se demostr6 que la expresion de la proteina fusogénica del

paramyxovirus SV5 incrementa la citotoxicidad de la vincristina.

El efecto de potenciacion de la proteina fusogénica del paramyxovirus
SV5 sobre la citotoxicidad de la vincristina es independiente de la

concentracion después de las 48 h post-transfeccion.

Las células tratadas con vincristina después de 24 h de la transfeccién
presentan cambios morfolégicos en los nucleos, propios de los efectos
de la VC como los asociados a la expresion de la glicoproteina

fusogénica de SV5.

Se demostr6 que en etapas tempranas del proceso de fusién de
membranas la glicoproteina fusogénica del SV5 induce la expresion de

transcritos del gen c3.

Se demostr6 que la expresion de la proteina fusogénica del

paramyxovirus SV5 incrementa los niveles de expresion de la caspasa 3

en células tratadas con vincristina.
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APENDICE A

Lista de Material y Equipo

Agitador oscilatorio (LAB-LINE MAX/Rotator)

Autoclave eléctrica (Tuttnauer 2540 M)

Balanza analitica (Sartorius BL 1500 S)

Bafio de temperatura (Baxter B6990)

Bomba de vacio (GAST, presiéon max. 4.08 bar/60PSI)

Céamara de congelacion controlada (Nalgene)

Camara de conteo de Neubauer

Camara de electroforesis (Termo EC Midicell Primo EC 330)

Cémara de electroforesis (Termo EC Minicell Primo EC)

Céamara fotografica (SONY FD Mavica)
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Campana de flujo laminar clase Il (LABCONCO)
Centrifuga refrigerada (eppendorf 5810 R)

Charolas para reactivos de 50 ml desechables (Costar, Corning)
Congelador -20 °C (LAB LINE Inst. Cool Lab)
Cubetas desechables (UView BIORAD 50-2000pl)
Espectrofotometro UV/Vis (Jenway Genova)

Filtros de 25 mm didmetro y tamafio de poro 0.2 um
Fluorémetro (Perkin Elmer)

Frascos de cultivo de 25 cm? CORNING

Frascos para reactivo CORNING

Fuente de poder (EC 105)

Incubadora (Thermolyne 37900)

Incubadora con agitacién (Barnstead/LAB-LINE-Max Q 5000)
Incubadora con control de CO, (SHEL LAB TC2323)
Jeringas desechables de 10 ml

Lector de placas (BIORAD 550)

Material basico de laboratorio de vidrio
Microcentrifuga (eppendorf 5415 C)

Micropipetas eppendorf de 2.5, 20, 200 y 1000 pl
Microscopio de fluorescencia

Microscopio optico invertido (Van Guard 1291 CMI)
Minishaker (MSI IKA)

Pipeta multicanal de 250 ul (Transferpette)
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Pipetas Pasteur

Pipetas seroldgicas desechables de 10 ml (Costar, Corning)
Pipeteador manual (Drummond Pipet-Aid XP)

Placas de 16 pozos (Nalge nunc)

Placas de 24 pozos de fondo plano con tapa (Costar, Corning)
Placas de 96 pozos blancas de fondo claro con tapa (Costar, Corning)
Placas de 96 pozos de fondo plano con tapa (Costar, Corning)
Placas de cultivo de 10 cm de diametro (FALCON y CORNING)
Plancha de calentamiento con agitacion (Barnstead/Thermolyne)
Puntas blancas, amarillas y azules para micropipetas
Refrigerador (LG GR-739 DTC)

Tanque de nitrégeno liquido (CBS Cryosystems XC 20/20 Series)
Termociclador (eppendorf Mastercycler epgradient)
Termociclador en tiempo real (LightCycler modelo 2.0, Roche)
Transiluminador (Spectroline BI-O-Vision)

Tubos de cultivo de 12 X 75 mm FISHER

Tubos de fondo conico de 50 ml FALCON y CORNING

Tubos Eppendorfde 0.2, 1.5y 2 ml

Tubos para centrifuga de 15 ml CORNING

Viales de 1.5 ml para crioconservacién (nunc)
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APENDICE B

Reactivos

Acetato de amonio 4 M

Acetato de amonio 7.5 M, pH 7.8

Agar LB

Agar LB/amp 50 mg/ml

Agarosa 0.8%

Albumina sérica bovina (SIGMA)

Ampicilina (SIGMA)

Anticuerpo de conejo anti-actina (Invitrogen)
Anticuerpo secundario Alexa flior 488 (Invitrogen)

Bromuro de etidio 2 mg/ml
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Buffer de fosfatos 10X

CaCl, 100mM

Caldo LB

Caldo LB/amp 50 mg/ml

Cepa E. coliHB 101

Cepa E. coli transformada con PACC-F
Cloroformo (SIGMA)

CO; gas

Dimetil sulfoxido (SIGMA)

Enzimas de restriccion Kpn | y Eco RI (Promega)
Etanol (SIGMA)

Etanol 70%

Etanol 75%

Ferricianuro de potasio 5 mM

Ferrocianuro de potasio 5mM

FuUGENE (Roche)

Glicerol 30%

loduro de propidio (Invitrogen)

Isopropanol (SIGMA)

Jugo Azul 6X

Kit Access Quick RT-PCR System (Promega)

Kit Cell Titer 96AQueous One Solution (Promega)
Kit CytoTox-ONE Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega)

Kit Geneclean (QBIOgene)



Kit Go Taq flexi DNA (Promega)

Kit MICROCON (Millipore)

Kit Micropure EZ (Millipore)

Kit Transcriptor Reverse Transcriptase (ROCHE)
Linea celular HeLa

Marcador de peso molecular N3232S (NE BioLabs)
Medio DMEM (GIBCO)

MgCl,2 mM

NaOH 10 N

Paraformaldehido (Fluka)
Penicilina/Estreptomicina 5000U1/ml/5000 mg/ml (GIBCO)
Plasmido pBud LacZ/CAT (Invitrogen)

Plasmido pCl (Promega)

RNasa A (Q-BIO gene)

SDS 10%

Solucion amortiguadora de lisis

Sondas LightCycler DNA TagMan Master (ROCHE)
Suero bovino fetal (GIBCO)

Sulfato de vincristina (MP Biomedicals)
SYBR-Green | 1X

T4 DNA Ligasa (Invitrogen)

TAE 1X

TBE 0.5X

TE 1X
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Tripsina/EDTA 0.25%/1mM (GIBCO)

TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostic,USA)
Triton X-100 (SIGMA)

X-Gal (Promega)

La preparacidon de los reactivos y soluciones se realizd de acuerdo a
Sambroock y Russel (2001), (46).
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APENDICE C

99

Tablas de resultados de pruebat de ensayos para evaluar el efecto de la expresion de F sobre la

citotoxicidad de la vincristina a 2 concentraciones en células Hela

24 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control Cultivo VC 2nM
Media 1,17233333 1,14266667
Varianza 0,01268933 0,00153733
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada 0,00711333
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadistico t 0,43080209
P(T<=t) una
cola 0,34440563
Valor critico de
t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos
colas 0,68881127
Valor critico de
t (dos colas) 2,77644511

Control Cultivo VC2nM
Media 0,55 0,44
Varianza 0,001675 0,00845
Observaciones 3 2
Varianza
agrupada 0,00393333
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 3
Estadistico t 1,92133428
P(T<=t) una
cola 0,07522017
Valor critico de
t (una cola) 2,35336343
P(T<=t) dos
colas 0,15044035
Valor critico de
t (dos colas) 3,1824463

Control Cultivo VC2nM
Media 0,291 0,23466667
Varianza 0,002457 0,00015233
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada 0,00130467
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadistico t 1,91012283
P(T<=t) una
cola 0,06436385
Valor critico de
t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos
colas 0,12872769
Valor critico de
t (dos colas) 2,77644511




Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

iquales
24 horas
Control
Cultivo pCl
Media 117233333 1,015
Varianza 0,01268933  0,000756
Observaciones 3 3
Varianza agrupada  0,00672267
Diferencia hipotética
de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 2,35015001
P(T<=t)unacola  0,03925124
Valor critico de t

(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas  0,07850248
Valor critico de t

(dos colas) 2,77644511

Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

48 horas

Control

Cultivo nCl
Media 0,55 0413
Varianza 0,001675  0,007824
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,004749%5
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 2,43468203

P(T<=t) unacola 0,03580904

Valor critico de t
(Unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,07161808
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

72 horas
Control
Cultivo pCl
Media 0,291 0,29533333
Varianza  0,002457  0,00382533
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00314117
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot 0,09469395
P(T<=t) una
cola 0,46455595
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 09291119
Valor critico de

t(dos colas) 277644511
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24 horas 48 horas 72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas|  Prueba t para dos muestras suponiendo Prueba t para dos muestras suponiendo
iquales varianzas iguales varianzas iguales
Control Control Control
Cultivo nCl Cultivo nCl Cultivo nCl
Media 117233333 1,015 Media 0,55 0413 Media 0291  0,29533333
Varianza 0,01268933  0,000756 Varianza 0,001675 0007824 | Varianza ~ 0,002457  0,00382533
Observaciones 3 3 Observaciones 3 3 Observaciones 3 3
Varianza Varianza
Varianza agrupada  0,00672267 agrupada  0,0047495 agrupada  0,00314117
Diferencia Diferencia
Diferencia hipotética hipotética de las hipotética de
de las medias 0 medias 0 las medias 0
Grados de Grados de
Grados de libertad 4 libertad 4 libertad 4
Estadistico t 2,35015001 Estadisticot 243468203 Estadisticot 0,09469395
P(T<=t) una
P(T<=t)unacola  0,03925124 P(T<=t) una cola 0,03580904 cola  0,46455595
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(una cola) 2,13184678 (Unacola) 213184678 t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos P(T<=t) dos
P(T<=t) dos colas  0,07850248 colas 0,07161808 colas 0,9291119
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(dos colas) 2,77644511 (doscolas) 277644511 t(dos colas) 277644511
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24 horas 48 horas 72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas|  Prueba t para dos muestras suponiendo Prueba t para dos muestras suponiendo
iquales varianzas iguales varianzas iguales
Control Control Control
Cultivo nCI-F Cultivo nCl-F Cultivo nCI-F
Media 1,17233333  0,82566667 Media 055  0,35333333|  Media 0,291 0,151
Varianza 0,01268933 0,08449733|  Varianza 0,001675 0,00013433 | Varianza ~ 0,002457 9E-06
Observaciones 3 3 Observaciones 3 3 Observaciones 3 3
Varianza Varianza
Varianza agrupada  0,04859333 agrupada  0,00090467 agrupada  0,001233
Diferencia Diferencia
Diferencia hipotética hipotética de las hipotética de
de las medias 0 medias 0 las medias 0
Grados de Grados de
Grados de libertad 4 libertad 4 libertad 4
Estadistico t 1,92605803 Estadisticot  8,00814802 Estadisticot  4,88306074
P(T<=t) una
P(T<=t)una cola  0,06319361 P(T<=t) una cola 0,00065939 cola  0,00407132
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(una cola) 2,13184678 (Unacola) 213184678 t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos P(T<=t) dos
P(T<=t) dos colas  0,12638722 colas 0,00131878 colas  0,00814263
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(dos colas) 2,77644511 (doscolas) 277644511 t(dos colas) 277644511
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24 horas 48 horas 72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas|  Prueba t para dos muestras suponiendo Prueba t para dos muestras suponiendo
iquales varianzas iguales varianzas iguales
Control Control Control
Cutvo  pClVe 2nm Cutvo  pClVe 2nm Cutvo  pClVe 2nm
Media 117233333 1,039 Media 0,55 04 Media 0291  0,26033333
Varianza 0,01268933  0,008341 Varianza 0,001675 0005529 | Varianza  0,002457  0,00015633
Observaciones 3 3 Observaciones 3 3 Observaciones 3 3
Varianza Varianza
Varianza agrupada  0,01051517 agrupada 0,003602 agrupada  0,00130667
Diferencia Diferencia
Diferencia hipotética hipotética de las hipotética de
de las medias 0 medias 0 las medias 0
Grados de Grados de
Grados de libertad 4 libertad 4 libertad 4
Estadistico t 1,59248843 Estadisticot ~ 3,06101202 Estadisticot  1,03903409
P(T<=t) una
P(T<=t)una cola  0,09324614 P(T<=t) una cola 0,01881066 cola 017873398
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(una cola) 2,13184678 (Unacola) 213184678 t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos P(T<=t) dos
P(T<=t) dos colas  0,18649227 colas 0,03762131 colas 03574679
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(dos colas) 2,77644511 (doscolas) 277644511 t(dos colas) 277644511
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24 horas

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

iquales
Control
Cultivo
Media
Varianza
Observaciones 3
Varianza agrupada  0,01565183
Diferencia hipotética
de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 3,91255946
P(T<=fjunacola  0,00867814
Valor critico de t

(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas  0,01735629
Valor critico de t

(dos colas) 2,77644511

pCl-

117233333 0,77266667
0,01268933 001861433

3

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
FIVe 2nm Cultivo pCl-F
Media 055 027333333
Varianza 0,001675  0,01520633
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00844067
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 3,68819685
P(T<=t) una cola 0,01052599
Valor critico de t
(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,02105199
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
Ve 2nm Culivo  pCI-F/Ve 2nm
Media 0,291 0,147
Varianza  0,002457 0,000763
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada 0,00161
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot  4,39536741
P(T<=t) una
cola 0,00586672
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas  0,01173343
Valor critico de

t(dos colas) 277644511
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24 horas

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo

iquales varianzas iguales varianzas iguales
pCl-F \ pCl-F/Ve 2nm pCl-F \ pCl-F/Ve 2nm pCl-F pCl-FVe 2nm
Media 0,82566667 0,77266667 Media 0,35333333 0,27333333|  Media 0,151 0,147
Varianza 008449733 0,01861433|  Varianza ~ 0,00013433 0,01520633 | Varianza 9E-06 0,000763
Observaciones 3 3 Observaciones 3 3 Observaciones 3 3
Varianza Varianza
Varianza agrupada  0,05155583 agrupada  0,00767033 agrupada  0,000386
Diferencia Diferencia
Diferencia hipotética hipotética de las hipotética de
de las medias 0 medias 0 las medias 0
Grados de Grados de
Grados de libertad 4 libertad 4 libertad 4
Estadistico t 0,28587922 Estadisticot ~ 1,11873828 Estadisticot 0,24935149
P(T<=t) una
P(T<=t)una cola  0,39458229 P(T<=t) una cola 016294834 cola 040768497
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(una cola) 2,13184678 (Unacola) 213184678 t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos P(T<=t) dos
P(T<=t) dos colas  0,78916457 colas 0,32589669 colas 081536995
Valor critico de t Valor critico de t Valor critico de
(dos colas) 2,77644511 (doscolas) 277644511 t(dos colas) 277644511
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24 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

iquales
veaM | pck
Media 1,14266667 0,77266667
Varianza 0,00153733  0,01861433
Observaciones 3 3
Varianza agrupada  0,01007583
Diferencia hipotética
de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 451447098
P(T<=fjunacola  0,00535171
Valor critico de t
(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas  0,01070342
Valor critico de t
(dos colas) 2,77644511

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Ve 2nm VC2nM pCI-FIVe 2nm
Media  0,23466667 0,147
Varianza  0,00015233  0,000763
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00045767
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot 5,01886463
P(T<=t) una
cola 0,00369564
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas  0,00739127
Valor critico de

FIVe 2nm VeaM | pCHF
Media 044 027333333
Varianza 0,00845  0,01520633
Observaciones 2 3
Varianza
agrupada  0,01295422
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 3
Estadisticot ~ 1,60410836
P(T<=t) una cola  0,1035138
Valor critico de t
(unacola) 235336343
P(T<=t) dos
colas 0,20702759
Valor critico de t
(dos colas) ~ 3,1824463

t(dos colas) 277644511

106




24 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iquales

Control cultivo V¢ 5 nm

Media 1,17233333  0,96766667
Varianza 0,01268933  0,00196933
Observaciones 3 3
Varianza agrupada  0,00732933
Diferencia hipotética
de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 2,92792878
P(T<=t)unacola  0,0214512
Valor critico de t

(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas  0,04290239
Valor critico de t

(dos colas) 2,77644511

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
cultivo Ve5nm
Media 055  0,42566667
Varianza 0,001675  0,00452633
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00310067
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 2,73467466
P(T<=t) una cola 0,02609547
Valor critico de t
(Unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,05219093
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
cultivo Ve5nm
Media 0,291 0,23233333
Varianza ~ 0,002457  0,00068033
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00156867
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot  1,8141438
P(T<=t) una
cola 0,07192634
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas  0,14385267
Valor critico de

t (dos colas) 277644511
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24 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iquales

Control cultivo pClVe 5nm

Media 117233333 0,843
Varianza 001268933  0,019476
Observaciones 3 3
Varianza agrupada  0,01608267
Diferencia hipotética
de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 3,18055045
P(T<=t)una cola  0,01675878
Valor critico de t

(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas  0,03351755
Valor critico de t

(dos colas) 2,77644511

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
culivo  pClVe 5nm
Media 055  0,36966667
Varianza 0,001675  0,00397633
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00282567
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 4,15490574
P(T<=t) unacola 0,00710184
Valor critico de t
(Unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,01420368
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
cultivo nCIVe 5nm
Media 0,291 0,235
Varianza  0,002457 0,0003
Observaciones 3 3
Varianza
agupada  0,0013785
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot  1,84726955
P(T<=t) una
cola 0,06921341
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas  0,13842681
Valor critico de

t (dos colas) 277644511
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24 horas

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

Media
Varianza
Observaciones

Varianza agrupada

Diferencia hipotética
de las medias

Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola
Valor critico de t
(una cola)

P(T<=t) dos colas
Valor critico de t
(dos colas)

iquales

nCl-F/ve
Control cultivo ~ 5nm
1,17233333 0,65
0,01268933  0,021283
3 3

0,01698617

0

4
4,9084648

0,00399762
2,13184678
0,00799525

2,77644511

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control ~ pCI-F/Ve
cultivo 5nm
Media 055  0,27433333
Varianza 0,001675 0,00812233
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00489867
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 4,82381829
P(T<=t) una cola 0,00424969
Valor critico de t
(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,00849938
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Control
cutivo ~ pCl-F/Ve 5nm
Media 0,291 0,139
Varianza  0,002457 0,000243
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00135
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot 5,06666667
P(T<=t) una
cola 0,00357354
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas  0,00714708
Valor critico de

t(dos colas) 277644511
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nCl-F/ve
5nm
0,65
0,021283
3

24 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iquales
pCI-F
Media 0,82566667
Varianza 0,08449733
Observaciones 3
Varianza agrupada  0,05289017
Diferencia hipotética
de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 0,93550804
P(T<=t)una cola  0,20124447
Valor critico de t

(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 040248895
Valor critico de t

(dos colas) 2,77644511

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

nCl-FIVe
nCl-F 5nm
Media 0,35333333  0,27433333
Varianza  0,00013433 0,00812233
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00412833
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 1,50586258
P(T<=t) una cola 0,10328213
Valor critico de t
(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,20656427
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

pCF pCl-F/Ve 5nm
Media 0,151 0,139
Varianza 9E-06 0,000243
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,000126
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot 1,30930734
P(T<=t) una
cola 0,13028727
Valor critico de
t(unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas  0,26057455
Valor critico de

t(dos colas) 277644511
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24 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

iquales
nCl-F/ve
Ve5nm 5nm
Media 0,96766667 0,65
Varianza 0,00196933  0,021283
Observaciones 3 3
Varianza agrupada  0,01162617
Diferencia hipotética
de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 3,6082698
P(T<=t)una cola  0,01129566
Valor critico de t

(una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas  0,02259132
Valor critico de t

(dos colas) 2,77644511

48 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

nCl-FIVe
Vehnm 5nm
Media 0,42566667 0,27433333
Varianza  0,00452633 0,00812233
Observaciones 3 3
Varianza
agrupada  0,00632433
Diferencia
hipotética de las
medias 0
Grados de
libertad 4
Estadisticot ~ 2,33062742
P(T<=t) una cola 0,04009848
Valor critico de t
(Unacola) 213184678
P(T<=t) dos
colas 0,08019695
Valor critico de t
(doscolas) 277644511

72 horas
Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Ve5nm  pCl-F/Ve 5nm

Media 023233333 0,139
Varianza  0,00068033  0,000243
Observaciones 3 3
Varianza

agrupada  0,00046167
Diferencia

hipotética de

las medias 0

Grados de

libertad 4

Estadisticot  5,3200798

P(T<=t) una

cola 0,00300262
Valor critico de

t(unacola) 213184678

P(T<=t) dos

colas  0,00600524
Valor critico de

t(dos colas) 277644511
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