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6. METODOS

6.1 Construccion de un vector que tenga elementos de respuesta para CEM

6.1.1 Clonacién del promotor en el vector pNFKB-luc (Clontech, # Cat 631904)

La secuencia del promotor de hsp70 fue introducida en el ‘pldsmido pNFKB-LUC
(Figuras 1 y 2), el cual contiene: una seﬁal de poliadenilaciéﬁ del vimsrde simio 40
(SV40), un gen de resistencia a penicilina, el gen uc que expresa la luciferasa. El
promotor sera insertado dentro de este vehiculo de manera completa, la cual contiene los

elementos de respuesta a CEM. El vehiculo resultante serd entonces llamado pCEM.
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Figura 1. Mapa del vector pNFKB-luc de 5.0 Kb mostrando los sitios de restriccion.



ACGCCAGOCT
GTACGGGADG TACTTGGAGC GGUCGCAATA
TEGGTTITTT GIGIGRATCG ATAGTACTAA

ARACATAARG ARAGGOCCGE CGLCATTCTA
ACTGCATARG GUTATGAMGA GATACGLOCCT
ACATATCGAG GTGGACATCA CTTACGCTGR
RAGCTATGARR CLATATGE TGRATACAAN
TCTTCARTTC TTTATGINGG TCTTHGGOGC
GAPMOGRCATT TATRATGARC GTGRATTGCT
GGIGTICGYT TOSAAAARGG CGTTGURAMAR
CATCCARAARR ATTATTATCA TGGATTCTAA
CACGTTIOGTC ACATCICATC TAOCTCOOCGG
CTTCGATAGG GACAMGACAM TTGCALTGAT
TAAAGGTGTC GCTCTGOCTC ATRGAACTGC
TATTTTIGEC ARTCAPATCA TTCOGGATAC

CEGTTTTGGA
GTATAGATTT
GCTGCTGOTIG CCRACCCTAT TCTCCITCTY
TTYAICTAAT TTACACGAAR TIGCTTCIGE
RGOGGTTGOL AAGAGGTTOC ATCTGOCAGE
TACKRTCAGLT ATTCTGATTA CACCUGAGGG
TGTICCRTTIT

TCAATCTAAA GTATATATGA GTRAACTTGG

MARTRTCTTT ATTTTCATTA CATCTGTGTG
CATACGCTCT CCATCAMMAL AAMACGAARC

ATCGATR

Figura 2. Secuencia de nucledtidos del vector pPNFKB-luc.

39



40

6.1.2 Preparacién de células competentes

1.- De un cultivo de Escherichia coli DH5a se tomd una asada y se inocul6 un tubo
conico conteniendo 15 ml de medio LB sin antibidtico. Se incubo durante 24 horas a
37°C.

2.- Al siguiente dia se toma | ml de la suspension bacteriana y se agregd en 30 ml de
medio LB también sin antibiotico y se mantuvo el crecimiento hasta la fase log a 37°C a
280 rpm por 2-3 horas. Luego se distribuyé a tubos cénicos estériles de 15 ml.

3.- Posteriormente se centrifuga a 7000 rpm por 10 minutos.

4.- Se elimino el sobrenadante y se agrego al paquete celular 6 ml de CaCl, 0.1 M y se
resuspendié y se mantuvo en barfio de hielo por 30 minutos.

5.- Después se centrifugd a 7000 rpm por 10 minutos y se elimina el sobrenadante.

6.- El paquete celular obtenido se resuspendié con 1 ml de CaCl; 0.1 M y se mantienen

las células a 4°C por toda la noche.

6.1.3 Transformacion de Escherichia coli con el vector pNFKB-luc

1.- De la suspension de células competentes obtenida se tomaron 100 pL y se mezclaron
con 1uL del plasmido pNFKB-luc y posteriormente se mantuvo en hielo por 30
minutos.

2.- Después se expusd la suspension a un cheque t€rmico de 42 °C  por exactamente |
minuto.

3.- Luego se volvid a colocar el vial con la suspension en hielo por 1 minuto.

4.- Después se agregaron 500 pL de medio LB sin antibidtico y se incubaron a 37°C por

1 hora. En agitacion (500 rpm en el Thermomixer 5436).
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5.- Luego se extrajeron 200 pl. de la suspension celular conteniendo el ptasmido y se
agregaron en 5 ml de agar o caldo LB adicionado con penicilina (50 pg/ml).

6.- Se incuban a 37°C por 24 horas.

6.1.4 Obtencion de plasmidos de colenias miiltiples por miniprep

1.- En tubos conteniendo 5 ml de caldo LB adicionado con ampicilina se inocularon con
Escherichia coli DHSa conteniendo €] vecior pNFKB-luc; posteriormente se incubaron
a 37°C por toda la noche.

2.- Al siguiente dia, se tomaron 2 nil de la suspension bacteriana y se vierten ¢n un tubo
eppendorf estéril, para luego centrifugar a 13000 rpm durante 1 minuto.

3.- Transcurrido dicho tiempo se elimind el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendid con 70 uL de colorante Dye.

4.- Posteriormente se agregaron 40 pL de fenol saturado y se mezcld vigorosamente en
el vortex por aproximadamente | minuto.

5.- Después se centrifugé a 13000 rpm por 3 minutos y se eliminé el precipitado, al
sobrenadante se le agregaron 12 uL y se coloca en un carril de un gel de agarosa al
0.8%.

6.- Se corri6 la muestra a 100 V hasta % partes, para finalmente revelar el gel

sumergiéndolo en bromuro de etidio.
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6.1.5 Purificacién de plismidos mediante miniprep de acetato de potasio

1.- Se inocularon 20 pL de Escherichia coli que contenian el vector pNFKB-luc en un
tubo cénico con 15 ml de medio LB adicionado con ampicilina a una concentracion de
50 pg/ml y se incuba por 24 horas bajo agitaciéon a 37 °C.

2.- Transcurrido dicho periodo, las células se centrifugan a 2500 rpm por 20 minutos.

3.- Postertormente se descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendioé con 1ml
de solucion 1(Apéndice 1), se mezcla en el vortex y se dejo reposar en hielo por 5
minutos.

4.- Después se agregaron 2 ml de solucion II y se mezclé muy suavemente y se mantiene
en hielo por 5 minutos,

5.- Luego se agregaron 1.5 ml de solucién III, se mezcld vigorosamente y se dejo
reposar en hielo 5 minutos.

6.- La mezcla obtenida se distribuyeron 1.5 ml en tubos eppendorf y se centrifugaron a
13060 rpm por 1 minuto.

7.- El sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo eppendorf estéril y se agregan

350 uL de PG 8000 y se incuba en hielo por 30 minutos.

8.- Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm por 10 minutos.

9.- Se elimino el sobrenadante y el precipitado se lavd con 1 ml de etanol al 70 %.

10.- Se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos.

11.- El botén final conteniendo el plasmido fue secado a 60 °C por 10 minutos y se

resuspendid con 20 pL de agua para PCR.
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6.1.6 Maxiprep con acetato de amonio

l.

10.

11.

Se tomaron 2 mi de la suspension bacteriana de Escherichia coli conteniendo el
vector pNFKB-luc y se vertieron en un matraz conteniendo 250 ml de caldo LB
adicionado con 250 pl. de ampicilina a una concentracion de 50 ug/ml, y se incub6 a
37°C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo las células se centrifugaron a 3100 rpm  por 20 minutos.

Se resuspendid el paquete celular con 6 ml de la solucién 1 fresca y se incubé en
hielo por 20 minutos (Apéndice 1).

Posteriormente se agregaron 12 ml de la solucidn II y se mezcla por inversion y se
incuba en hielo por 10 minutos.

Luego se agregaron 9 ml de acetato de amonio 7.5 M a pH 7.6, se mezcléd
vigorosamente utilizando el vortex por 5-10 segundos y se incubd en hielo por 10
minutos.

Transcurrido este lapso se centrifugd a 8000 rpm por 15 minutos.

Después el sobrenadante se vertid a un tubo fresco estéril y se le agregaron 0.6
volimenes de isopropanol (16 ml) y se incubé a temperatura ambiente para luego
centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos. Después de la centrifugacion la pastilla fue
resuspendida en 4ml de acetato de amonio 2.0 M a pH 7.4 se mezclé generosamente
y se incubd en hielo 10 minutos.

Se volvié a centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos y €l sobrenadante resultante fue
puesto en un tubo fresco y se agregaron 4 ml de isopropanol, se mezcl6 por inversion
y s¢ incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos.

Se vuelve a centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos y ¢l precipitado resultante se
resuspende en 1 ml de agua bidestilada estéril y se agregan 10 pL. de RNAsa a una
concentracion de 5 mg/ml y se incuba a 37°C por 20 minutos.

Después se agrega 1 ml de acetato de amonio 7.5 M a pH 7.6 y se mezcla por
inversion. Se incuba a temperatura ambiente por 5 minutos para después centrifugar
a 8000 rpm por 15 minutos.

El sobrenadante se pasa a un nuevo tubo y se le agregan 3 ml de isopropanol, se

mezcla y se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos.
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12. Se centrifugd a 10000 rpm por [0 minutos y el precipitado resultante fue lavado con
1 ml de etanol al 70%, se centrifuga a 8000 rpm por 15 minutos.
13. Se eliminé el sobrenadante se seca 10 minutos a 60°C y se resuspende con 50 pl de

agua para PCR.

6.1.7 Digestion parcial de pNFKB-luc para despojarlo de su promotor original

mediante las enzimas Nhel y HindIII

1. En un tubo eppendorf estéril se agregé 1 uL del plasmido pNFKB-luc.

2. Posteriormente se adicionan 15.8 pl. de agua para PCR, 2 pul. de amortiguador D,
0.2 uL.de BSA y 1 uL de la enzima 1 pL de Nhel.

3. Después se incubd a 37°C por 1.5 horas bajo agitacion continua en el mezclador -
incubador (Thermomixer 5436 Eppendorf, Instrumental Brinkmann # de serie
11510).

4. Finalizado el tiempo anterior se agregd 1 pl. de Hind Il y se incubé con las
condiciones antes mencionadas por 5 minutos.

5. Concluido el lapso de tiempo se procedié al analisis de la digestion mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %.

6.1.8 Purificacion de pNFKB-lu¢ sin su prometor original a partir de gel de

agarosa mediante kit geneclean turbo (Marca de Qbiogene)

1. Se cortaron las bandas de gel y se colocaron en un tubo de 1.5 ml de microcentrifuga.
2.- Luego se agregaron 100 p! de solucidon de sal de turbo geneclean por cada 0.1 g de
gel de agarosa y se mezclaron.

3. Después se incubo a 55 °C por 5 minutos para disolver el gel, invirtiendo el tubo para
mezclar.

4 - Se transfirio un volumen menor a 600 pl de la mezcla obtenida en un turbo cartucho

puesto en el interior de un tubo eppendorf.
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5.- Se centrifugd por 5 minutos hasta que todo el liquido pasoé a través del filtro. Después
fue vaciada.

6.- Se agregaron 500 pl de solucién de lavado.

7.- Se volvio a centrifugar por 5 segundos y se vacid el tubo.

8. Se centrifugé el turbo cartucho por cuatro minutos mas para remover la solucion de
lavado.

9. Se removio el turbo cartucho del tubo y se puso en un nuevo tubo eppendorf de 1.5
ml.

10. Se agregaron 30 ul de solucién de elusion de turbo geneclean directamente sobre la
resina embebida en la membrana y se incubé a temperatura ambiente por 5 minutos.

11. Se centrifugé por 1 minuto para transferir el ADN eluido para el tubo receptor. Se

descarté el turbo cartucho y se cerro el tubo receptor de elusion.

6.1.9 Aislamiento de ADN a partir de sangre venosa periférica por medio del
método TSNT
1. Se tomaron 300 pl de sangre recién obtenida y se colocaban en un tubo
eppendorf de 1.5 ml
2. Seagregaron 200 ul de amortiguador de lisis.
3. Después se agregaron 500 pl de fenol, mezclando suavemente por 1 minuto.
4. Se vertieron 100 pl de amortiguador SEVAG (Cloroformo: Alcohol isoamilico
[:1).
5. Se mezclé vigorosamente por vortex por 5 minutos.
6. Después se agregaron 200 ul de amortiguador TE 1X y se volvié a mezclar.
7. Se centrifugé a 15 rpm durante 15 minutos.
8. Posteriormente el sobrenadante es puesto en un nuevo vial.
9. Se precipité ADN con 2 volumenes de etanol al 100 % .

10. Se volvid a centrifugar 5 minutos a 15 rpm y se descarté sobrenadante.
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11. El precipitado se lavé después con | ml de etanol al 70%.
12. La pastilla fue secada por 20 minutos a 60°C y se resuspende con TE 1X.

13. Se observo el ADN en gel de agarosa al 0.85%.

6.1.1¢ PCR para obtencion de amplicon de promotor de hsp70 a partir de sangre
venosa periférica
El ADN obtenido mediante purificacion por TSNT fue expuesto a la mezcla de

reaccion que se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Mezcla de reaccion utilizada para amplificar ¢l promotor de hsp70.

Reactivo Volumen (ul)
H,O PCR 72.6
Amortiguador { 10.0

Mgcl; 3

dNTPs |

Oligo 1 2

Oligo 2 2

ADN 4

TOTAL 100

Las secuencias de los oligos para amplificar la region promotora de hsp70 de 273
nucledtidos fueron:

Oligo 1 (5°-3)

ctg gee tct gat tgg tec cga teg

Oligo 2 (57-37)

gct agc cgc cat gga gac caa cac cc

Después de haber hecho la mezcla, los tubos de reaccion fueron puestos en el

termociclador con el programa que se indica en la tabla 2.
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Tabla 2. Ciclos de temperatura utilizados para obtener el producto de amplificacion.

Temperatura ("C) | Tiempo (Min) | Numero de ciclos
94 1 1
94 1
52 1 10
72 2
72 5 |

Terminados los ciclos de incubacion, se determiné la presencia del producto de PCR
mediante la aplicacion de muestra en gel de agarosa al 1.0 %, y se cortaron las bandas

que contenian el amplicon para purificar posteriormente,

6.1.11 Purificacién de promotor de hsp70 a partir de gel de agarosa mediante kit

geneclean turbo (Qbiogene)

1. Se cortaron las bandas conteniendo el promotor de hsp70 de gel y fueron colocadas en
un tubo de 1.5 ml de microcentrifuga.

2.- Luego se agregaron 100 pl de solucidén de sal de turbo geneclean por cada 0.1 g de
gel de agarosa y se mezclan.

3. Después se incubd a 55 °C por 5 minutos para disolver el gel, invirtiendo ¢l tubo para
mezclar,

4.- Se transfirié un volumen menor a 600 pl de la mezcla obtenida en un turbo cartucho
que fue puesto en el interior de un tubo eppendorf.

5.- Se centrifugd por 5 minutos hasta que todo el liquido pasa a través del filtro. Después
s¢ vacio.

6.- Se agregaron 500 pl de solucion de lavado.
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7.- Se centrifugd por 5 segundos y se vacio el tubo.

8. Se centrifugo el turbo cartucho por cuatro minutos mas para remover la solucion de
lavado.

9. Se removié el turbo cartucho del tubo y se puso en un nuevo tuvo eppendorf de 1.5
ml.

10. Se agregaron 30 pl de solucidon de elusion de turbo geneclean directamente sobre la
resina embebida en la membrana y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos.

11. Se centrifugd por 1 minuto para transferir el ADN fluido para el tubo receptor. Se

descarto el turbo cartucho y se cerro el tubo receptor de elusion.

6.1.12 Ligacién de secuencia promotora de HSP70 a vector pGEMT-easy
Se realizé la ligacidn de pGEMT-easy vector (Figura 3), distribuido por Promega
con ¢l producto de PCR (Tabla 1). Para lo cual se calculé la concentracion de inserto a
ligar de la siguiente manera:
ng de inserto= ((ng Vector)(Kb inserto))/Kb Vector
ng de inserto de promotor de hsp70= ((50 ng)(0.28 Kb hsp70))/3.0 Kb Vector
ng de inserto de promotor de hsp70=4.66
Para una proporcion 3:1 serian 14 ng de producto de PCR (promotor hsp70)

Tabla 3. Mezcla de ligacion para obtener pGEM-T unido al promotor de hsp70

Reactivo Reactivo
pGEMT 1
Mezcla de PCR 4

Ligasa 1
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Figura 3. Mapa con sitios de restriccion del vector pPGEMT-easy (No Cat A1360)

6.1.13 Transformacion de E, coli con el producto de Ligacion

1.- De la suspension de células competentes obtenida se tomaron 100 pl y se mezclaron
con 1pul del producto de ligacion conteniendo pCEM, posteriormente se mantuvo en
hielo por 30 minutos.

2.- Después se expone la suspensién a un choque térmico de 42 °C por exactamente 1
minuto.

3.- Luego se vuelve a colocar el vial con la suspension en hielo por 1 minuto.

4.- Después se agregan 500 pul. de medio LB sin antibidtico y se incuba a 37°C por 1
hora en agitacién (500 rpm en el Thermomixer 5436).

5.- Luego se extraen 200 pul. de la suspension celular conteniendo el plasmido y se
agregan en 5 ml de agar o caldo LB adicionado con penicilina (50 pg/ml).

6.- Se incuban a 37°C por 24 horas para posteriorm.ente determinar presencia de

plasmidos en transformantes mediante miniprep miltiple.
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6.1.14 Obtencién de plasmidos de colonias miltiples por miniprep

I.- En tubos conteniendo 5 ml de caldo LB adicionado con ampicilina se inocularon con
Escherichia coli DH5a conteniendo el vector pCEM; posteriormente se incubaron a
37°C por toda la noche.

2.- Al siguiente dia, se toman 2 ml de la suspension bacteriana y se vierten en un tubo
eppendorf estéril, para luego centrifugar a 13000 rpm durante 1 minuto.

3.- Transcurrido dicho tiempo se elimina el sobrenadante y el paquete celular se
resuspende con 70 pl de colorante Dye.

4.- Posteriormente se agregan 40 pl de fenol saturado y se mezcla vigorosamente en el
vortex por aproximadamente | minuto.

5.- Después se centrifuga a 13000 rpm por 3 minutos y se elimina el precipitado, al
sobrenadante se le agregan 12 pl y se coloca en un camril de un gel de agarosa al 0.8%.
6.- Se corre la muestra a 100 V hasta % partes, para finalmente revelar el gel

sumergiéndolo en bromuro de etidio.

6.1.15 Purificacion de plasmidos mediante el miniprep con Acetato de Potasio

1.- Se inoculan 20 pl. de Escherichia coli conteniendo el vector pCEM en un tubo
conico con 15 ml de medio LB adicionado con ampicilina a una concentracion de 50
pg/ml y se incuba por 24 horas bajo agitacion a 37 °C.

2.- Transcurrido dicho periodo, las células se centrifugaron a 2500 rpm por 20 minutos.
3.- Postertormente se descarté el sobrenadante y el precipitado se resuspendié con 1ml
de solucion 1, se mezclé en el vortex y se dejo reposar en hielo por 5 minutos.

4.- Después se agregaron 2 ml de solucion Il y se mezclé muy suavemente y se mantuvo

en hielo por 5 minutos.



51

5.- Luego se agregaron 1.5 ml de solucién III, se mezclé vigorosamente y se dejd
reposar ¢n hielo 5 minutos.

6.- La mezcla obtenida se distribuyé 1.5 ml en tubos eppendorf y se centrifugéd a 13000
rpm por | minuto.

7.- El sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo eppendorf estéril y se agregaron
350 pl de PG 8000 y se incuba en hielo por 30 minutos.

8.- Posteriormente se centrifuga a 13000 rpm por 10 minutos.

9.- Se elimina sobrenadante y el precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70 %.

10.- Se centrifuga a 13000 rpm por 3 minutos.

11.- El botdn final con el plasmido fue secado a 60 °C por 10 minutos y se resuspendié

con 20 pL de agua para PCR, para posteriormente llevar la insercion de hsp70 en

pNFKB-luc sin su promotor y obtener pCEM.

6.1.16 Clonacion del promotor de hsp70 en pNFKB-luc

La secuencia del promotor de hsp70 fue introducida en el plasmido pNFKB-LUC, el
cual contiene: una seilal de poliadenilacion del virus de simio 40 (SV40), un gen de
resistencia a penicilina, el gen /uc que expresa la luciferina. El promotor fue insertado
dentro de este vehiculo de manera completa, que contiene los elementos de respuesta a

CEM. El vehiculo resultante sera entonces llamado pCEM (Figura 4).

160701
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Figura 4 Mapa con sitios de restriccion del vector pCEM

6.1.17 Digestién parcial de pCEM mediante las enzimas Nhel y HindIlI

1. Enun tubo eppendorf estéril se agrega 1 pl del plasmido pCEM.

2. Posteriormente se adicionan 15.8 pl de agua para PCR, 2 pl de amortiguador D,

0.2 pl de BSA y 1 pl de la enzima 1 pl de Nhel.

3. Finalizado el tiempo anterior se agregé 1 pl de Hind III y se incubé con las
condiciones antes mencionadas por 5 minutos.

4. Después se incub6 a 37°C por 1.5 horas bajo agitacién continua en el mezclador
—incubador (Thermomixer 5436 Eppendorf, Instrumental Brinkmann # de serie

11510).
5. Concluido este lapso de tiempo se procedio al analisis de la digestion mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %.
6.1.18 PCR para deteccion del promotor de hsp70

Para detectar el promotor de hsp70 ligado al vector se elabord la mezcia de reaccion que

se presenta en la tabla 4.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para deteccion de hsp70 en pCEM.

Reactivo Volumen (pl)
H,O PCR 72.6
Amortiguador 10.0

Mgcl, 3

dNTPs 1

Oligo 1 2

Oligo 2 2

ADN de 4

veetor

TOTAL 100

Después de haber hecho la mezcla los tubos de reaccion fueron puestos en &l

termociclador con el programa que se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Ciclos de temperatura utilizados para obtener el producto de amplificacion.

Temperatura ("C) Tiempo (Min) | Numero de ciclos

94 1 1
94 1

52 1 10
72 2

72 5 1
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Terminados los ciclos de incubacidn, se determiné la presencia de producto de PCR
mediante la aplicacion de muestra en gel de agarosa al 1.0 %, para posteriormente llevar
la purificacion de pCEM a gran escala usando acetato de amonio para su transfeccién en

lineas celulares.

6.2 Evaluacion de la respuesta a CEM in vitro mediante la transfeccién del vector

pCEM e¢n lineas celulares tumorales HeLa, Iner-37, RMA-E7 Y BMK16

Antes de la transfeccion, se agregaron 6x10* células por ml en placas para
transfeccion de 6 pozos de 35 mm, y se incubaron las células a 37 "C en una atmédsfera
de CO; hasta obtener una confluencia celular de un 70-80%. Después se agregaron 0.4
pg de ADN en 100 pl de medio D-MEM libre de suero con 0.1 mM NEAA. La mezcla
obtenida s¢ incubo
a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente se diluyeron 10 ul de Lipofectin
en 100 pl un medio libre de suero en un segundo tubo. La mezcla obtenida se incubéd por
30 minutos a temperatura ambiente. Después mientras se formaron los complejos, se
sustituyé el medio de las células con 200 pl de medio libre de suero. Realizado esto se
obtuvo el complejo ADN-mezcla de lipidos contenido en medio fresco y se incubo a 37
°C al 5% de CO; por 3 horas. Transcurrido este tiempo fueron agregados | ml de medio
con 10% de FBS (Suero fetal bovino). Posteriormente a las 24 horas después de la

transfeccion se cosecharon las células.
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6.2.1 Sistema de exposicion a CEM

Las células HeLa transfectadas después de 48 hrs se sometieron a la accidén de CEM,
se colocaron en el intertor de un solenoide de 250 vueltas de alambre laqueado (Figura
5). El cual esta conectado a tres transformadores reductores (12 Volts de salida y 3
Amps) los cuales a su vez estaban conectados a un transformador variable VARIAC (V
de salida 0-120 V). La intensidad producida por el solencide varié durante los
experimentos de 8 y 80 puT durante un periodo de 20 minutos. El solenoide durante la
exposicion de las células se localizé en el interior de una incubadora que mantenia la

temperatura a 37 °C.

Después de la exposicién las células se mantuvieron en reposo a 37 °C al 5% de CO»

durante 30 minutos.
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Figura 5. Sistema de exposicion a CEM para producir intensidades de 8 y 80 4T

6.2.2 Exposicion de lineas celulares a choque térmico
Las lineas celulares después de 48 h de haber sido transfectadas se incubaron a
43°C por 20 min. Posteriormente se dejaron reposar las células por 30

minutos a 37°C con 5% de CO-.

6.2.3 Exposicion del efecto combinado de choque térmico y CEM

En otro experimento, la linea celular HeLa después de transfectada se expuso a la
accion combinada de CEM y choque térmico, comparado con un grupo control
solamente transfectado con pCEM, y un grupo sin transfectar. En un grupo se llevé a
cabo la exposicion por 20 minutos a CEM de 60 Hz para posteriormente exponer a
choque térmico; por otra parte, en un segundo grupo, se expuso inicialmente a choque

térmico y posteriormente a CEM de 60 Hz de frecuencia.
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6.2.4 Deteccion de la expresién de la luciferasa por luminometria

Las células después de haber sido expuestas, se lavaron con 2mi de amortiguador PBS.
Posteriormente se agregaron 200 pl de amortiguador de lisis y se mantuvieron en reposo durante
15 minutos, para luego centrifugar a 12000 rpm durante 10 segundos.

Para determinar la actividad enzimatica de la luciferasa, se utilizé un luminémetro Turner
modelo 20e (Tumer Designs, Sunnyvale, CA, USA) después de haber agregado 100 pl de D-
luciferina 0.4 mM segin la técnica propuesta por Day y Day (1994).

6.2.5 Deteccién de la expresion de luciferasa en lineas celulares mediante Western-
Blot

Para determinar si los homogenizados celulares presentaban anticuerpos contra
luciferasa, se llevd acabo una inmunodeteccion por Western Blot. Esta técnica permite
transferir las proteinas separadas en un gel de poliacrilamida a un filtro de
nitrocelulosa, donde son reconocidas mediante reacciones especificas con antigenos
mediante quimioluminiscencia.

Con las muestras utilizadas en los ensayo de determinacion de luciferasa mediante
luminometria, se prepard un gel de poliacridamida al 12%,de la siguiente manera:
Preparacién de las muestras de lineas celulares

e Centrifugar las muestras a 12000 revoluciones por 5 min.

e descartar el sobrenadante

» afiadir 100 pl de amortiguador de lisis SDS gel 2X

e mezclar en el vortex

¢ calentar en agua a punto de ebulliciéon por 10 min.

» pasar a hiclo (congelar si las muestras no se van a utilizar inmediatamente a

-20°C).



Preparacion del Gel
Poliacrilamida 12 % (5 ml)

H20 destilada
Acrilamida Mix 30 %
Tris 1.5M (pH 8.8)
SDS 10%

APS 10%

TEMED

1.7
20
1.3
50.0
50.0
4.0

ml.

ml.
ml.

pl.
pl.
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Después correr el gel en una fuente de poder a 100 volts, por aproximadamente 2 %

horas, 0 hasta que las muestras ileguen al final del gel.

Una vez corrido, se realizo la transferencia a una membrana de nylon, esto se llevo

acabo en una camara de transferencia, con un amortiguador adecuado. La transferencia

se realizo por 2 horas, a 300 miliampers constantes.

Después de concluido el tiempo, se cerciorara si hubo transferencia colocando la

membrana en un recipiente y se le agregaran algunas gotas de rojo Ponceau y agua

destilada, por unos segundos, observando la membrana para ver la aparicion de las

bandas de las proteinas, después decolorar la membrana con agua destilada, hasta que

quede nuevamente blanca; Una vez logrado esto, se realizaran los siguientes pasos:

1.- hacer dos lavados a la membrana con Tween 20/ PBS al 0.05 % por 5 min. cada

uno.

2.- bloquear la membrana con Tween 20/PBS al 2 % mas leche de vaca en polvo al

1 %, por 60 min.

3.- lavar la membrana con PBS 1 X, hasta eliminar el Tween.
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4.- adicionar el primer anticuerpo, preparandolo a la dilucidon deseada, los sueros
utilizados a una dilucion de 1:1000. Estas diluciones son preparadas con PBS 1X.
El primer anticuerpo contra luciferasa se deja 3 horas con agitacion suave.

S.- Después se elimmd el anttcuerpo.

6.- Luego se realizaron dos lavados con Tween/PBS al 0.05 % por 5 min. agitando
suavemente.

7.- Eliminar el Tween, con PBS.

8.- Después se afiadid el segundo anticuerpo, preparando una dilucién 1:3000, de
IgG anticabra conjugada con peroxidasa, y se dejo en agitacion por 4 horas.

9.- Luego se lavo con TBS-Tween, tres veces.

10.- Después se agregd 1a mezcla de sustratos Ay B.

Posteriormente se realizé la exposicion de la pelicula a la membrana bajo oscuridad
por 1 minuto aproximadamente. Después se realizo el revelado de la siguiente
manera:

1. Seexpuso a solucion reveladora por 1 minuto.

2. Se enjuagé con agua 5 segundos.

3. Se sumergio la pelicula en solucién fijadora.

4. Se enjuagd para finalmente observar la presencia de bandas.

6.3 Activacion del promotor por CEM in vivo
Para esta etapa inicialmente se obtuvo a gran escala por Maxiprep con acetato de

amonio el vector pCEM. Para posteriormente inyectarlo en raténes Mus musculus linea
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Balb/c, machos de 7 semanas proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Ciencias

Biologicas de la U.AN.L. y evaluar el efecto de CEM in vivo.

6.3.1 Maxiprep con acetato de amonio para obtener pCEM

10.

Se toman 2 ml de la suspension bacteriana de Escherichia coli conteniendo el
vector pCEM y se vierten en un matraz conteniendo 250 ml de caldo LB
adicionado con 250 pL. de ampicilina a una concentraciéon de 50 pg/ml, y se
incubd a 37°C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo las células se centrifugaron a 3100 rpm por 20 minutos.
Se resuspendio el paquete celular con 6 ml de la solucion 1 fresca y se incubd en
hielo por 20 minutos.
Posteriormente se agregaron 12 ml de la solucién 11 y se mezclé por inversion y
se incubd en hielo por 10 minutos.
Luego se agregaron 9 ml de acetato de amonio 7.5 M a pH 7.6, se mezclo
vigorosamente utilizando el vortex por 5-10 segundos y se incub6 en hielo por 10
minutos.
Transcurrido este lapso se centrifugd a 8000 rpm por 15 minutos.
Después el sobrenadante se vertié a un tubo fresco esténil y se le agregan 0.6
volumenes de isopropanol (16 ml) y se incubé temperatura ambiente para
luego centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos. Después de la centrifugacion la
pastilla fue resuspendida en 4ml de acetato de amonio 2.0 M a pH 7.4 se mezclé
generosamente y se incubd en hielo 10 minutos.

Se volvio a centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos y el sobrenadante resultante
es puesto en un tubo fresco y se agregaron 4 ml de isopropanol, se mezcld por
inversion y s¢ incubo a temperatura ambiente por 10 minutos.

Se volvio a centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos y el precipitado resulitante fue
resuspendido en 1 ml de agua bidestilada estéril y se agregaron 10 pul de RNAsa
a una concentracion de 5 mg/ml y se incubé a 37°C por 20 minutos.

Después se agregaron 1 ml de acetato de amonio 7.5 M a pH 7.6 y se mezclo
por inversion. Se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos para después

centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos,
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11. El sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo y se le agregaron 3 ml de isopropanol,
se mezcld y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos.

12. Se centrifugo a 10000 rpm por 10 minutos y el precipitado resultante fue lavado
con 1 ml de etanol al 70%, se centrifugd a 8000 rpm por 15 minutos.

13. Se elimind el sobrenadante se secé 10 minutos a 60°C y se resuspendié con 50

pL de agua para PCR.

6.3.2 Inyeccién de pCEM en Mus musculus

Los ratones utilizados en este trabajo, fueron inyectados en el musculo de la
pierna de la tibia anterior con 50 pg de vector diluido en NaCl al 0.85%, después de
30 segundos de haber inyectado se sometié el ratén a descarga de pulsos eléctricos.
(Tabla 6)

Tabla 6. Condictones utilizadas para la generacion de pulsos eléctricos.

Fuerza de Voitaje 250 V/iem

# de pulsos 6

Duracion de cada pulso | 20 mseg

Tipo de onda Cuadrada

Los ratones después de haber sido inyectados se expusieron a CEM de 80 pT de 60
Hz por 120 minutos diariamente durante 3 dias para posteriormente al quinto dia llevar
a cabo el sacrificio de los animales. También se determiné el tiempo en el que se daba

mayor nivel de expresion de luciferasa al exponer al dia 1, 3, 5 y 7 a CEM de 80 pT.
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6.3.3 Sistema de exposicién in vivo

Con este modelo se llevd a cabo la exposicién de ratones in vivo para la
determinacion del efecto de los CEM sobre la expresion de luciferasa. Los ratones
utilizados en los experimentos fueron colocados en el interior de un solenoide, el cual
constaba de 552 vueltas de alambre de cobre laqueado, de calibre 14, enrollado e¢n una
matriz de plastico de 27 cm de diametro y 71 cm de alto. Este fue alimentado per una
corriente eléctrica que provenia de una fuente de corriente alterna de 60 Hz que a su vez
se conectd a un transformador variable CONTROVAC-AC modelo A8CP. Con una
entrada de 120 volts y 12 amperes. Se incluyo ademas un transformador reductor que
permitié manejar el amperaje requerido para producir la intensidad magnética de 80pT.
Para el grupo no expuesto, los componentes de este sistema fueron similares a los del
grupo expuesto solo que estos no se les aplicaban corriente.

Con objeto de establecer la geometria de la exposicion, se construyeron scparadores
plasticos de PVC y acrilico que permitieron exponer tres ratones simultineamente en
posiciones predeterminadas donde el pico maximo de medicién indicé el valor de
densidad de flujo magnético deseada. Asimismo se colocaron alimentadores acrilicos y

botellas con agua para el suministro durante el tiempo que duré el experimento (Figura

6).
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Figura 6. Foltografia que ilusira una vista superior del solenoide utilizado para
exposicion in vivo a CEM de 60 Hz. Se aprecian los tres compartimentos equidistantes
donde se colocan los animales para ser sometidos al tratamiento magnético.

6.3.4 Homeogenizado de tejido y medicion de unidades relativas de luciferasa
Concluido el tiempo de la exposicion al CEM, los amimales fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Posteriormente se extrajo mediante la utilizacién de un equipo de
diseccion el misculo y se introdujo en 1 tubo de 80X100 estéril, después en bafio de
hielo se agregdé 1 ml de amortiguador de lisis 1X y se homogenizd completamente
utilizando homogenizador (Biospec Products, Tearor Tissue, Model 985-370). Después
se centrifugo a 14X10° rpm durante dos minutos; para luego pasar el sobrenadante a otro
tubo y se mantuvo en baiio de hiclo. Posteriormente se tomaron 50l de sobrenadante y
se mezclaron con 100l de D-luciferina para después de 15 segundos lecr un

luminémetre Tumer modelo 20e (Turner Designs, Sunnyvale, CA, USA).
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6.3.6 Deteccion de la expresion de luciferasa en Mus musculus in vivo mediante

Western Blot

Con las muestras utilizadas en el ensayo de determinacion de luciferasa mediante

luminometria, se preparé un gel de poliacridamida al 12%, de la siguiente manera:

Preparacion de las muestras de homogenizados.

Centrifugar las muestras a 12X 10’ revoluciones por 5 min.
Descartar el sobrenadante

Ariadir 100 pl de amortiguador de lisis SDS gel 2X
Mezclar en el vortex

Calentar en agua a punto de ebullicién por 10 min.

Pasar a hielo (congelar si las muestras no se van a utilizar inmediatamente).

Preparacién del Gel

Poliacrilamida 12 % (5 mi)

H20 destilada 1.7 ml
Acrilamida Mix 30 % 2.0 ml
Tris 1.5M (pH 8.8) .3 mil
SDS 10% 500 L
APS 10% 500 pul
TEMED 40 pl

Después correr el gel en una fuente de poder a 100 volts, por aproximadamente 2 %

horas, o hasta que las muestras lleguen al final del gel.

Una vez comido, se llevé una transferencia a una membrana de nylon, esto se llevara

acabo en una camara de transferencia, con un amortiguador adecuado. La transferencia

se llevé por 2 horas, a 300 miliampers constantes.
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Después de concluido este tiempo, se determiné si hubo transferencia colocando la
membrana en un recipiente y se le agregaron algunas gotas de rojo Ponceau y agua
destilada, por unos segundos, observando la membrana para ver la aparicién de las
bandas de las proteinas, después se decolordé la membrana con agwa destilada, hasta que

qued6é nuevamente blanca; posteriormente se realizaron los siguientes pasos:

1.- Hacer dos lavados a la membrana con Tween 20/ PBS al 0.05 % por 5 min. cada
uno.

2.- Bloguear la membrana con Tween 20/PBS al 2 % mas leche al 1 %, por 60
min,

3.- Lavar la membrana con PBS 1X, hasta eliminar el Tween.

4.- Adicionar el primer anticuerpo, preparandolo a la diluciéon deseada, los sueros
utilizados a una dilucidon de 1:1000. Estas diluciones fueron preparadas con PBS
1X, el primer anticuerpo contra luciferasa se dejé 3 horas con agitacion suave.

5.- Después se eliminé el anticuerpo.

6.- Luego se realizaron dos lavados con Tween/PBS al 0.05 % por 5 min. agitando
suavemente.

7.- Eliminar el Tween, con PBS.

8.- Después se afiadi6 el segundo anticuerpo, preparando una dilucién 1:3000, de
IgG anticabra conjugada con peroxidasa, y se dejo en agitacion por 4 horas.

9.- Luego se lavd con TBS-Tween, tres veces.
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10.- Después se agregd la mezcla de sustratos A y B, para llevar la reaccion con la
peroxidasa por 5 minutos a temperatura ambiente (Pierce, SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate, # Cat 34077).

Posteriormente se realizé la exposicion de la pelicula de rayos-X a la membrana bajo
oscuridad por 1 minuto aproximadamente. Después se realizo el revelado de la siguiente
manera:

1. Se expuso a solucién reveladora por 1 minuto.
2. Seenjuagéb con agua 5 segundos.
3. Sesumergio la pelicula en solucion fijadora.

4. Se enjuagd para finalmente observar la presencia de bandas.

6.4 Diseiio experimental

Para evaluar el efecto de los CEM sobre las lineas celulares Hela, BMK 16, RMA-E7 ¢
Iner 37, estas lineas celulares fueron analizadas mediante el sigumiente agrupamiento

utilizando el disefio de Analisis de Vananza Completamente Aleatorizado:

Grupo 1= Control negativo sin transfectar.
Grupo 2= Control positivo transfectado con pCEM
Grupo 3= Expuesto a choque térmico a 43°C durante 20 minutos.

Grupo 4= Expuesto a CEM durante 20 minutos.

Cada grupo constoé de 3 repeticiones.
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También se determind el efecto combinado de los CEM con el chogue térmico sobre
células BMK16 y Hela utilizando el disefic de Analisis de Varianza Completamente

Aleatorizado.

Grupo |= Control negativo sin transfectar.

Grupo 2= Control positivo transfectado con pCEM

Grupo 3= Expuesto a choque térmico a 43°C durante 20 minutos para posteriormente
exponer a CEM.

Grupo 4= Expuesto a CEM durante 20 minutos, para posteriormente exponer a choque

térmico durante 20 minutos.

Cada grupo consto de 3 repeticiones.

Por otra parte el efecto de los CEM sobre la expresion de luciferasa in vivo, se utilizaron

ratones linea Balb/c distribuidos en los siguientes grupos utilizando el disefio de Analisis

de Varianza Completamente Aleatorizado.

Grupo 1= Ratones inyectados con el vector pNFKB-luc utilizado como control positivo.

Grupo 2= Ratones inyectados con el vector pCEM sin exponer a CEM.

Grupo 3= Ratones inyectados con el vector pCEM expuestos a CEM de 80 uT.

Se utilizaron 3 ratones por cada grupo.
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6.5 Procesamiento Estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en la evaluacion del efecto de los
CEM sobre la determinacion de la actividad de la luciferasa en lincas celulares Hela,
BMK16, RMA-E7 e Iner37 transfectadas con el vector pCEM, se determiné la
distribucion, si esta era normal, se determind si habia diferencia entre los grupos
mediante la prueba de ANOVA completamente aleatorizado de un factor y si existia
diferencia estadisticamente significativa se realizo comparacion de medias por la prueba
de Tukey. En caso de que los datos no presentaran una distribucién normal se determind
si habia diferencia estadistica mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y
para encontrar la diferencia entre grupos se someterd a la prueba de Tukey no
paramétrico.

Por otra parte, para la evaluacion del efecto combinado de los CEM y el choque térmico
en las lineas celulares Hela, BMK 16, RMA-E7 transfectadas con el vector pCEM, se
determind si la distribucién era normal, en el caso de que fueran normales se investigo si
habia diferencia entre los grupos mediante la prueba de ANOVA completamente al azar
y si existia diferencia estadisticamente significativa se realiz6 comparacion de medias
por la prueba de Tukey. En caso de que los datos no presentaran una distribucién normal
se determind si habia diferencia estadistica mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, si se presentaba diferencia entre grupos se sometia a la prueba de
Tukey no paramétrico.

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en la evaludcion del efecto de los CEM
sobre la determinacion de la actividad de la luciferasa en ratones inyectados con el

vector pCEM, se determiné si la distribucidn es normal, en el caso de que fueran
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normales se investigd si habia diferencia entre los grupos mediante la prueba de
ANOVA completamente al azar y si existia diferencia estadisticamente significativa se
realizo comparacién de medias por la prucba de Tukey. En caso de que los datos no
presentaran una distribucién normal se determiné si habia diferencia estadistica
mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis, si se presentaba diferencia entre
grupos se sometia a la prueba de Tukey no paramétrico.

Todos los analisis se realizaron mediante la utilizacién del programa SPSS de la versién

10.0 (Ferran, 1996).



