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RESUMEN.

El cancer tiene como causa pnncipal de muerte la formacién de tumores
secundarios que se generan por el establecimiento y proliferacion de células
cancerosas que salen del tejido original; este proceso se conoce como metastasis
tumoral. Nuestro grupo de trabajo ha descrito que la 4-hidroxicumarina disminuyendo
la adhesion de células de melanoma murinc B16 a moléculas de matriz extracelular y
provoca un desarreglo en el citoesqueleto de actina, lo que sugiere que podria ser
utilizada como anti-metastasico. Sin embargo el mecanismo de accién de la 4-
hidroxicumarina aun no se ha aclarado; por esto el presente proyecto pretendié montar
en nuestro laboratorio la metodologia de reaccién en cadena de la polimerasa
acoplada a transcripcion inversa para el analisis de la expresién diferencial de genes
(DDRT-PCR). Esta técnica permite demostrar las diferencias existentes en la
expresion de diversos genes como consecuencia del tratamiento con farmacos o de
alteraciones patolégicas. Utilizando esta técnica se comprobé que la 4-hidroxicumarina
cambia la expresién de varios genes en células de melanoma murino B16 y pudimos
esclarecer la identidad de uno de ellos en el que su expresién se ve disminuida con el
tratamiento. Este gen pertenece a la molécula reguladora de adhesion (ARM-1). Esta
molécula esta involucrada en la adhesion de las células cancerosas al endotelio
vascular y su disminucién como consecuencia del tratamiento con 4-hidroxicumarina
podria afectar diferentes etapas del proceso de carcinogénesis.

Con esto pretendemos aclarar parcialmente el mecanismo de accion de la 4-
hidroxicumarina y sefialar nuevos blancos farmacolégicos para la generacion de

terapias anti-metastasicas.



ANTECEDENTES.

1. CANCER.

1.1. Definicion

La palabra cancer se utiliza para nombrar un grupo de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento anormal de células. Se manifiesta por la
reduccion o pérdida del control en el crecimiento y funcién celular. En términos
moleculares y biolégicos, todos los tipos de cancer tienen defectos parecidos en la
regulacién de la proliferacion y de la muerte celular (Tannock, 1999). Estas células
presentan la capacidad de invadir tejidos diferentes al de origen y de metastatizar
en sitios distantes (Ruddon, 1995). La presencia de células con capacidad

invasiva, es diagnéstico suficiente para indicar malignidad (Lodish, 2000).

1.2. Epidemiologia

Segun el informe anual de la OMS del 2002, cada afo en el mundo mas de
10 millones de personas son diagnosticadas con cancer, mientras que mueren 6
millones de personas y se estima que estas cifras se incrementaran en un 50% en
los préximos 20 afios. En México, durante el afio 2002, los tumores malignos
fueron causa de 24,798 muertes, que corresponden al 5 % del total de defunciones
(Fuente: INEGI / SS, 2002). Se determin6é como la cuarta causa de mortalidad en
personas en edad productiva entre 15 y 64 afios. A pesar de los avances en el
manejo de la enfermedad, la sobrevida a 5 afios para todos los tipos de cancer de

pulmén es de 13% y la de melanoma metastatico es de 16%.



1.3. Carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso de varias etapas que desemboca en el
cambio de una célula normal en una célula cancerosa. Esta conversién requiere de
multiples mutaciones, principalmente en genes que codifican proteinas que
participan en el control de la proliferacion. Las mutaciones que inducen la
formacién de cancer pueden ocurrir en células en divisién y pasar a la progenie.
Los principales mecanismos que inducen cambios genéticos incluyen mutaciones
puntuales, deleciones, amplificacién genética, y translocaciones. Los factores que
promueven la carcinogénesis pueden ser externos, como quimicos ambientales,
tabaquismo, radiacién o infecciones virales; o internos, como defectos en el
sistema inmune y predisposicion genética. Dado que existen diferentes
mecanismos que promueven la carcinogénesis, las neoplasias generadas son
diferentes; varian en tiempo de crecimiento, grado de diferenciacion celular,
detectabilidad, invasividad, potencial metastasico, respuesta a tratamientos y
pronéstico (Franks, 1998; Baimer, 1998; Ruddon, 1995).

El proceso de carcinogénesis comprende tres etapas conocidas como
iniciacion, promocion y progresion (Franks, 1998). La secuencia total de eventos
en el proceso de formacién de un tumor es consecuencia de cambios genéticos.
La iniciacion es debida a alguna causa procarcinégena y resulta en la alteracion
especifica de genes susceptibles. La célula mutada incrementa su capacidad de
proliferacion; se ha sugerido que los agentes promotores de la proliferacion
pueden interferir con el proceso de diferenciacién que se lleva a cabo normalmente
cuando una célula pasa de un estadio no divisorio a otro en el cual una célula esta

lista para dividirse. Estos estimulos promotores del crecimiento actian sobre



células que aln pueden ser sensibles a factores inhibidores de crecimiento
normales. Esto explica por qué algunas neoplasias presentan un caracter
reversible (Franks, 1998), aun cuando los cambios moleculares sean irreversibles
y permanezcan latentes hasta que otro estimulo induzca la proliferaciéon (Ruddon,
1995).

El segundo estadio conocido como promocidn se caracteriza por un estado
de hiperproliferacion o hiperplasia. Esta proliferacién es selectiva sobre células
iniciadas activadas por un estimulo promotor y da origen a lesiones premalignas o
tumores benignos. Los promotores son generalmente substancias quimicas
exogenas, estimulos fisicos o agentes endégenos como hormonas.
Adicionalmente a la proliferacion excesiva, la descendencia de estas células,
presenta apariencia anormal en estructura y orientacién, condicién que se
denomina displasia. Los tumores denominados in situ, que normalmente derivan
de epitelios, son tumores benignos pues la mayoria de las veces son de tamafio
pequero, se encuentran encapsulados y no invaden el tejido que los rodea.
Causan dafo al ejercer presion local u obstruccion en érganos vitales, por lo que el
tratamiento quirdrgico constituye una solucion efectiva (Andrés, 1989).

La tercera etapa se refiere a la conversion de lesiones premalignas en
tumores malignos y su progresion. Durante esta etapa las células neoplasicas
adquieren gradualmente caracteristicas cada vez mas agresivas, es decir un
fenotipo invasivo y metastasico. Si los cambios genéticos permiten que el tumor
comience a invadir la membrana basal y a diseminar a través del flujo sanguineo o
linfatico, se considera que el tumor ha llegado a ser maligno (Andrés, 1999;

Weinberg, 1996; Rouslahti, 1996).
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1.4. Oncogenes y genes supresores de tumores.

El ciclo celular esta dividido en cuatro etapas: una fase de sintesis de ADN,
llamada fase S, otra fase de divisién celular denominada fase M, y dos estadios
llamados G1 y G2 que separan las dos etapas anteriores. Cuando la célula se
encuentra en un estado estacionario, se dice que se encuentra en una etapa
especial llamada GO. Una vez que la célula ha sido estimulada para entrar a un
nuevo ciclo, abandona la fase GO y pasa al primer punto de restriccion G1. Este
punto se considera como el principal punto de control dentro del ciclo celular.
Todas las celulas poseen mecanismos similares para regular ef ciclo celular. Estos
mecanismos de control se encargan de detectar fallas en Ia replicacién, reparacion
del DNA, el ensamblaje del huso o algun otro mecanismo implicado en la division
celular, regulando asi el ciclo celular (Lodish, 2000; Garibay, 1998).

La falla en los mecanismos de control contribuye a la generacion de cancer.
Practicamente en todos los canceres humanos, existen mutaciones que inactivan
proteinas con funciones cruciales en el desarrollo del ciclo celular. Los dos tipos
principales de genes, cuya mutacién puede inducir la formacion de tumores o dar
lugar a transformaciones malignas, se conocen como protoncogenes y genes
supresores de tumores. Mediante analisis de ADN en varias etapas del desarrollo
del cancer, se ha realizado estudios epidemiolégicos que indican la sobreexpresion
de oncogeries y la inactivacion de genes supresores de tumores en diferentes tipos

de neoplasia (Franks, 1998).

1.4.1. Oncogenes.

Un oncogen es la forma mutada del protoncogen. Los protoncogenes
codifican proteinas que estimulan la divisién celular. La conversion de protoncogen

a un oncogen, mediante mutacién, generalmente significa ganancia funcional en la
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proteina que codifica. Existen tres mecanismos principales para producir un
oncogen desde su correspondiente protoncogen: El primero requiere mutaciones
puntuales en el protoncogen, que producen proteinas constitutivamente activas. El
segundo necesita la amplificacién de un segmento del DNA donde esta incluido el
protoncogen, provocando la sobreexpresion de la proteina codificada. El tercer
mecanismo propone la translocacion del cromosoma que contiene un gen
regulador de crecimiento, bajo el control de un promotor diferente causando una

expresion inadecuada del gen (Franks, 1998; Lodish, 2000).

1.4.1.1. Clasificacion de los Oncogenes.

De acuerdo con la funcién que realiza el producto génico, los oncogenes se
clasifican en: genes que codifican factores de crecimiento o sus receptores (por
ejemplo, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF); genes que
codifican proteinas citoplasmaticas, involucradas en la transduccion de senales
estimulantes (por ejemplo, proteinas de la familia Ras); genes codificantes de
factores de trascripcion y que activan genes promotores de crecimiento (por
ejemplo, c-myc); y genes que codifican moléculas cuya funcién adn no esta

especificada (como mdm2) (Varmus, 1993; Weinberg, 1996).

1.4.2. Genes supresores de tumores (GST).

Los GST generalmente codifican proteinas que inhiben la proliferacién
celular por diferentes vias. Las mutaciones pueden causar que las proteinas
producidas por este tipo de genes sean inactivas, evitando la regulacién del
crecimiento celular. La pérdida de uno o mas de estos bloqueadores contribuye en

el desarrollo de muchos tipos de neoplasias. Los individuos con mutaciones
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hereditarias en GST tienen una mayor predisposicion para ciertos tipos de cancer

(Varmus, 1993).

1.4.2.1. Clasificacion de GST.

Las proteinas producidas por los GST se han clasificado en 5 grupos
(Weinberg, 1996; Lodish, 2000):

o Proteinas intracelulares. Por ejemplo, p16 inhibidor de cinasas
dependientes de ciclinas, la cual regula una etapa especifica del ciclo celular.

e Receptores a hormonas. Por ejemplo factor de crecimiento derivado de
tumor B, que inhibe la proliferaciéon celular.

e Proteinas de puntos de inspeccion que detienen el ciclo celular cuando
el ADN esta dafiado o existen anormalidades en los cromosomas.

e Proteinas que promueven apoptosis.

e Enzimas que participan en la reparacién de DNA.

Dentro los GST, el p53 es el que mas frecuentemente se ha encontrado
alterado en tumores avanzados, de mal pronédstico, 0 en metastasis. Las
alteraciones moleculares de este gen parecen iniciar en distintas etapas del
desarrollo tumoral, dependiendo del tipo de tumor que se trate. Las mutaciones de
p53 en tumores metastasicos de prostata son caracteristicas de este cancer en
comparacién con carcinomas primarios que no presentan mutaciones en este gen

(Lodish, 2000).

1.4.3. Otros Genes Supresores.
Se describen otros grupos de genes que se relaciornian con la produccién y

progresion tumoral, dentro de los que destacan los genes supresores de



metastasis. Ademds, se mencionan genes reguladores de interacciones de la
célula con elementos de la matriz extracelular, célula-célula y genes reguladores
de la degradacion de matriz extracelular. Muchos de estos genes han sido
descritos recientemente y aun no se conoce completamente su funcién (Andrés,
1999).

Respecto a genes supresores de metastasis (GSM) el mas conocido es el
nm23. Este gen fue identificado por su escasa o nula expresién en células murinas
de melanoma metastasico y en metastasis de carcinoma de mama. La expresién
de nm23 en los respectivos tumores primarios es normal. Su funcion como GSM
se comprobd con experimentos de transfeccion en células de melanoma altamente

metastasico (Andrés, 1999).

1.5. Melanoma

El melanoma es un tumor maligno de los melanocitos, células encargadas
de dar la coloracién a la piel. La mayoria de los melanomas se localizan en la piel,
pero también pueden localizarse en otros lugares, como mucosas y retina. Aunque
el riesgo de padecer un melanoma es mayor en caucasicos que en individuos de
razas pigmentadas (Stein, 1992), este tipo de neoplasia causa el 75% de los
decesos por cancer de piel en el pais. La etiologia del melanoma es desconocida,
pero se han encontrado correlaciones con la exposicion a la luz solar y con
deleciones en el brazo largo del cromosoma 11 y del corto del cromosoma 1
(Franks, 1998). La radiacion ultravioleta tiene mayores consecuencias en personas
con fenotipos de piel clara (Lodish, 2000).

El melanoma tiene un comportamiento biolégico que presenta dos fases de
crecimiento, una radial (intraepidérmica) y otra vertical (intradérmica). En la fase de

crecimiento radial, que puede durar meses 0 afios, la tumoracion esta limitada a la
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epidermis sin presentar capacidad de producir metastasis, en esta situacion la
extirpacién quirtrgica es curativa. En la fase de crecimiento vertical, la tumoracion
invade la dermis con la capacidad de producir metastasis linfaticas o sanguineas
(Ruddon, 1995). En ninguin otro tumor se tiene la necesidad de dar un diagnéstico
precoz como en el melanoma, pues solo en las etapas iniciales tienen tratamiento
curativo (Mohar, 1999). Entre el 5 y el 10% de los casos de melanoma cutaneo se
presentan como una enfermedad metastasica con una lesién primaria no

detectable (Stein, 1992).

2. CUMARINAS.

2.1. Generalidades de cumarinas.

Las cumarinas son un grupo de compuestos pertenecientes a las
benzopironas. Estas presentan un benceno unido a un anillo heterociclico de seis
miembros, el cual contiene un atomo de oxigeno y cinco carbonos con hibridacién
sp? (o-pirona). La estructura de la cumarina, cuyo nombre quimico es 1,2-
benzopirona del acido orto-hidroxifenil-propenocico se muestra en el Esquema 1.
Tiene un peso molecular de 146.15 g/mol, punto de fusién es de 68-70°C y un
punto de ebullicion de 303°C. Es soluble en etanol, cloroformo y aceites

(O’Kennedy, 1997).
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ESQUEMA 1. Estructura quimica de la cumarina (1, 2 benzopirona). Los niimeros indican las
posiciones donde pueden presentarse sustituyentes.

Las cumarinas se encuentran libres en la naturaleza como metabolitos
secundarios de una gran cantidad de microorganismos y plantas, como el haba de
tonka, el clavo, el trébol dulce, y en algunos aceites esenciales como el de lavanda
(Nair, 1991). Hasta la fecha se han encontrado mas de 800 especies de plantas y
microorganismos que producen cumarinas y se han descrito mas de 100 derivados
cumarinicos diferentes (National Toxicology Program, 1992). En las plantas, las
cumarinas se encuentran principalmente en las hojas y follaje actuando como
repelente a insectos y a algunos otros invertebrados terrestres. Estos compuestos
comenzaron a utilizarse por el hombre mas por sus cualidades aromatizantes que
por sus actividades biolégicas. E! uso en animales y humanos como
bacteriostaticos y virustaticos e incluso como citostatico se extrapold del
conocimiento de su capacidad en plantas para inhibir la germinacién de las
semillas y el crecimiento de la raiz (Scheel, 1972).

Se ha encontrado que la cumarina presenta efectos sedativos hipnéticos,
antipiréticos y anti-inflamatorios por lo que se ha utilizado en el tratamiento de
enfermedades reumaticas. Dado que estimula la actividad fagocitaria en

macréfagos y otras células del sistema inmune, también se ha utilizado en el
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tratamiento de infecciones crénicas (brucelosis, micoplasmosis, toxoplasmosis)

(Casley, 1973).

2.2. Metabolismo de la cumarina.

La vida media biolégica de la cumarina es de 1.2 h si se administra por via
oral y de 0.8 h cuando es administrada por via intravenosa. Se oxida tanto in vitro
como in vivo en todas las posiciones de la molécula generando
monohidroxicumarinas (Ritschel, 1979; Ritschel, 1984). Ademas, el anillo lactonico
puede hidrolizarse y se han descrito como productos de excrecién del acido o-
hidroxifenilacético y el acido o-hidroxifenilactico. Estos productos pueden estar
acetilados, metoxilados, conjugados o sufrir otro tipo de transformacién. Las
principales vias metabdlicas de la cumarina se ejemplifican en el Esquema 2.

La cumarina es metabolizada por el sistema del citocromo P450 (isoforma
CYP2A6 en humanos), produciendo derivados monohidroxilados. Los productos de
biotransformaciéon varian cuantitativamente dependiendo de la especie (Cohen,
1979; Hadidi, 1997). El principal producto de biotransformacién en el humano es la
7-hidroxicumarina, mientras que en el raton es la 3-hidroxicumarina. El
metabolismo en raton es semejante al humano ya que posee hidroxilasas
hepaticas y los productos metabolicos son derivados hidroxilados, a diferencia de
la rata en la que los derivados son acidos hidroxifenilcarbénicos mucho mas
toxicos. Se ha propuesto que algunos de los productos de biotransformacioén de la
cumarina pueden tener actividad inmunoestimulante, antineoplasica y

antimetastasica mayor que la cumarina (Moran, 1987, Jiménez, 1999).
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ESQUEMA 2. Vias metabdlicas de la cumarina. Se muestran los metabolitos de la cumarina,
en el ovalo se muestra la estructura de la 4-hidroxicumarina (Tomado de Thornes, 1997)

2.3. Actividad antineoplasica de cumarinas.

Actualmente derivados cumarinicos como la warfarina y el dicumarol tienen
aplicacion terapéutica como anticoagulantes. Estos derivados comernizaron a
utilizarse en el tratamiento de neoplasias para prevenir la formacion de estroma de
fibrina alrededor del tumor. A mediados del siglo pasado se describié la asociacién
de la fibrina con los tumores y se postulé que ésta pudiera tener importancia en la

produccion de metastasis. Se ha demostrado que la warfarina en combinacién con



otros tratamientos, alarga al doble la sobrevida de pacientes con carcinoma
pulmonar (Zacharski, 1981). El efecto antineoplasico de los derivados cumarinicos,
no se debe a sus propiedades anticoagulantes. La administracién de vitamina K,
antagoniza la accion anticoagulante de derivados cumarinicos como la warfarina,
pero no antagoniza el efecto antineoplasico. La cumarina, aun cuando carece de
efecto anticoagulante, tiene actividad antineoplasica. Se ha demostrado que la
cumarina tiene actividad antineoplasica in vivo en melanomas malignos (Zanker,
1984), carcinoma renal metastasico (Dexeus, 1990) y en carcinoma prostatico
(Moler, 1994). En un estudio in vitro se observé que la cumarina inhibe el
crecimiento de 14 diferentes lineas tumorales humanas (Marshall, 1994a). La
cumarina es considerablemente menos toxica que la warfarina por lo que puede
ser administrada a dosis mayores sin efectos teratégenos (Cox, 1989). Estudios en
humanos han demostrado la tolerancia de hasta 7 gramos diarios con efectos
adversos de poca importancia y reversibles al suspender el tratamiento (Marshall,
1994b).

Se desconocen los mecanismos exactos involucrados en los efectos
antineoplasicos y antimetastasicos de la cumarina. Para explicar sus acciones se
han propuesto dos mecanismos principales: 1) la inhibicion del crecimiento de
algunas células tumorales; 2) la estimulacion de componentes del sistema inmune
que participan en la reaccion contra el tumor. Respecto a la accién
inmunoestimulante, se ha reportado que la cumarina tiene un efecto sinérgico in
vitro con una endotoxina bacteriana estimulando la secrecién de factores solubles
(IL-18, IL-6). En la cepa C57BL/6 la cumarina, a dosis de 80mg/Kg, incrementa la
actividad fagocitaria de macréfagos peritoneales murinos hasta en un 160%

respecto a los controles (Orozco, 2000).



Algunos de los productos de biotransformacion de la cumarina pueden
tener actividad inmunoestimulante, antineoplasica y antimetastasica mayor que la
cumarina (Moran, 1987). Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina (2 mM) inhibe el
crecimiento in vitro de células del adenocarcinoma pulmonar humano linea A549.
Este mismo compuesto es mas potente inhibidor del crecimiento in vitro de lineas
tumorales, que la cumarina misma. En estos ensayos se ha demostrado que en las
células expuestas al farmaco se disminuye la incorporacion de analogos de
timidina, aunque se desconocen los mecanismos moleculares que modulan estos
efectos. Se ha propuesto que la cumarina y la 7-hidroxicumarina pueden controlar
el crecimiento de ciertos tumores a través de la regulacion de la expresién de
oncogenes, ya que estudios moleculares en células transfectadas con los
oncogenes ras y myc han mostrado que la 7-hidroxicumarina disminuye ios niveles
de RNA mensajero de dichos oncogenes (O'Kennedy, 1997).

El acelerado metabolismo de la cumarina y las actividades reportadas de
sus metabolitos, generado la propuesta de que los efectos antitumoral y

antineoplasico son generados por sus productos de biotransformacion.

2.4, Actividad de la 4-hidroxicumarina.

Previamente nuestro grupo ha reportado que, in vitro, la 4-hidroxicumarina
induce alteraciones morfolégicas en células B16, sin producir alteraciones en la
linea celular no maligna B82. Estos cambios morfologicos correlacionan con una
desorganizacién del citoesqueleto de actina, pues el tratamiento con 4-
hidroxicumarina disminuye el contenido de fibras de estrés, lamelipodios y
filipodios. Dado que la adecuada organizacién del citoesqueleto es necesana para
la adhesion célula-sustrato y la migraciéon celular, la 4-hidroxicumarina produce

también una inhibicién de la adhesién a moléculas de matriz extracelular y de la
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migracion aleatoria (Velasco, 2003). Actualmente el mecanismo por el cual la 4-
hidroxicumarina produce los efectos reportados se desconoce. Dado que tanto la
adhesion como la organizacion de! citoesqueleto influyen en la expresion de
diversos genes, el presente estudio pretende analizar el efecto de la 4-
hidroxicumarina sobre la expresiéon de genes, empleando la técnica Diferencial
Display RT-PCR (analisis de la expresién diferencial de genes por reaccién en

cadena de la polimerasa acoplada a transcripcion inversa).
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

El presente estudio analizara el efecto del tratamiento in vitro con 4-
hidroxicumarina sobre la expresion diferencial de genes de células de melanoma

murino B16.

OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Comprobar que el tratamiento de células de melanoma murino B16 con 4-
hidroxicumarina cambia la expresién de algunos genes, mediante la
metodologia de DD-RTPCR (analisis de la expresion diferencial de genes por

reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a transcripcidn inversa).

2. Aclarar la identidad de uno de los genes en el que la modificacién en la

expresion sea importante, por medio de técnicas de clonacion y secuenciacion.

3. Comprobar los cambios en la expresién de dicho gen y analizar su funcion y su

posible participacion de en los efectos reportados de la 4-hidroxicumarina.
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HIPOTESIS.

El tratamiento in vitro con 4-hidroxicumarina provocara cambios en la
expresion de genes de células de melanoma murino B16 involucrados con efectos en
la migracion celular, adhesion a moléculas de matriz extracelular o con modificaciones

en el citoesqueleto de actina.
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MATERIAL Y METODOS.

MATERIAL BIOLOGICO.

Las células B16-F10 de melanoma murino se cultivaron en botellas de cultivo de 80
cm? de drea (Nunc) con medio RPMI el cual contiene glucosa, folato, L-glutamina y
rojo de fenol. El medio se suplement6 con 10% de suero bovino fetal y una mezcla de
antibidticos (penicilina Smg/mL, estreptomicina 10 mg/mL y neomicina 10 mg/mL,
Gibco). Para ser utilizadas en nuestros experimentos, las céiulas se cosecharon con
tripsina-EDTA (0.05% / 0.5mM, Gibco) y se contaron con un hematocitémetro
evaluando simultaneamente la viabilidad por exclusién de azul tripan. En todos los

casos se utilizaron cultivos con viabilidad igual o mayor al 95 %.

CARACTERISTICAS DE LA EXPOSICION A 4-HIDROXICUMARINA.

Se sembraron dos poblaciones de 2 X 10° células B16 en placas Petri para cultivo de
tejidos (Nunc) utilizando medio RPMI suplementado y se dejaron adherir durante toda
la noche a temperatura constante de 37°C y en una atmosfera de CO; al 5% y aire al
95%. Posteriormente se intercambi6 el medio suplementado por medio condicionado
(sin suero) conteniendo 4-hidroxicumarina a una concentracién de 500 uM (células
tratadas) 6 etanol al 0.75% (células control). Transcurridas 24 horas de exposicion, se
retird el medio de cultivo y se lisaron las células por separado directamente en la caja

petri con 1 mL de Trizol.

EXTRACCION DE RNA.
A las muestras lisadas con Trizol se agregaron 12.5 uL de glucégeno (concentraciéon

final 250 pg/mL) y se dejaron incubar durante 5 minutos en hielo. Se adicionaron 200



pL de cloroformo y se mezctaron vigorosamente en vértex hasta obtener una emulsién
color rosa. Las muestras se incubaron durante 5 minutos a 4°C y se centrifugaron a
10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuperaron las fases acuosas a las que
postenormente se les adicionaron 500 ulL de isopropanol, se incubaron 15 minutos a
4°C y se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se desecharon los
sobrenadantes y las pastillas obtenidas se lavaron con 1 mL de etanol al 80%. Se
centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se deseché el etanol. Las
muestras se incubaron durante 2 minutos a 50°C para permitir la evaporacién del
etanol residual y se resuspendieron en 34 uL de agua estéril. Se cuantificaron 2 uL en
un espectrofotometro a 260/280 nm para determinar la concentracién de RNA y se

corrieron 2 pL en un gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad del RNA.

TRATAMIENTO CON DNAsa / RE-EXTRACCION CON TRIZOL.

Se colocaron 10 ug de RNA a una concentraciéon de 1 ug/uL en un tubo de 0.5 mL
(Eppendorf). Se adicionaron 0.4 uL de enzima DNAsa (1U/uL) (Gibco BRL), 3 pL de
Buffer 10X y se completé el volumen a 30 pL con agua inyectable. Se incubaron las
muestras 5 minutos a 37°C y posteriormente se adicion6 1 uL de EDTA 25 mM
(pH=8), se incubaron a 60 °C durante 5 minutos. Se cuantificaron 2 puL en un
espectrofotémetro a 260/280 nm para determinar la concentracion de RNA y se
corrieron 2 pL en un gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad del RNA. A 50
pl de RNA tratado con DNAsa se le adicionaron 100 puL de Trizol y 1.25 mL de
glucégeno, las muestras se homogenizaron y se incubaron 5 minutos a 4°C. Se
adicionaron 30 mL de cloroformo y se agitaron vigorosamente en voértex hasta obtener
una emulsién color rosa. Se incubaron 3 minutos a 4°C y se centrifugaron 10 minutos

a 10000 rpm a 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes y se adicionaron 90 mL de
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isopropanol. Se incubaron durante 15 minutos a 4°C y se centrifugaron durante 10

minutos a 10000 rpm. Se retir6 el isopropanol y se adicionaron 80 mL de etanol al

80%. Las muestras se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se retird

todo el etanol. Se dejaron secar las muestras y se resuspendieron en 14 pl de agua

estéril. Se cuantificaron 2 uL en un espectrofotémetro a 260/280 nm para determinar la

concentracion de RNA y se corrieron 2 pl en un gel de agarosa al 1% para visualizar

la integndad del RNA.

SINTESIS DE cDNA.

Para cada muestra se realizaron 3 reacciones de sintesis de cDNA, utilizando cada

uno de los siguientes oligonucleétidos antisentido:

DD1 =T,,CA
DD2 = T1ch
DD3 =T,,CC

Se prepararon las mezclas de reaccion para cada muestra conteniendo lo siguiente:

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Agua 7.4 pL -
Regulador para la primera 40puL 1X
cadena (5 X)
dNTP’s (250 M) 16l 20 M
Oligonucleétido DD (10 20pL 1M
HM)
RNA 100 ng/pL 20puL 10 ng/ pL
DTT (100 mM) 20pL 10 mM
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Se incubaron las mezclas de reacciéon durante 10 minutos a 65°C y se afadié 1 ulL de
enzima transcriptasa reversa MMLV-RT (200 U/ul). Se incubaron a 37°C durante 1

hora y posteriormente a 95°C durante 5 minutos.

AMPLIFICACION LOS cDNAs / GELES DD-RTPCR.

Cada una de las copias de cDNA, generada por los tres oligonucleétidos DD, se
amplificé utilizando los siguientes oligonucleétidos en sentido:

OPA 14: TCTGTGCTGG

OPA 18: AGGTGACCGT

OPA 20: GTTGCGATCC

Utilizando tubos para PCR se preparan las siguientes mezclas de reaccién:

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Agua 8.9uL -
Regulador para PCR (10 X) 2ul 1X
MgCl, (50 mM) 0.6 uL 1.5mM
dNTP’s (25 uM) 1.6 uL 2 uM
Oligonucleétido DD (10 pM) 2ul 1uM
Oligonucledtido OPA (2 uM) 2L 0.2 uM
Taq polimerasa (5U/ pL) 0.1 puL 0.025 U/mL
[a-35S] dATP (1000 0.8 pL 0.4 uM
Ci/nmol)
DD-cDNA 2L -




Se realiz6 la reaccién en cadena de la polimerasa bajo las siguientes condiciones:

Disociacién 92°C/50 segundos
Asociacién 40°C/90 segundos 35 ciclos
Extension 72°C/60 segundos

Extensién final 72°C/5 minutos 1 ciclo

Una vez obtenidos los productos de PCR, se corrieron en gel desnaturalizante al 6%.

La preparacién de dichos geles se realizé6 mezclando los siguientes reactivos:

REACTIVOS Cantidad
Urea 48 g
Archilamida-Bisacrilamida (40%/3%) 15 mL
TBE 10 X 10 mL

Se llevaron a un volumen de 100 mL con agua destilada y se disolvieron los reactivos
con agitacion a 40°C. Se adicionaron 15 mL de TEMED y 1 mL de persulfato de
amonio. Se agitd, se vacio la mezcla inmediatamente a una camara para geles de
secuenciacion y se dejé polimerizar durante dos horas.

En tubos de 0.5 mL (Eppendorf) se colocaron 5.0 ulL de la muestra y 2 pL de buffer de
carga para secuenciacion. Se calentaron las muestras en Bafio Maria durante dos
minutos y se cargaron en el gel. Se corrieron las muestras durante dos horas a 60
Watts con los siguientes limites: 2000 V, 65 mA y 65 W. Se dejé secar el gel durante
dos horas a 80°C, se expuso una placa fotografica (Biomax Kodak) durante 48 horas y

posteriormente se revel6.
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IDENTIFICACION, PURIFICACION Y REAMPLIFICACION DE BANDAS
DIFERENCIALES.

Se identificé en la placa fotografica una banda expresada diferencialmente en células
tratadas con 4-hidroxicumarina y células control la cual se amplificé con los primers
DD1y OPA 20, la placa se alineé con el gel, se corté la banda y se colocé en tubos de
1.5 mL (Eppendorf) nuevos. A la banda se le afadieron 400 mL de agua estéril y se
llevé a ebullicion durante 15 minutos; posteriormente se centrifugé a 13000 rpm
durante 3 minutos y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicionaron 40
uL de acetato de sodio 3 M, 880 pL de etanol absoluto, 2.5 uL de glucdégeno (20
mg/mL) y se dejé precipitar durante toda la noche a -20°C. Se centrifugd 10 minutos a
12000 rpm y se lavo el precipitado con 1 mL de etanol al 80%, se centrifugd
nuevamente a 12000 rpm durante 10 minutos y se dejé secar a temperatura ambiente
durante 15 minutos. El precipitado se resuspendié en 10 plL de agua para hacer la
reamplificacion por PCR.

El PCR se realizé en 40 pL de mezcla de reaccion los cuales contenian:

REACTIVO CANTIDAD (uL) CONCENTRACION
FINAL
DNA eluido 7 -
Buffer PCR 10X 4 1X
MgCl, 50 mM 2 2.5mM
dNTP’s (200 pM) 4 20 uM
Oligonucleétido DD 1 (20 uM) 5 25uM
Oligonucleétido OPA 20 (20 pM) 1 0.5 uM
Taq polimerasa (5U/ pL) 0.5 25U
Agua 16.5 -
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Se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa bajo las siguientes condiciones:

Disociacién 94°C/30 segundos
Asociacién 42°C/60 segundos 40 ciclos
Extension 72°C/30 segundos

Extension final 72°C/5 minutos 1 ciclo

En una cadmara para electroforesis horizontal (Gibco), 10pL del producto de PCR se
corrieron en gel de agarosa al 2% durante 60 minutos con una corriente constante de
80 Volts. Simultaneamente se corrié un marcador de pesos moleculares (Gibco) para
estimar el tamarnio del producto de amplificacion. Al terminar la electroforesis, se reveld
mediante tincién con bromuro de etidio y exposicidn a luz ultravioleta; los resultados se

documentaron mediante fotografia.

CLONACION Y TRANSFORMACION.

Para la clonacion se utilizoé el kit The Original TA Cloning (InvitroGen). Se utilizaron 2
mL de producto de reamplificacién de no mas de 24 horas a los cuales se afnadieron 1
pL de buffer 10X (60 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mg/mL
albimina sérica bovina, 70 mM B-mercaptoetanol, 1 mM ATP, 20 mM ditiotreitol, 10
mM espermidina), 2 mL del vector pCR2.1 (25 ng/uL en 10 mM Tris-HCiy 1 mM EDTA
pH=8), 1 uL de ligasa T4 (4U/puL) y 4 pL de agua. Se dejo incubar la mezcla de
reaccion a 14°C en termociclador durante toda la noche. Posterior a la incubacion, se
adicionaron 5 pL de ligacién a un vial de células competentes (E. coli INVaF’) y se
homogenizé suavemente con la punta de la pipeta. Se incub6 durante 30 minutos en

hielo, 30 segundos a 42°C y nuevamente 2 minutos en hielo. Se adicionaron 250 pL
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de medio SOC (2% Tristona, 0.5% Extracto de Levadura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI,
10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO,, 20 mM Glucosa) a temperatura ambiente y se dejaron
incubar las células a 37 °C durante una hora a 225 rpm en posicién horizontal. Durante
el proceso de incubacion se extendieron 40 uL de X-gal (40 mg/mL) a una placa de
agar Luria con ampicilina (50 ug/mL) para permitir su absorcién en el medio de cultivo.
Después de la incubacion se extendieron 200 pL de células transformadas sobre la

placa de agar Luria-Ampicilina-Xgal y se dejaron incubar a 37°C durante toda la

noche.

Las placas se incubaron en el refrigerador durante 3 horas para permitir el desarrollo
detl color (azul) en las colonias no transformadas y posteriormente se seleccionaron 5
colonias blancas, se resembraron en 5 mL de medio liquido Luna con ampiciiina (50
ug/mL) y se dejaron incubar toda la noche a 37°C a 225 rpm para hacer la mini

preparacion de DNA plasmidico y analizarlas por restriccion con Eco RI.

EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO / DIGESTION CON Eco RI.

Para la extraccion del DNA plasmidico se empleé el kit Miniprep Wizard Plus
(Promega). Las células resembradas en el medio liquido Luria-ampicilina se
centrifugaron a 13000 rpm durante 1 minuto. El paquete celular se resuspendié en 200
pL de “Cell Resuspension Solution” (50 mM Tris-HCl pH=7.5, 10 mM EDTA, 100
ug/mL RNasa A) y se colocé en un tubo de 1.5 mL (Eppendorf). Se adicionaron 200 ulL
de “Cell Lysis Solution” (0.2 M NaOH, 1% SDS) y se mezcl6 seis veces por inversion
del tubo. Se adicionaron 10 uL de enzima proteasa alcalina y se dejé incubar por 10
minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron 200 ulL de “Neutralisation Solution”
(4.09 M guanidina hidroclorada, 0.759 M Acetato de Potasio, 2.12 M &cido acético

glacial pH 4.2), se mezcld seis veces por inversion del tubo y se centrifugd a 14000

31



rpm durante 5 minutos. Se colocé la columna que contiene la resina en su tubo
correspondiente, se transfiré el sobrenadante a la columna y se centrifugé durante 1
minuto a 14000 rpm. Se lav6 la columna con 750 pL de “Column Wash Solution™ (60
mM Acetato de Potasio, 8.3 mM Tris-HCI pH 7.5, 40 pyM EDTA y 60% Etanol)
centrifugando durante 1 minuto a 14000 rpm y se lavé una vez mas con 250 pL de la
misma solucion. La columna se centrifugdé 1 minuto a 14000 rpm para secarla y se
transfirné a un tubo nuevo donde se eluyd con 20 pL de agua estéril y se centrifugd
nuevamente 1 minuto a 14000 rpm para recuperar el filtrado con el plasmido. El

producto eluido se cuantificd a 260 nm.

Para la digestién, se mezclaron en un tubo de 600 uL (Eppendorf) 1 pg de DNA
plasmidico purificado, 1 uL de Buffer 3 10X para digestiéon, 0.5 pl de la enzima de
restriccion Eco RI (10 U/uL) y 3.5 pl de agua. La mezcla se dej6 incubar durante 3
horas a 37°C. Posteriormente 10uL de la digestion se corrieron en gel de agarosa al
2% durante 60 minutos con una corriente constante de 80 Volts en una cdmara para
electroforesis horizontal (Gibco). Simultaneamente se corrié un marcador de pesos
moleculares (Gibco) para estimar que el tamario del inserto correspondiera al producto
de reamplificacién. Al terminar la electroforesis, se revelé mediante tincién con
bromuro de etidio y exposicién a luz ultravioleta; los resultados se documentaron

mediante fotografia.

SECUENCIACION.
El proceso se realizé por duplicado, uno para el promotor M13 en antisentido y la otra
para el promotor T7 en sentido. Se colocaron 20 uL de plasmido en un tubo de 1.5 mL

(Eppendorf) al cual se le adicionaron 2 uL de una soluciéon de NaOH 2N - EDTA 2 mM,
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se incubd 15 minutos a 37°C y se afiadieron 2 pL de acetato de sodio 3M y 40 pl de
etanol absoluto. Las muestras se congelaron 15 minutos a -70°C y posteriormente se
centrifugaron 5 minutos a 10000 rpm, se lavaron con etanol al 80% y se secaron y
resuspendieron en 14 pl de agua.

Se colocaron 7 uL de ssDNA en un tubo de 1.5 mL (Eppendorf) y se adicionaron 2 plL
de Buffer de reaccion para secuenciacion 5X, se afiadié 1 plL de oligonucleétido T7 en
sentido (100 pM) 6 del M13 en antisentido. Se completé a un volumen de 10 pL y se
incub6 2 minutos a 65°C. Posteriormente se dejo enfriar 30 minutos a temperatura
ambiente y se colocd en hielo. Se adicion6 1 pL de DTT 0.1 M, 2 pL de solucion
Labeling mix 5X (dGTP) diluido 1:5 con agua, 0.5 pL de [a-35S] dATP (1000 Ci/nmol) y
2 pl de Sequenase diluida 1:8 con Buffer para dilucién de enzima. La mezcla se
homogenizé y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

Mientras tanto, se marcaron 4 tubos nuevos con A, C, Gy T y a cada uno se
adicionaron 2.5 pul. de ddATP (dGTP), ddCTP (dGTP), ddGTP (dGTP) y ddTTP
(dGTP) respectivamente a cada tubo y se precalentaron por 3 minutos a 37°C. Se
transfirieron 3.5 L de la mezcla de reaccién a cada tubo y se incubaron a 37°C
durante 5 minutos. Se adicionaron 4 pl de Stop Solution a cada tubo y se congelaron

los tubos a -20°C. Los productos de las reacciones fueron cargados en un gel de

secuenciacion.

AMPLIFICACION ESPECIFICA DE ARM-1.

Para realizar la amplificacion de la molécula primero se purificé el RNA de las células
tratadas tanto con etanol como con 4-hidroxicumarina mediante el procedimiento antes
descrito. Se cuantificé y se tomaron 5 pg de cada RNA para realizar la transcripcion

inversa. Se afadieron 2 pL de una solucion de oligo dT12-18 y se incubé la mezcla a
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65°C durante 10 minutos. Se afadieron 2.4 ulL de agua, 4.0 pL de regulador para la

primera cadena 5X, 0.8 uL de enzima M-MLVRT 200 U/ puL, 0.8 pL de dNTP’s 10 mM y

2.0 pL de ditiotreitol (DTT) 100 mM. Se incubd la mezcla a 37°C durante una hora y

posteriormente a 95°C durante 5 minutos. Terminada la reaccion se adicionaron 80 mL

de agua para tener un volumen final de 100 pL y se prosiguid a realizar la

amplificacién.

Para realizar la ampiificacion de GAPDH y ARM-1 utilizando las siguientes cantidades:

Reactivos Volumen Concentracion Final
Agua 353 uL -
Regulador 10X PCR 5.0 puL X
MgCl; 50 mM 25uL 2.5mM
dNTP’s 10 mM 1.0 uL 200 pM
Primer 5° 20 uM 0.5puL 0.2 pyM
Primer 3’ 20 pM 0.5 uL 0.2 M
Taq polimerasa 5U/ pL 0.2 puL 1 Ulreaccién
cDNA 50puL -
Gen Secuencia Sentido (5' - 3') Secuencia Antisentido (5’ - 3') | Tamario
del
producto
ARM-1 | AGCACCGCCAGGATGACGACTT | CGGGGCTTGGGCTGGTTG | 748 pb
GAPDH| ACCACAGTCCATGCCATCAC | TCCACCACCCTGTTGCTGT | 452 pb
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Se incubd la mezcla de reaccion en un termociclador bajo las siguientes condiciones:

Disociacién 94°C/45 segundos
Asociacién 60°C/45 segundos 30 ciclos
Extensién 72°C/90 segundos

Extension final 72°C/5 minutos 1 ciclo
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RESULTADOS.

Gel DD-RTPCR.

Se corrieron las muestras de cDNA amplificado con los diferentes
oligonucledtidos y se obtuvo una radiografia correspondiente al gel. En la Figura 1 se
muestra que la 4-hidroxicumarina produce un aumento en la expresién de diversos
genes, pero también provoca que otros disminuyan su expresién. Al obtener bandas
diferenciales en el gel de poliacrilamida hay evidencia de que hay diferencias en la
cantidad de RNA mensajero y por lo tanto diferencias en la expresion de los genes
correspondientes. La banda sefialada en la Figura 2, entre otras, se observa mas
intensa en las células control que en las células tratadas con 4-hidroxicumarina y fue
la que se eligié para realizar los analisis posteriores. Esta banda fue obtenida con los
oligonucledtidos DD1 y OPA 20, por lo que fueron los que se emplearon para la

reamplificacién postenor a la purificacion.

Una vez identificada la banda de interés, se corté del gel y se purificé para su
posterior reamplificacién por PCR con los oligonucleétidos DD1 y OPA 20. Posterior a
la purificacion y reamplificacion de las bandas se corri6 un gel de agarosa, para
comprobar la reamplificacion y determinar el tamario del fragmento. En la Figura 3,
que corresponde al gel de agarosa al 2%, se observa que el gen correspondiente al

fragmento reamplificado tiene un tamario aproximado a 350 pb.
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gel de DD RT-PCR de RNAs de
células control (carriles impares)
o tratadas con 4-hidroxicumarina
(carriles pares). Las flechas
indican algunas de las bandas
expresadas diferencialmente.

El recuadro indica el
acercamiento de la Figura 2.

Carril | Muestra | DD OPA
1 Control 1 14
2 4-QHC 1 14
3 Control 1 18
4 4-QHC 1 18
5 Control 1 20
6 4-OHC 1 20
7 Control 2 14
8 4-OHC 2 14
9 Control 2 18
10 4-QHC 2 18
11 Control 2 20
12 4-QHC 2 20
13 Control 3 14
14 4-OHC 3 14
15 Control 3 18
16 4-OHC 3 18
17 Control 3 20
18 4-OHC 3 20
19 C() 1 14
20 C() 2 18
21 C() 3 20

Figura 2. Acercamiento del gel de DD RT-PCR. La flecha indica
la banda seleccionada para su purificacién, clonacion y
secuenciacion.
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Figura 3. Gel de agarosa al 2% en TBE en donde se muestra la amplificacion de la banda
seleccionada del gel de DD RT-PCR con los oligonucleétidos DD1 y OPA20. El fragmento tiene un
tamafio aproximado de 350 pb.

OBTENCION DE CELULAS TRANSFORMADAS.

Una vez reamplificado el fragmento, se realizd la ligacién en el plasmido pCR2.1
y la transformacién de las células competentes E. coli INVaF’. La clonacion en E. coli,
se comprob6 de dos maneras, la primera por la capacidad de las células de crecer en
medio con ampicilina y la segunda por la capacidad de las células transformadas de
crecer en el medio sin el empleo de un analogo de la galactosa presente en el medio
(x-gal). Las colonias no transformadas adquieren una coloracién azul debido a la
utilizacién del analogo de galactosa, x-gal, presente en el medio de cultivo. Las
colonias transformadas mantuvieron el color blanco caracteristico en medio Luria

(Figura 4).
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Figura 4. Transformacién de células E. coli INVaF’ con el fragmento reamplificado y ligado al
plasmido pCR2.1. Las colonias transformadas son capaces de crecer en medio con ampicilina,
ademas las diferenciamos de las no transformadas porque estas ultimas emplean el analogo de
la galactosa presente en el medio de cultivo (x-gal).

DIGESTION DEL PLASMIDO CON Eco RI.

Las colonias seleccionadas se propagaron en medio liquido Luria-ampicilina de
donde se aisl6 el plasmido. A este plasmido se le realiz6 una digestion con la enzima
de Eco RI, con esto se comprobd que las células seleccionadas no solamente habian
adquirido el plasmido sino que en éste se encontraba el inserto correspondiente al
fragmento reamplificado y ligado, ya que al correr el gel de agarosa al 2% se
obtuvieron dos bandas, una correspondiente al plasmido y la otra correspondiente al

fragmento clonado con un tamano de 350 pb (Figura 4).
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Figura 5. Digestion del plasmido con Eco RI. Se verificé la presencia de! inserto en las células
transformadas, en el carril 1 se observa el plasmido sin digerir y en el carril 2 se observa el
plasmido digerido en el que vemos la banda correspondiente al plasmido y la banda
correspondiente al fragmento reamplificado y ligado (360 pb).

SECUENCIACION.

En el gel de secuenciacién se verificd la orientacién del inserto y se obtuvo la

secuencia siguiente de 365 pb:

GCGATCCAGAACACATTAACCTCGCCCCAGTTCCAGCAGGCCCTGGGTATGTTCA

GTGCGGCCTTGGCCTCAGGACAGCTTGGCCCTCTCATGTGCCAGTTCGGCCTTC

CTGCAGAGGCTGTTGAGGCCGCCAACAAAGGTGATGTGGAAGCATTTGCCAAAG

CCATGCAGAACAATGCCAAATCGGACCCAAAGGAGGGCGACACAAAAGACAAGA

AAGACGAAGAAGAAGATATGAGTCTAGACTAAATTATTCAGTGTCCGTCCCCAAGT
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TGGAATTGGTAGCTGTGTGATTCCGTAGTGGTGATTGTGATTTGCCCACCTCACTA

ATAAAGTCCTTCCTTGTACCTGAAAAAAAAAAAAAA

Esta secuencia se analizé en la base de datos del banco de genes
(www.ncbi.nim.nih.gov) por medio de un analisis de BLASTN para nucleétidos. E!
fragmento corresponde al gen de una molécula llamada Molécula Reguladora de

Adhesion (ARM-1) del raton (Mus musculus) cuya secuencia es la siguiente:

GGT GTG AGC ACC GCC AGG ATG ACG ACT TCA GGC GCT CTG TTC CCA AGC
CTG GTG CCC GGC TAT CGG GGG TCT TCT TCT ACC AAA TAT TTG GTG GAG
TTC CGG GCA GGA AAA ATG TCA TTA AAA GGA ACT ACG GTC ACC CCA GAT
AAA CGG AAA GGT CTC GTG TAC ATC CAG CAG ACG GAC GAC TCC CTT ATT
CAC TTC TGT TGG AAA GAC AGG ACC TCT GGG ACC GTG GAG GAT GAC TTG
ATT ATC TTT CCT GAT GAC TGT GAG TTC AAG CGG GTA CCT CAG TGC CCC
AGT GGG AGG GTC TAC GTG CTC AAG TTT AAG GCA GGG TCC AAG CGG CTC
TTC TTC TGG ATG CAG GAG CCC AAG ACT GAC CAA GAT GAG GAG CAC TGC
CGG AAA GTC AAC GAA TGT CTG AAC AAC CCC CCC ATG CCT GGG TCA CTG
GGA GCA AGT GGG AGT AGT GGC CAT GAG CTT TCA GCA CTG GGC GGT GAG
GGT GGC CTG CAG AGC CTG TTG GGG AAC ATG AGT CAC AGC CAG CTT ATG
CAG CTC ATC GGA CCA GCC GGC CTG GGA GGA CTG GGT GGA CTT GGG
GCC CTC ACT GGG CCA GGC CTG GCC AGC TTG CTG GGG AGC AGT GGA CCT
CCA GCC AGC TCT TCA TCC AGC TCC CGG AGC CAG TCG GCA GCC GTC ACC
CCA TCC TCC TCC ACC TCT TCC GCT CGC GCC ACC CCA GCC CCT TCT GCC
CCA GCA GCT GCC TCG GCA ACC AGC CCA AGC CCC GCA CCC AGC TCA

GGT AAT GGA ACC AGC ACA GCA GCC AGC CCG ACC CAG CCC ATC CAG CTG
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AGC GAC CTC CAG AGC ATT CTG GCC ACT ATG AAC GTG CCG GCA GGG CCA
GGC AGC CAG CAA GTG GAT CTG GCG AGT GTG CTG ACC CCA GAG ATC ATG
GCT CCC ATC CTT GCC AAT GCA GCA GAC GTT CAG GAG CGC CTG CTG CCC
TAC CTG CCC TCT GGG GAG TCT CTG CCC CAG ACT GCA GAT GAG ATC CAG
AAC ACA TTA ACC TCG CCC CAG TTC CAG CAG GCC CTG CTG GGT ATG TTC

AGT GCG GCC TTG GCC TCA GGA CAG CTT GGC CCT CTC ATG TGC CAG ATC

GGC CTT CCT GCA GAG GCT GTT GAG GCC GCC AAC AAA GGT GAT GTG GAA

GCA TTT GCC AAA GCC ATG CAG AAC AAT GCC AAA TCG GAC CCA AAG GAG

GGC GAC ACA AAA GAC AAG AAA GAC GAA GAA GAA GAT ATG AGT CTA GAC

TAA ATT ATT CAG TGT CCG TCC CCA AGT TGG AAT TGG TAG CTG TGT GAT

TCC GTA GTG GTG ATT GTG ATT TCG CCA CCT CAC TAA TAA AGT CCT TCC

TTG TAC CTG TAA AAA

La secuencia subrayada corresponde al fragmento clonado y secuenciado.

Para la confirmacion de la expresion diferencial del gen se realizé la extraccién del
RNA total de las células control o tratadas con 4-hidroxicumarina para realizar la
amplificacion por RT-PCR. De la secuencia completa de ARM-1 se disefiaron
oligonucledtidos especificos para verificar la expresion de la molécula en células B16.

Los oligonucleotidos iniciadores utilizados fueron:

Primer 5": AGC ACC GCC AGG ATGACGACTT

Primer 3": CGG GGC TTG GGC TGG TTG
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En la secuencia de la molécula se sefalan en negritas las secuencias de
alineacion de los oligonucleétidos.
En la Figura 5 se observa la amplificacién del gen constitutivo que corresponde a la
enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la amplificacién de la
Molécula Reguladora de Adhesién 1 (ARM-1). Se observa claramente que la molécula

ARM-1 se encuentra en menor cantidad en las células tratadas con 4-hidroxicumarina.

MPM 1 2 3 4

Figura 6. Amplificacién
especifica de GAPDH y ARM-1.

1: MPM,

2: GAPDH células control,

3: GAPDH células tratadas
con 4-hidroxicumarina,

4: ARM-1 células control,

5: ARM-1 células tratadas con
4-hidroxicumarina.
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DISCUSION.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demostré que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina 500 uM durante 24 horas induce cambios en la expresion diferencial
de genes en células B16. Actualmente desconocemos la identidad de los genes con
expresion diferencial, pero es probable que algunos sean genes que participen en la
organizacion del citoesqueleto y la regulacion de la adhesién y la migracién. Por
ejemplo, en nuestro laboratorio hemos identificado que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina disminuye la expresion de paxilina, que es una molécula adaptadora
indispensable para la formacién de placas de adhesién focal (datos sin publicar). Los
cambios en la expresién de proteinas involucradas en el rearreglo del citoesqueleto
podrian ser responsables de los efectos reportados de la 4-hidroxicumarina. En cuanto
al mecanismo por el cual la 4-hidroxicumarina induce cambios en la expresion génica,
se ha reportado que este compuesto disminuye la fosforilacién en tirosinas de varias
proteinas de células de melanoma (Velasco, 2003), esta podria ser una de las razones
por las que se este afectando la expresion de genes.

La banda que seleccionamos para su secuenciacion, se trata de un fragmento
del gen que codifica para la molécula reguladora de adhesién 1 (ARM-1). ARM-1 es
una proteina integral de membrana que esta constituida por tres fragmentos, un
dominio extracelular rico en serinas y treoninas, un dominio hidrofébico
transmembranal, y un dominio intracelular altamente cargado. Esta molécula tiene
varios sitios de O-glicosilacion y N-glicosilacion, por lo que esta altamente conjugada
con carbohidratos (Simins, 2000).

La proteina ARM-1 tiene identidad con la proteina T9J22.26 de Arabidopsis
thaliana (33.33%) y con la proteina C56G2.7 de Caenorhabditis elegans (32.78%). Sin
embargo tiene mayor similitud con el antigeno Mr 110,000 de Homo sapiens (96.31%)

y a la glicoproteina 110 de Rattus norvegicus (99.02%), lo cual indica que existen
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genes homologos tanto humano en como en rata. El antigeno Mr 110,000 se identifico
en células de carcinoma gastrico y comparte epitopes con el antigeno
carcinoembrionario (CEA) (Shimada, 1991). Se ha descrito que Mr 110,000 y CEA
tienen cuatro regiones homoélogas en el dominio extracelular (Shimada, 1994). Por
esta razén, los epitopes compartidos de Mr 110,000 con el CEA son reconocidos por
los anticuerpos monoclonales COL-4 y B1.1 generados contra CEA. CEA es una
molécula, miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que promueve la
adhesion entre céiulas tumorales. Se sabe que la expresion de CEA esta
incrementada en carcinomas de colon, pancreas, estbmago y mama (Abbas, 2000),
mientras que no se expresa en tejidos normales; esto indica que la expresién de CEA
favorece la progresién de la neoplasia.

En el caso de la proteina homéloga a ARM-1 en rata, se encontraron
homologias con la cadena pesada de la inmunoglobulina humana y con la region V de
la cadena pesada de la inmunoglobulina de ratén (Nakane, 2000). Estas homologias
se encuentran en el dominio extracelular de la proteina de rata. La presencia de
dichos dominios es una caracteristica importante de las moléculas que actian como
moléculas de adhesion celular.

En raton ARM-1 presenta tres de los cuatro dominios extracelulares idénticos a
los de ta proteina de rata. ARM-1 se encuentra distribuida en varios tejidos de ratén
tales como rifidn, testiculos, musculo esquelético, higado, pulmones, bazo, cerebro y
corazoén (Simins, 2000). La amplia distribucion de ARM-1 sugiere que la funcién de
esta proteina es importante para las células independientemente de su estirpe.

Se ha demostrado que ARM-1 incrementa su expresion en células tumorales
metastasicas de mama MCF7ADR y MDA-MB435 4A4 comparandolas con el fenotipo
no metastasico (Simins, 2000). Estos mismos autores encontraron que la expresiéon de

ARM-1 se ve inducida por la presencia de IFN-y. El aumento en ia expresion de ARM-
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1 resulta en un incremento en la adhesion a células endoteliales que es independiente
de la expresién de integnnas. Por lo tanto la sobreexpresién de ARM-1 correlaciona
con un aumento en la capacidad metastasica. Hasta el momento no se han reportado
claramente las funciones de ARM-1, pero los datos disponibles apuntan a que
funciona como molécula de adhesién.

Utilizando iniciadores especificos, demostramos que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina disminuye la expresién de ARM-1. Este efecto podria disminuir la
adhesion entre células cancerosas y células endoteliales, y por lo tanto afectar i) la
extravasacion durante el proceso de metastasis y ii) la formacién de nuevos vasos
sanguineos en el seno del tumor. Este podria ser uno de los mecanismos por los
cuales uno de los metabolitos de la cumarina participe en su efecto antimetastasico.
Demostrar que la 4-hidroxicumarina es efectiva, en modelos animales, como inhibidor
de la formacién de metastasis corroboraria nuestra hipétesis. Adicionalmente, se
requieren mas estudios para identificar con precisién el mecanismo de accién de la 4-
hidroxicumarina. Estos estudios apoyarian la propuesta de la 4-hidroxicumarina como

un posible farmaco para el tratamiento de neoplasias.
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CONCLUSIONES.

v Empleando la técnica DD-RTPCR se comprobé que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina induce cambios en la expresion de genes en células de
melanoma murino B16. .

v'  Se identificé que un gen que disminuye su expresion por el tratamiento con 4-
hidroxicumarina codifica para la Molécula Reguladora de Adhesiéon 1 (ARM-1).

v" Se comprobé la disminucién en la expresién de ARM-1 por RT-PCR.

v' Se requieren estudios posteriores para comprobar que la disminucién de ARM-1

disminuye la adhesién de células tumorales al endotelio vascular.
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