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.- RESUMEN
El gen de Resistencia a Mdltiples Farmacos (MDR1) también conocido como ABCB1,
pertenece a la familia de proteinas ABC (ATP Binding Cassette Family). Codifica
para la Glucoproteina-P (Pgp), una proteina transmembranal que funcionan como
bomba de expulsién de diversas sustancias fuera de las células. La sobreexpresion
de la Pgp se asocia con resistencia a farmacos en cancer y en Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell), la baja expresion se asocia con un curso clinico mas
grave y falla de respuesta al tratamiento médico. El objetivo de esta investigacion fue
determinar los cambios en la expresion del gen MDR1/Pgp generados por el
proceso inflamatorio en células epiteliales de colon. Se indujo inflamacion en células
epiteliales de carcinoma de colon CACO2 y HT29 con proteinas recombinantes de
TNFa e ILB y LPS de Salmonella Tiphy (10 ng/ml y 10 ug/ml respectivamente) 1, 6,
12 y 24 horas. Como marcadores de inflamacion se determiné la expresion de la IL6
y la INOS. A partir de las lineas celulares se realiz6 la extraccion de ARNm total y
posteriormente se realizé la sintesis del ADNc mediante transcripcion reversa (RT-
PCR). EIl analisis de expresion del gen ARN mensajero (ARNm) del gen MDR1,
INOS e IL-6 se realizé por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) tiempo. El
analisis de resultados se realizo por pruebas de U de Mann-Whitney, tomando como
valor significativo un valor de p<0.05. En células CACO2 incremento la expresion de
MDR1 a 1y 6 horas, la INOS tuvo incrementaron a las 6 y 12 horas y la IL6 desde 1
hasta las 24 horas para el estimulo con IL1B. Al incubar con TNFa la expresion de
MDR1 y la iINOS incremento desde las 6 horas y la IL6 sélo a las 6 y 12 horas. La
disminucion de la expresion de MDR1 se determindé a partir de las 6 horas al
estimular con LPS, la IL6 solo incrementé a 1 hora y no se observé cambio
significativo en la expresion de la iINOS. En células HT29 el gen MDR1 solo

increment6 a las 24 horas de estimulo con TNFa..

Palabras clave: Gen MDR1, Proteina Pgp, INOS, IL6, TNFa, IL13, LPS.
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1.1. - ABSTRACT

The Multidrug Resistant 1 (MDR1) gene also knows ABCB1, belongs to the ABC
transporters family (ATP Binding Cassette Family), MDR1 gene encodes for P-
glycoprotein (Pgp) a transmembrane protein that efflux a wide range of substances
out of the cell. In cancer the over expression of Pgp is associated with multidrug
resistance. In Inflammatory Bowel Disease (IBD) the low expression of MDR1 is
associated with a failed medical treatment response and continues activity. The aim
of this work was to determine the expression changes of MDR1/Ppg generated under
inflammatory conditions in epithelial colon cells. Inflammation was induced in CACO2
and HT29 epithelial colon cells by human recombinant TNFa, IL13 and Salmonella
Tiphy lipopolischarides (10 ng/dl and 10 pl/dl respectively) during 1, 6, 12 and 24
hours of incubation. The Nitric oxide sintasa (INOS) and Interleukin 6 (IL6) expression
levels was used as a inflammatory markers. Cells were lysed for total mRNA
extraction; then cDNA synthesis was performed by Reverse-Transcription (RT-PCR).
The mRNA expression analysis of MDR1, iINOS and IL6 gene was evaluated by Real
Time Polymerase Chain Reaction (PCR). The results were analyzed by U Mann-
Whitney test, a p<0.05 value was consider as significant. Increase of level expression
of MDR1 gene in CACO2 cell lines was reported from 1-6 hours, the INOS expression
increased at 6 and 12 hours and the IL6 at 1- 24 hours for IL1p stimuli. In TNFa
incubation MDR1 and iNOS showed an increased in 6-24 hours and the IL6 only
increase at 6 and 12 hours. A decreased expression of MDR1 was observed in LPS
stimuli incubation at 6-24 hours, the IL6 only increased in 1 hour and no significant
changes were observed in INOS levels. In HT29 cell line increase the MDRL1

expression at 24 hours of TNFa incubation.

Key words: MDR1 gene, Pgp protein, iINOS, IL6, TNFa, IL13, LPS.
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I1.- INTRODUCCION

El gen de Resistencia a Mdltiples Farmacos (MDR1) también conocido como ABCBL1,
pertenece a la familia de proteinas ABC (ATP Binding Cassette Family), codifica
para la Glucoproteina-P (Pgp), una proteina transmembranal que funcionan como
bomba de expulsion de diversas sustancias fuera de las células. La sobreexpresion
de la Pgp se asocia con resistencia a farmacos en cancer y en Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell) la baja expresiébn se asocia con un curso clinico mas
grave y falla de respuesta al tratamiento médico. Son mudltiples los factores que
modifican la expresion de MDR1/Pgp, En el cancer las citocinas proinflamatorias
como la IL1B y TNFa estan involucradas en el inicio, progresion y metastasis de
tumores; en la Colitis Ulcerosa Cronica Idiopatica (CUCI) los niveles de expresion de
IL18 y TNF se encuentran elevados, mientras que los niveles de expresion de
MDR1/Pgp se encuentran disminuidos. Ademas, se ha reportado a las citocinas
proinflamatorias como reguladores de la expresion de MDR1/Pgp. Para determinar
cémo el gen MDR1 y su producto la Pgp son regulados durante la inflamacion,
analizamos el efecto de la IL1p, TNFa y LPS en células epiteliales de colon CACO2
una linea de cancer de colon que expresa altos niveles de MDR1 y células HT29

como control ya que sus niveles de expresion son considerablemente bajos.



UN/M

I11.- OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar si los niveles de expresion del gen MDR1 y de su producto Pgp
dependen del proceso inflamatorio.

Objetivos Especificos:

e Determinar los niveles de expresion del ARN m del gen MDR1 en
lineas celulares de carcinoma de colon CACO2 y HT29 estimuladas
con TNFa, e IL1p recombinantes y con lipopolisacaridos de Salmonella
typhi.

e Determinar los niveles de expresion del ARN m del gen iINOS e IL6
como marcadores de inflamacion en lineas celulares CACO2 y HT29
estimuladas con TNFa, e IL1B recombinantes de y con

lipopolisacaridos de Salmonella typhi.



UN/M

IV. HIPOTESIS

En la CUCI los niveles de expresion de IL1B y TNF y los niveles de expresion de
MDR1/Pgp se encuentran disminuidos. Ademas, se ha reportado a las citocinas
proinflamatorias participan en la regulacién de la expresion de MDR1/Pgp. De tal
manera que se sugiere que el proceso inflamatorio contribuye a la disminucion de los

niveles de expresion del gen MDR1/Pgp.
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V.- ANTECEDENTES

5.1 Proteinas de unién a ATP (ABC)

Las proteinas de union a ATP (ABC por sus siglas en inglés ATP Binding Cassette)
forman un total de 48 proteinas que funcionan como bombas de expulsion de
diversas sustancias fuera de las células mediante un proceso dependiente de ATP y
particularmente se localizan en tejidos permeables (Tabla 1) (Lescheziner G. y cols.
2006. Leslie EM. y cols. 2005). La mayoria de los miembros de las proteinas ABC
transportan una gran variedad de compuestos a través de las membranas como:
fosfolipidos, iones, péptidos, esteroides, polisacaridos, aminoacidos, aniones

organicos, acidos biliares, farmacos y otros xenobibéticos (Leslie EM. y cols. 2005).

Las proteinas ABC se agrupan en clases estructurales o subfamilias, con base en la
secuencia de sus aminoacidos y en la organizacion de los dominios (Sheps JA. y
cols. 2004). Las proteinas ABC estan integradas por 2 conjuntos de dominios
transmembranales y 2 dominios de unién a ATP los cuales estan integrados por 2
dominios conservados: dominios Walker A, B y un motivo denominado C, que es
especifico para las proteinas ABC y que las distingue de otras proteinas
transportadoras dandoles la caracteristica de transportadores completos (Mercado-
Lubo R. y McCormick BA. 2010). El residuo de lisina del dominio A es el responsable
de la interaccion con el B fosfato del ATP, mientras que el residuo aspartico del
dominio B interactGa con el magnesio (Leslie EM. y cols. 2005). Se consideran como
transportadores intermedios a las que poseen alguno de los dominios y que se
encuentran como homodimeros y heterodimeros para crear una proteina funcional.
Los dominios de unién a ATP se encuentran localizados en el citoplasma y son los
responsables de la especificidad de sustratos (Dean M. y cols. 2001).

Se ha caracterizado el papel de algunas proteinas ABC en mdultiples procesos
celulares. Proteinas de la familia de ABCA, ABCC y ABCG estan involucradas en la
homeostasis de la glucosa, colesterol y los lipidos en diferentes tipos celulares
(Matsuo M., 2010. Evidencias recientes sugieren un papel directo de transportadores

ABC como la Pgp, MRP2 y CFTR en el reconocimiento de bacterias patdogenas
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(Mercado-Lubo R y McCormick BA. 2010). Transportadores como MDR1, MRP1-5 o
ABCB1-5 son responsables de la resistencia a multiples farmacos y el transporte de
aniones organicos. Dado que las proteinas ABC transportan una gran variedad de
compuestos su distribucion y localizacién es diferentes tejidos juega un papel muy

importante en diversos procesos celulares y patoldgicos (Leslie EM. y cols. 2005).

Tabla 1: Organizacion de los transportadores ABC.

Subfamilia | Miembros

ABCA ABCA1-ABCA10, ABCB12,ABCA13.
ABCB ABCB1-ABCB11

ABCC ABCC1-ABCC12

ABCD ABCD1-ABCD4

ABCE ABCE1

ABCF ABCF1-ABCF3

ABCG ABCG1,ABCG2.ABCG4,ABCG5,ABCG8

Fuente: Dean M. y cols. 2001.

5.2 Gen de Resistencia a Multiples Farmacos (MDR1).

El gen de Resistencia a Mdltiples drogas (MDR1), también conocido como ABCBL,
fue el primer miembro de la familia de transportadores ligados a ATP (ABC) en ser
identificado en las membranas caniculares de los hepatocitos. Fue el primero en ser
aislado de un ovario de hamster y reconocido por conferir resistencia a multiples

farmacos (Annese V. y cols. 2006).

Keld Dano descubrié en 1973 a las proteinas causantes de conferir resistencia a
multiples drogas. En 1976 Juliano y Ling descubrieron una glucoproteina tras
observar reportes, en los cuales, células de cancer de mama presentaban resistencia
a farmacos (Chowbay B. y cols. 2002). Sin embargo, fue hasta que Victor Ling y
otros investigadores en 1983 dieron a conocer que el aumento en la expresion de la
glucoproteina estaba implicado en la resistencia a farmacos (Paredes y col., 2006).

La familia del gen MDR1 en el humano consta de 4 transportadores completos y 7
transportadores intermedios: ABCB4 y ABCB11 se expresan en el higado y estan
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involucrados en la secrecion de acidos biliares, ABCB2 y ABCB3 forman un
heterodimero y transportan péptidos al reticulo endoplasmatico de la células, ABCB9
ha sido localizado en los lisosomas, mientras que ABCB6, ABCB7, ABCBS8 vy

ABCB10 se expresan en la mitocondria (Dean M. y cols. 2001).

El gen MDR1 esté localizado en el brazo largo del cromosoma namero 7 en la region
21 en humanos, mientras que en ratones y ratas se han caracterizado 2 genes
homdlogos (Abcbla y Abcblb), localizados en el cromosoma numero 5 y 4
respectivamente con un porcentaje de identidad de aminacidos del 85% entre cada
uno de ellos y un 80% en comparacion al gen MDR1 del humano (Ishikawa T. y cols.
2004. Leslie EM. y cols. 2005).

El tamafio total del gen ha variado conforme se ha estudiado; el Ultimo reporte
establece una longitud de 209 kilobases (kb) y esta compuesto por 29 exones. El
ARNmM consiste de 4872 pares de bases (bp) (Bodor M. y cols. 2005). En lineas
celulares de colon (SW260, HT29 y HT29/M6) el ARNm producido es 285 bp mas
corto que el producido en células MCF-7/Adr y K562/Adr. La diferencia en el nimero

de bp sugiere el uso de promotores alternativos (Gomez-Martinez A. y cols. 2007).

Yagle E. y sus colaboradores determinaron que la vida media del mensajero de
MDR1 es de 1 hora en células k562 (linea de celular de leucemia), dato que
contrasta con otros estudios que reportan una vida media larga de 8 horas en células
HepG2 (linea celular de hepatocarcinoma). Sin embargo, observaron que la vida
media increment6 entre 12 y 16h en lineas celulares de resistencia a farmacos y

hasta 10h tras ser expuestas a farmacos (Yague E. y cols. 2003).

El gen MDRL1 pertenece a un grupo de genes que carecen de la caja TATA dentro de
la region proximal del promotor. Por lo que la transcripcion inicia en una secuencia
Inr (secuencia iniciadora). Al igual que otros genes carentes de caja TATA, el
promotor también estd compuesto por una secuencia CCAAT (-82 a -73) y una
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region rica en GC (-56 a -43) que interactian con los factores transcripcionales de la
familia Sp (Figura 1)(Scotto KW. y Johnson RA. 2001).

TCF/LEF HSF MEF1 HSF iMED NF-Y SP1 |
GC EGR1 inicio
WT1

Figural: Elementos del promotor y factores de unidon a ADN involucrados en la regulacion de la
trascripcion de MDR1. SP1 y NF-Y representan los principales factores de transcripcion que regulan la
expresién de MDR1. iIMED, MEF1, HSF, TCF/LEF y EGR1 son responsable de la activacién mientras
que WT1 suprime su expresion.

5.3 La Glucoproteina-P

El gen MDR1 codifica a la glucoproteina- P (P-gp) perteneciente a la familia de las
ABC, una familia de proteinas transmembranales que sirve como una barrera de
proteccion para las células al transportar sustancias y toxinas fuera de las células,

mediante un proceso dependiente de ATP (Loo TW. y cols. 2006).

La P-pg esta constituida por 1280 residuos de aminodacidos, tiene un peso molecular
de 170 kDa, esta conformada por 2 cadenas homologas y simétricas que constan de
6 dominios transmembranales, con una cadena N-terminal hidrofilica y una N-
terminal hidrofébica, seguidos de 2 dominios de union a ATP (Ishikawa T. y cols.
2004). Los dominios de union a ATP (NBD 1 y 2), son importantes para su funcién
dado que pueden hidrolizar el ATP y la inhibicion de estos sitios conlleva a la
inhibicién de la proteina. La unidad minima funcional de la P-gp es como mondémero
(Loo TW y cols. 2006. Verhalen B. y Wilkens S. 2011).

Ademas, la P-pg presenta una cadena de carbohidratos, situada sobre la cadena
exterior de aminoacidos que une los dos primeros segmentos transmembranales,
cerca del extremo N-terminal de la proteina, que al menos 20 kDa de los 170 kDa de
la proteina son debidos a esta cadena de carbohidratos. Evidencias aseguran que la

porcion exterior de carbohidratos no interviene en el transporte de drogas o



UN/Miis
POSGRMDO ¥
Ciencias Biol6gicas

reconocimiento (Ruiz GM. y cols. 2002). La vida media promedio de la glucoproteina

P es relativamente larga y oscila entre 14 a 16 horas (Wu H. y cols. 2003).

MEMBRANA

CITOPLASMA

ATP % )

Figura 2: Estructura de la Pgp La Pgp. La Pgp esté constituida por 2 cadenas homologadas agrupadas
en 6 dominios transmembranales, presenta 2 dominios de unién a ATP indispensables para el
trasporte de sustratos. Tiene un peso molecular de 170 kDa.

El primer paso del trasporte de farmacos y toxinas de la Pgp es el reconocimiento de
la sustancia, posteriormente el ATP es hidrolizado. La alta afinidad de los sustratos
reside en una cavidad anfipatica formada por los 2 NBDs dicha cavidad esta
estructurada por los dominios 6, 12, 1, 4, 10, 11, donde se forma tanto el sitio de
union como el de especificidad del sustrato (Verhalen B. y Wilkens S. 2011). La
energia liberada durante el proceso es utilizada para liberar al farmaco o sustancia
fuera de la célula mediante el poro central. Dos moléculas de ATP son necesarias
para realizar el proceso: la primera en la expulsion del farmaco que implica un
cambio conformacional de la proteina y la segunda en el llevar a la proteina a su
conformacion inicial. Algunos farmacos estimulan la actividad de ATPasa a bajas
concentraciones generando inhibicion cuando se encuentran a altas
concentraciones. También se ha descrito un segundo grupo de compuestos que
potencian la actividad dependiente de la dosis, otros compuestos generan inhibicion

0 estimulo de la hidrélisis de ATP al incrementar o disminuir la distancia entre el
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dominio Walker A y B (Bansal y cols. 2009. Amdudkar SW. y cols. 2003. Zuben ES. y
cols. 2007).

La Pgp tiene multiples sitios de unién indispensables durante el proceso de expulsion
de los diferentes sustratos. Becker y col. identificaron una region de residuos
aromaticos en el sitio de union (NBD) que posiblemente contribuye en la transmision
de sefales (Becker y cols. 2009). Por otra parte estos multiples sitios de unién en los
dominios transmembranales en la Pgp también juegan un papel importante en el
reconocimiento de la amplia variedad de sustratos los cuales probablemente

comparten entre si estos sitios de reconocimiento (Ambudkar SV y cols., 2006).

La variacidon en la expresion de la P-gp en el intestino juega un papel importante en
la farmacocinética de una amplia variedad de sustratos (Annese V. y cols. 2006).
Diversas clases de farmacos son transportados por la Pgp los cuales incluyen: anti
arritmicos, antihipertensivos, antibiéticos, inmunosopresores, antineoplasicos,
glucocorticoides (Tabla2) (Ambudkar SV. y cols. 2006). Dentro de los principales
compuestos quimicos hidrofébicos destacan la colchicina, vinca alcaloides,
antibiéticos, antraciclinas, glucésido cardiaco, cationes organicos y pesticidas (Silva
R.y cols. 2010).

Tabla 2: Principales substratos de la glucoprotreina P.

Farmacos Tipos

Antineoplasicos Actinomicina D, daunorubicina, mitocina C,

mitoxantrona, vinblastina, vincristina.

Antihipertensivos Diltiazen y losartan
Antiarritmicos Digoxina, quinidina, verapamil
Corticoesteroides Aldosterona, cortisol, dexametasona, metilprednisona

Inmunosupresores Ciclosporina, tacrolimus, metotrexato

Antibioticos Eritromicina, levofloxacina, tetraciclina, rifampicina

Fuente: Adaptado de Annese V.y cols. 2006
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La expresion de la Pgp resulta de gran interés ya que la sobreexpresion resulta en la
resistencia a farmacos mientras que la baja expresion se asocia como un factor de
riesgo para el desarrollo de Enfermedad inflamatoria intestinal. Recientemente
estudios realizados en modelos animales han sugerido que la Pgp también participa
en la homeostasis del colesterol. En células de pancreas de rata se ha observado
que participa en la regulaciéon de la secrecion de la insulina en particular en la
segunda fase. Sin embargo, se requiere de mayor investigacion que sugieran esta
misma funcién en células de humano (Le Goff W. y cols 2006. Tang Y. y cols. 2009)

5.4 Expresion de la Pgp en diferentes tejidos.

La glucoproteina-P se encuentra como componente de diversos tejidos y dérganos
con caracteristicas de permeabilidad como la barrera hematoencefalica y placentaria.
Se expresa normalmente en el colon, el intestino delgado y de forma variable a lo
largo del tracto gastrointestinal, las suprarrenales, el rifidén, ovario y testiculos, en
células especializadas como hepatocitos y enterocito, células hematopoyéticas,
linfocitos T y células NK (por sus siglas en inglés natural killer), (Annese V. y cols.
2006. Basal y cols. 2009). Los niveles de expresion de la Pgp en diferentes tejidos
son variables, esto obedece a la diferenciacion, funciones tejido-especifico y varian

en respuesta a cambios ambientales (Gomez-Martinez A. y cols. 2007).

En el tracto gastrointestinal los niveles de expresion de la Pgp incrementan
longitudinalmente, con bajos niveles en el estbmago y altos niveles en el colon. En
este ultimo, la Pgp se localiza en la membrana apical de la células epiteliales
(Bertilsson PM. y cols. 2000), en intestino delgado se ha determinado en todos sus
segmentos con baja expresion en duodeno y altos niveles en el ileon terminal
(Bruyére A. y cols. 2010). El principal papel de la Pgp en el tracto gastrointestinal es
el de detoxificacion celular pero recientemente se ha asociado la expresion de la Pgp
en un mecanismo de reconocimiento de bacterias patégenas evitando la invasion de
las mismas (Mercado-Lubo R. y McCormick BA. 2010).
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En el higado se encuentra en superficie canicular de los hepatocitos, en el rifidn en la
superficie apical de las células epiteliales (Al-Bateineh MM. y cols. 2010). En barreras
bioldgicas como la barrera hematoencefalica la Pgp se encuentra distribuida en la

membrana apical del endotelio cerebral (Pan W. y cols. 2010).

5.5 Regulacion de la expresion de MDR1 y la Pg.

La expresion de la Pgp estd regulada por factores transcripcionales,
postranscripcionales y por estimulos enddgenos y ambientales. Factores como
citocinas, radiacion por rayos X y UV, pueden influir en los niveles de expresion de la
Pgp en diversos sistemas (Scotto KW. y Jonson RA. 2001). Farmacos como
dexametasona, rifampicina, doxurubicina, daunorubicina, vinblastina, inducen la

expresion de la Pgp (Silva Ry cols., 2010).

5.5.1 Regulacion de la expresion por factores de transcripcién.

La expresion del gen MDR1 puede ser influenciado por diversos factores. En
estudios recientes demuestran que estos estimulos convergen en la region
promotora de MDR1 que incluye sitios de unién para los factores transcripcionales
NFY y Sp (Scotto KW. y Johnson RA. 2001. Gémez-Martinez A y cols. 2007).
Johnson y col. en el 2005 demostraron que la familia de factores transcripcionales
p53 reprimen la transcripcién de la P-gp a través de la unién directa a una regién
especifica del ADN, posteriormente demostraron que p63 y p73 pertenecientes a la
familia de p53 pueden activar la transcripcion de MDR1 a través de una region de

union independiente a la de p53.

En células de cancer de diversos tejidos se observa una sobreexpresion del gen
MDR1, asi como de factores de transcripcibn como la proteina 1 de union a la
cadena terminal C (CtBP1) que se encuentra incrementada en lineas celulares de
cancer, lo que sugiere una funcién importante en la activacion de la trascripcion (Jin
W. y cols.2007). El factor de transcripcion AP-1 (proteina activadora 1) es otro de los
factores implicados en la expresion de MDR1. Se ha observado que la inhibicion de
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p-38-MAPK reduce al activaciéon de AP-1y en consecuencia la de MDR1 (Guo y cols.
2008).

En el intestino el factor de transcripcibn mas implicado en la regulacion de la
expresion de MDR1 es PXR (por sus siglas en inglés pregnane X receptor), ya que
se ha observado disminucion de las concentraciones de los sustratos de la Pgp por
la rifampicina, un inductor del PXR. Kota y colaboradores determinaron incremento
de la Pgp dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion a la rifampicina en
células de adenocarcinoma de colon LS174T. Dichos resultados fueron comprobados
al observar decremento de la expresion de la Pgp tras ser estimuladas con
ketoconazol un inhibidor del PXR (Kota BP. y cols. 2010). Sin embargo, Blokzijl ysus
colaboradores evaluaron los niveles de expresion de MDR1 y de PXR en diferentes
procesos inflamatorios del tracto gastrointestinal, compararon muestras de tejidos de
pacientes con enfermedades inflamatorias con muestras de pacientes sin inflamacion
y determinaron que la regulacién de MDR1 en inflamacién es independiente de PXR
(Blokzijl H. y cols. 2007).

Dentro del promotor del gen Mdrl en ratas se han caracterizado sitios de unién para
factores de trascripcion p53 y NF«kB localizados a -38 bp rio abajo del sitio de inicio
de la transcripcion (Inr). En células de carcinoma de la cavidad oral tratadas con una
dosis clinica de radiacion de 2 Gy en combinacién con quimioterapia, se determind
incremento de la expresion de MDR1 secundaria a la induccion de NFkB y NF-Y,
mientras que a bajas dosis fraccionadas de radiacion (0.5 Gy) disminuyendo la
expresion de NFkB, NF-Y y MDR1 e incrementando la efectividad de la quimioterapia
(Shareef MM.y cols. 2008).

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR’s) regulan una
gran diversidad de procesos celulares y de acuerdo a diversos estudios también
regulan el proceso de resistencia a multiples farmacos. En ratones sometidos a dieta
con agonistas de PPARa se observo incremento de Abcg2, disminucion de Mrpl y

no se observaron cambios en los niveles de expresion de Mdrl pero en otro estudio
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realizado en células HepG2 se observé incremento de PPARa y de los niveles de
citotoxicidad con diminucién de MDR1 al incubar las células con TNFa (Konieczna A.
y cols. 2009).

En células SGC7901/VCR Zhao Y. y sus colaboradores reportaron que la
sobreexpresion de los factores de trascripcion PEA3 y MyoD incrementa la expresion
de MDR1. Ademas caracterizaron 4 sitios de union para PEA3 y 3 sitios E-box que
resultan blancos para la union de MyoD, modificaciones en la secuencia de PEA3 y
MyoD atenu6 la expresion de MDR1 (Zhao Y.y cols. 2010).

El factor de trascripcion CDX2 (caudal-related homeobox) involucrado en procesos
como la diferenciacion celular ha sido descrito como un factor regulador de la
expresion de MDR1/Pgp a través de la union directa a elementos en la region
promotora. En células HT29 con bajos niveles de expresion de MDR1/Pgp se
sobreexpres6 CDX2 y se observé incremento de MDR1/Pgp (Takakura Y. y cols.
2010).

5.5.2 Regulacion de la expresion por mecanismos epigenéticos.

Uno de los principales mecanismos de la regulacion de le expresion génica es la
modificacion de histonas. En la activacion del gen MDR1 se ha determinado
incremento de la metilacion de la histona H3 (H3K4). La acetiltransferasa de histonas
P/CAF se ha reportado como responsable de la acetilacion de histonas del promotor
de MDR1, mientras que la sobreexpresion de la MLL1, una metiltransferasa,
incremento a nivel de proteina y ARN mensajero el gen MDRL1 en células HelLa (Huo
H. y cols. 2010). Jin W y sus colaboradores determinaron que el protooncogen
UHRF1 con funcién de factor de trascripcion, participa en el secuestro de la HDAC1
(Deacetilasa de histonas 1) formando un complejo que inhibe la trascripcion a través
de la unién directa al promotor de MDR1en células NCI/ADR-RES (Jin W. y cols.
20009).
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Para optimizar el tratamiento farmacoldgico en el cancer diversos, agentes se han
implementado encaminados a la modificacién de histonas. Por ejemplo; en lineas
celulares de cancer de pulmén V. El-Khoury y colaboradores determinaron el efecto
de un inhibidor de acetilacién de histonas (TSA por sus siglas en inglés trichostatin A)
observaron la TSA inducia un incremento de MDR1 en las células sensible y un
decremento en células resistentes a farmacos (El-Khoury V. y cols. 2007 ), también
se ha empleado en el tratamiento de cancer de colon, renal y leucemia ya sea solo o
en conjunto con el 4cido retinoico que es un agente desmetilador de ADN (Hauswald
S. y cols. 2009).

Tae-bum y colaboradores determinaron la expresion de MDR1 en distintas lineas
celulares de cancer gastrico y de cancer de colon, observando una menor expresion
de MDRL1 en lineas celulares de cancer gastrico comparado con lineas celulares de
cancer de colon. Proponen gque esta variacion en la expresion de MDR1 se debe en
parte a mecanismos epigenéticos de regulacion tales como la metilacion del ADN, ya
gue en el 90% de las células gastricas y en el 30% de las de colon el ADN se
encontraba metilado, lo cual podria explicar la variabilidad de respuesta

farmacoldgica en los distintos tipos de cancer (Tae-Bum L. y cols. 2008).

En mucosa de pacientes con CUCI los niveles de metilacion de MDR1 fueron
significativamente mayores en mucosa inflamada en comparacion con mucosa no
inflamada. Ademas se asoci6 una mayor metilacion del promotor del gen con
caracteristicas clinicas como la presencia de pancolitis (inflamacion total del colon) y
con el curso clinico continuo. Dado que la metilacion representa uno de los
mecanismos de silenciamiento de genes mas importantes, estos resultados apoyan
el papel de la baja expresion de MDR1 en el desarrollo del proceso inflamatorio
observado previamente en ratones Knock-out de MDR1 (Tahara T. y cols. 2009). El
habito de fumar se ha asociado con diferentes tipos de cancer. Estudios de caso-
control revelan una asociacion positiva entre el habito de fumar y el cancer de
prostata. Enokida H. y sus colaboradores determinaron mayor indice de metilacion

de MDR en pacientes con carcinoma de préstata en comparacion con pacientes con
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hiperplasia benigna prostatica. Ademas el habito la frecuencia y el tiempo de fumar
se asocié con la progresion y prondstico del carcinoma de prostata a través de la
hipermetilacion de las islas CpG de dichos genes (Enokida H. y cols. 2006).

Estudios previos demostraron que la sobreexpresion del gen WTH3 contribuia a la
disminucion de la expresion de MDR1 sugiriendo una correlacion negativa entre
MDR1 y WTH3. Recientemente se ha identificado un sitio de unién para p53 en el
promotor de WTHS3 localizado en una isla CpG, un blanco para la metilacion del ADN,
de tal manera que la metilacién del ADN de WTH3 impide la union de p53 a su

promotor modificando la expresiéon de MDR1 (Taina K. y cols. 2008).

5.5.3 Regulacion de la expresion por factores ambientales.
Condiciones fisiolégicas como la lactancia, el embarazo y el proceso inflamatorio

también pueden modular la expresion de la Pgp (Al-Bataineh MM. y cols. 2010).

En muestras de intestino de ratas se determind la expresiéon de MDR1 a diferentes
intervalos de tiempo (Z0, Z6, Z12, Z18) tomando como Z0 las 7:00 am. Observaron
incremento significativo a los tiempos Z6 y Z12 siendo este ultimo el pico maximo de
expresion, sin embargo, cuando las ratas eran sometidas a ayuno se invertian los
niveles de expresion reportando disminucion de la expresion a los tiempos Z6 y Z12
(Hayashi Y.y cols. 2010)

En células de adenocarcinoma de colon HT29 con bajos niveles de expresion y
SW650 con altos niveles de expresion de MDR1 se determiné disminucién de la
expresion del gen hasta en un 50% al ser incubadas con retinol comparadas con un
grupo control sin tratamiento a través de un mecanismo redox-dependiente. Sin
embargo, el mecanismo molecular o las posibles vias de sefalizacién involucradas
en la regulacion de MDR1 por el retinol requieren de mayor estudio (Klamt F. y cols.
2008).
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En células HT29 se determind incremento de MDR1 y la Pgp por la adrenalina
dependiendo de la dosis. Este incremento se producia Unicamente via el receptor o.-
adrenérgico, esto se comprob6 al emplear bloqueadores de los receptores de
adrenalina: au, a, y B-adrenérgicos, observando solo disminucién de la expresion de
MDR. Ademas se determiné que el incremento de MDRL1 se producia a través de la
activacion de la via de proteincinasas activadas por mitdgenos (MAPK), asociada a la
activacion de genes e involucrada en la activacion de MDR1 baja condiciones de
estrés (Yao H. y cols. 2009).

Algunos estudios han evaluado el efecto de algunos ingredientes de la dieta y
nutrientes sobre la expresion de MDR1 y la Pgp. Estudios en intestino e higado de
ratas se determind incremento significativo de la Pgp al ser tratadas con la-
hidroxivitamina D, y la,25-dihidroxivitamina D3 respectivamente, lo cual sugiere un
efecto tejido especifico en el incremento de la expresiéon de la Pgp. Dichos resultados
son similares a los obtenidos en células CACO2 donde se observé incremento
significativo del ARNm y la Pgp al ser estimuladas con 1a,25-dihidroxivitamina D3
(Chow EC. y cols. 2001). En células HepG2 Marguerite V. y colaboradores reportaron
disminucion de la expresion de MDR1 /Pgp asi como de su funcion, ya que se
determiné incremento de la retencion de la rodamina 123, tras la incubacion con
cobalamina (Vitamina V12) (Marguerite V. y cols. 2007). Se ha asociado interaccion
entre el jugo de toronja y la Pgp ya que se ha determinado disminucion de la
absorcion de farmacos como la digoxina secundaria al consumo de jugo de toronja,
sin embargo, el mecanismo exacto de interaccion resulta desconocido (Owira PM. y
cols. 2010). Algunos alimentos o ingredientes de la dieta: isoflavoniodes como la
purarina de la pueraria lobata y algunos lactobacilos regulan la expresion del gen
MDR1/Pgp a través de diferentes vias de sefializacion (Hien TT. y cols. 2007.
Saksena S. y cols. 2011).
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5.5.4. Regulacion post-transcripcional de MDR1.

La Pgp se expresa en tejidos normales como consecuencia de la diferenciacion
celular y en respuesta a cambios ambientales los cuales pueden regular su expresion
a diferentes niveles. Diversos elementos contribuyen a la estabilidad del ARNm como

la CAP en laregion 57y la poli A en la region 3° (Eberding A. y cols. 2004).

En células HT29 el grupo de Gémez-Martinez A y colaboradores determinaron una
vida media del ARNm mas corta que en células HCT-15. Ademas asociaron que la
vida media es regulada por la longitud de las regiones 5’'UTR, sugieren que 5 UTR
mas largas confieren e incrementan la eficiencia de la traduccion. (Gémez-Martinez
A y cols. 2007). Wang D.y Sadee determinaron que el polimorfismo de un solo
nucleotido C3435T localizado en el exén 26 del gen MDR1 modifica la estructura,
disminuye la vida media y estabilidad del ARNm repercutiendo en la estructura de la
Pgp y especificidad de sustratos (Wang D.y Sadee. 2006. Kimchi Sarafty C. y cols.
2007). Lee CH. y colaboradores observaron que en células de cancer de higado la
vida media del ARNm de MDR1 es mayor (+12 horas) en comparacion con
hepatocitos normales (- 12 horas), lo cual representa una posible explicaciéon del

fendmeno de resistencia a farmacos en células de cancer (Lee CH. y cols. 2005).

La cantidad de RNAm es determinado por los porcentajes de degradacion y sintesis,
los cuales pueden ser determinados por estimulos ambientales y fisiologicos.
(Eberding A. y cols. 2004). La estabilidad del ARNm es una determinante importante
en la cantidad de ARNm, en células HepG2 tratadas con atorvastatina, un inhibidor
de la Pgp se determind disminucién de la estabilidad del ARNm y expresion de
MDRL1 y la Pgp lo que sugiere un posible mecanismo de inhibicion por farmacos
(Rodrigues AC. y cols 2009). En otro estudio realizado en diferentes lineas celulares
de cancer se determind que algunos farmacos sustratos de la Pgp contribuyen a la
estabilidad del ARNm, sin embargo, no observaron la misma proporcion en los

niveles de la Pgp (Yague E. y cols. 2003).
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5.5.5. Regulacion a traves de vias de sefializacion y citocinas.

Como se ha descrito, son multiples los factores que pueden modular la expresion de
MDR1/Pgp. En condiciones patolégicas como las infecciones o la inflamacién se
presenta una marcada liberacion de citocinas, las cuales han mostrado diferentes
resultados sobre la expresion de MDR1/Pgp de acuerdo al tipo celular en el cual se
han investigado, asi como: las concentraciones, tiempos de exposicion y tipo de
citocina. Esto sugiere que factores de trascripcion y receptores estan implicados en
la regulacion de la expresion (Fernandez C. y cols. 2004)

Previamente se menciona que son multiples los factores que participan en la
regulacion de la expresion de MDR1 y la Pgp. Durante el proceso inflamatorio donde
se observa un marcado incremento de citocinas proinflamatorias y que se producen
cambios en la funcion de barrera en los distintos tipos celulares, el efecto de estas
citocinas en la regulacién de la expresion de genes parece ser a diferentes niveles

de: transcripcion, traduccion y postraduccion (Al-Bataineh MM. y cols 2010).

Diversas vias de sefalizacién han descrito y caracterizado, la via de las cinasas
activadas por mitdgenos MAPK (por sus siglas en inglés MAPK: mitogen activated
protein kinase) que responde a una gran variedad de estimulos es una de ellas. Ding
S. y colaboradores determinaron que el incremento de MDR1/Pgp en células de
cancer de ovario se debia al incremento de la actividad de la via MAPK ya que al
inhibir esta via disminuia la expresion de MDR1/Pgp (Ding S. y cols. 2001). En
células CACO2 recientemente se determind incremento de la expresion del ARN
mensajero, de la Pgp y de su funcién después de ser incubadas con 2 diferentes
lactobacilos (Lactubacillus acidophilus y L. rhamnosus) durante 24 horas. Ademas se
determind que este incremento se debia a la activacion de las vias fosfatidilinositol 3-
cinasa y la via ERK1/2 MAPK. Posteriormente en un modelo animal de inflamacion
inducida con dextran sulfato de sodio en el cual la expresibn de MDR1 es baja se
observé incremento de la expresion del gen con la administracion de los lactobacilos
(Saksena S., y cols. 2011). En células de cancer de colon HT29 cuyos niveles de

expresion de MDR1 son bajos se determind incremento de la expresion de MDR1 al
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ser estimuladas con adrenalina a través del receptor a;-adrenérgico que a su vez se

asocia con la activacion de la via MAPK (Herui Y. y cols. 2009).

Liu Y.y colaboradores recientemente caracterizaron la via de regulacion de MDR1
por la glucosilceramida sintasa (GCS). Se sabe que ambas proteinas se encuentran
sobreexpresadas en células de cancer en diferentes tejidos. En células de cancer de
ovario OVCAR-8 al realizar la transfeccion de la GCS se determind sobreexpresion
de MDR1/Pgp, ademas de la activacion de cSrc cinasa con la disminucion de la
fosforilacion de la B-catenina e incremento nuclear de B-catenina. El promotor de
MDR1 contiene multiples TCF/LEF (por sus siglas en inglés: T-cell factor 4/lymphoid
enhancer factor) que representan blancos directos para B-catenina. Para demostrar
la regulacion de la GCS sobre MDR1 via B-catenina, se emplearon bloqueadores de
la cSrc y B-catenina/TCF observando disminucion de la expresion de MDR1/Pgp (Lui
YY.y cols., 2010).

En higado y células de colon de rata se ha observado incremento de la actividad del
promotor de Mdrlal ser estimulados con TNFa (Yu C y col., 2008). En células
epiteliales inmortalizadas de rifidn de rata se han propuesto 2 vias de regulacion de
la Pgp dependientes de mediadores inflamatorios inducidas por TNFa y LPS, como
se ilustra en la figura 3. Hien TT. y colaboradores en células de cancer de mama
determinaron incremento significativo de MDRL1 al incubar las células con TNFa, al
realizar un estimulo combinado de TNFa mas puerarina (isoflavona de puerarian
lobata) determinaron disminucion de la expresion de MDR1 a través de la inhibicion
de kB y NFxB. El factor de trascripcion NFkB y las diferentes vias que promueven su
expresion, representan uno de los principales factores involucrados en la regulacion
de la expresion de MDR1/Pgp en diferentes tipos celulares de cancer asi como en

células que constituyen tejidos de condiciones normales (Hein TT. y cols. 2010).
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Figura 3: Regulacion de la expresion de MDR1 en células de rifion de rata. La union del TNFa y LPS
a sus receptores en la membrana celular produce la activacién de NF«kB via IKKB y NIK, asi como el
incremento de INOS, promoviendo la uniéon de NFxB al promotor de MDR1 estimulando el incremento
de su expresion.

5.6 Importancia clinica de la expresion de MDR1 y la Pgp.

En muestras de tejido de céncer de rifion con caracteristicas de resistencia a
farmacos empleados en la quimioterapia, al igual que otros modelos y tejidos
tumorales, se identificé un sobreexpresion de MDR1 (Walsh y cols. 2009). Los
mecanismos de resistencia a corticoesteroides han sido ya estudiados en
condiciones de inflamacion, particularmente en asma vy artritis reumatoide aunque en
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) el mecanismo aun no esta bien establecido.
Una de las principales explicaciones es disminucién de las concentraciones
citoplasmaticas de corticoesteroides secundario a la sobreexpresion de la P-gp
(Farell RJ. y Kelleher D. 2003).

La mayoria de los tumores presentan resistencia a multiples farmacos empleados en
el tratamiento del cancer secundarios a una sobreexpresion de la Pgp (Paredes LA.
y cols. 2006). En modelos celulares tumorales utilizados en el estudio del fendbmeno
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de resistencia a mdiltiples drogas se ha observado que aquellos que muestran
resistencia a un farmaco anti-tumoral utilizados en un tratamiento también presentan

resistencia a otros farmacos antitumorales (Zhai BJ. y cols. 2006).

La disminucion de la expresion de MDR1/Pgp se ha asociado con el desarrollo de
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) especificamente con el desarrollo de colitis
ulcerativa cronica idiopatica (CUCI). Este hecho derivaba de lo observado en
desarrollé colitis espontaneamente en un ambiente libre de patégenos por ratones
knock-out del gen MDR1. En biopsias de pacientes con CUICI se determind menor
expresion de MDR1 en las muestras de pacientes con actividad en comparacion con
controles normales ademas de asociacion con falta de respuesta al tratamiento
convencional y con el curso clinico grave (Englund G. y cols. 2007. Yamamoto-
Furusho JK. y cols. 2009).

Contario a lo observado en Ell, la baja expresion o deficiencia de la Pgp y BCRP se
propuesto como un factor protector contra el dafio agudo de rifion en ratones (Ho
GT. y col., 2005. Yamamoto-Furusho JK. 2009. Huls M. y cols. 2010).

En algunas patologias como la leucemia mieloide cronica se ha observado una
marcada sobreexpresion de la MDR1/Pgp y MRP1. Especificamente es mayor la
expresion de la Pgp en la fase temprana y en la fase avanzada, lo cual implica un
manejo farmacolégico de acuerdo al estadio de la patologia (Vasconcelos FC. y
cols. 2010).
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VI.- METODOLOGIA

Figura 4: Disefio metodoldgico.



Lineas celulares

Se emplearon las siguientes lineas celulares de cancer de colon Caco-2, HT-29,
HCT-116 y SW480 (las caracteristicas se muestran en la tabla 3 y anexo 1), las
cuales fueron mantenidas en medios de cultivo EMEM (Eagle’s minimum essential
médium) y Mc Coy’s respectivamente, suplementados con 10% de suero fetal bovino
y glutamina a una concentracion de 2 mmol, 1% de antibi6tico (10,000 unidades de
penicilina y 10,000 ug de estreptomicina por mililitro). Las células fueron incubadas
con 2.5 ml de medio a 37°C bajo las condiciones de 5% de CO2y 95% de humedad
en placas de 6 pozos. La linea celular CACO2 es una de las lineas de cancer
ampliamente empleada para estudiar el gen MDR1 ya que expresan altos niveles de
expresion de este gen, mientras que la linea HT29 expresa muy bajos niveles por lo
gue en diversos estudios la sugieren como un adecuado control sobre todo en
estudios en los que se evalta regulacion de la expresion de MDR1 por diversos
agentes (Klamt F., y cols. 2008).

Tabla 3: Caracteristicas de las lineas celulares

Edad Genero Patologia

CACO2 Caucasico 72 afos Masculino  Adenocarcinoma colorrectal

HT29 caucasico 44 afos Femenino Adenocarcinoma colorrectal

Citocinas y lipopolisacaridos

Con la finalidad de determinar si el proceso inflamatorio contribuye a la disminucion
de la expresion del gen MDR1 y la Pgp se indujo inflamaciéon con TNFa e IL1J3
recombinantes humanas a una concentracion de 10ng/ml, asi como LPS (10ng/ml)
de Salmonella thypi. Dicha concentracion se ha descrito previamente como suficiente
para generar inflamacion. Cada una de las recombinantes y los LPS se agregaron
por separado y posteriormente al cambio de medio (2ml). Con la finalidad de
disminuir la variabilidad de resultados por factores externos a la induccion de
inflamacion y determinar la reproducibilidad de los datos, el proceso se realizd por

triplicado en placas de 6 pozos en diferentes dias a un 70% de confluencia para cada
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uno de los tiempos (1, 6, 12 y 24 horas). Los niveles de inflamacién se determinaron
por la expresion del ARN mensajero de la IL6 e INOS tanto para las células CACO

como para las células HT29 como previamente se menciona.

Extraccion de ARN mensajero y determinacion de la integridad.

Para determinar la integridad del ARN se prepar6 un gel de agarosa al 1% con 1.5 pl
de bromuro de etidio en una camara de electroforesis. Se coloc6 una mezcla de 5 pl
de muestras y 3 ul de colorante en cada pozo; ya colocadas las muestras se realizd
la electroforesis en un periodo de 30 minutos a 60 volts. Terminado el ciclo el gel se
coloco en el trasluminador (UVP TM-15 ®) y con la camara fotografica (Kodak 290 ®)
gue capturo la imagen.

Sintesis de ADN complementario

Se realizé la mezcla de reactivos segun el inserto para al sintesis de ADNc (kit
Transcriptor First Standar ADNc synthesis de Roche ®). Ya mezclados se colocaron
10 ul de la muestra de ARN en un tubo polipropileno para PCR de pared delgada
(ependorff ®)de 0.2 ml y se le agreg6 10 ul de la mezcla de reaccion previamente
preparada, para obtener el equivalente a 3 tubos de reaccion por cada muestra.
Posteriormente se colocaron en el termociclador de PCR convencional (Gene Am
PCR system 9600 Perkinelmer ®), bajo el programa de preincubacion a 25 °C
durante 10 minutos, incubacion a 55 °C durante 30 minutos y un ciclo de saturacion
de la enzima a 72 °C por 5 minutos. Una vez terminado el ciclo los 3 tubos se

mezclaron y se almacenaron a -20 °C hasta el analisis de expresion.

Determinacion de la expresion del ARN mensajero por PCR en tiempo real

Se realiz6 PCR en tiempo real para determinar la expresion del gen MDR1 como gen
blanco y como gen constitutivo se tomo el de la proteina larga ribosomal (RPLRO).
Se empleo RPLRO como gen constitutivo. Para determinar la expresion de IL-6 como
marcadores de inflamacion nuevamente se utilizé RPLRO como gen de referencia.
Se prepard la mezcla de reactivos de agua de PCR, mezcla de reactivos tipo Taq

man, sonda nimero 18 para el gen MDR1 y la indicada para cada gen (para RPLRO
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se empled la sonda nimero 6 y para el gen de la IL-6 la sonda 38) de la libreria de
sondas “High probe Library de Roche ®” e iniciadores sentido y antisentido (Amplio
byosystem ®). Ya realizada la mezcla se tomaron 5 ul de la mezcla de reaccion y 5
de la muestra (la muestra se trabajo con diluciones 1:5). La amplificacion de cada
gen se realizé en un equipo de PCR en tiempo real (Light Cycler 2.0 Roche ®) bajo 1
programa de desnaturalizacién ,45 ciclos de amplificacién y 1 ciclo de enfriamiento

(Anexo 8)

La secuencia de los iniciadores empleados es la siguiente:
MDR1 sentido: acagaaagcgaagcatggt
antisentido: atggtggtccgaccttttc

INOS sentido: cacaggtctcttcctggtttg
antisentido: ttcttcactgtggggcttg

IL6 sentido: tctgctcccacaatgaaacat

antisentido: gatgcccagggaagacag

RPLO sentido gaagctctatctcgcctcca

antisentido: agcaggcaacaccaggag

Analisis de resultados

Para determinar diferencia significativa de la expresion del gen MDR1, Pgp, iINOS e
IL-6, entre los grupos de basal en comparacion a 1 hora, 6 horas, 12 horas y 24
horas bajo los distintos tratamientos con TNFa, IL1p y LPS, se realizo un analisis con
pruebas no paramétricas de U de Mann-Whitney. Para determinar la correlacion
entre los niveles de expresion del ARN mensajero de MDR1 e iINOS en los diferentes
tiempos de estimulo se realiz6 el andlisis con correlacion de Spearman. Se utilizo el

paquete estadistico SPSS ver 15.0.
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VIl.- RESULTADOS

7.1 Expresion del ARNm de MDR1 en células CACO2.

Para determinar si el proceso inflamatorio influye en la disminucion de los niveles de
expresion del gen MDR1 se emplearon recombinantes IL1B, TNFa y
lipopolisacéridos de Salmonella typhi para inducir inflamacion en la linea celular
CACO2 cuyos niveles de expresion del gen son superiores a otras lineas celulares
de colon. Se determind incremento significativo en la expresion del ARN mensajero
de MDR1 de 1.48 y 1.51 veces a la hora y 6horas respectivamente bajo el estimulo
con IL1B en comparacion con el grupo basal. Al estimular la misma linea celular con
recombinante de TNFa el incremento de 4.2, 3.5 y 4.9 veces la expresion se observa
a las 6, 12 y 24 horas respectivamente. Sin embargo, se determiné disminucion
significativa de la expresion de MDR1 a partir de las 6 y hasta las 24 horas con
respecto al basal en las células estimuladas con lipopolisacaridos de Salmonella
typhi. Dichos resultados sugieren mecanismos diferentes de regulacion de la

expresion.
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Figura 5: Expresion del ARNm del gen MDR1 en lineas celulares de colon estimuladas con
recombinantes de TNFa, IL1B y LPS de Salmonella typhi a tiempos de 1, 6, 12 y 24 horas. Se emplea
el gen RLPO como gen de referencia. Como diferencia significativa se considero un valor de P<0.05 *.
Cada uno de los tiempos se realiz6 por triplicado.

7.2 Expresion del ARNm de laiNOS en células CACO2.
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La Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) es un producto que resulta del proceso
inflamatorio. Citocinas proinflamatorias como la IL1p y el TNFa, asi como los LPS de
diferentes bacterias inducen la INOS. En diversas lineas celulares se ha
caracterizado como un factor de regulacion de la expresion de MDR1/Pgp los niveles
de 6xido nitrico producido por la iINOS. En nuestro trabajo observamos incremento
significativo de 4.0 y 2.0 veces de la expresion de la INOS a las 6 y 12 horas
respectivamente en células CACO2 estimuladas con recombinantes de IL1p,
mientras que bajo el estimulo con TNFa observamos incremento significativo desde
las 6 hasta las 24 horas de 1.7, 2.7 y 1.8 veces, ambos estimulos con respecto al
basal. En células estimuladas con LPS Salmonella thypi no se determin6 incremento

en ningun intervalo de tiempo.
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Figura 6: Expresibn del ARNm del gen INOS en lineas celulares CACO2 estimuladas con
recombinantes de TNFa, IL13 y LPS de Salmonella typhi durante tiempos de 1, 6, 12 y 24 horas en
comparacion a un grupo basal sin estimulo. Se emplea el gen constitutivo o de referencia el gen
RLPO. Como valor significativo se tomo un valor de P<0.05 *. N. por cada grupo 3.



7.3 Expresion del ARNm de la IL6 en células CACO2.

Uno de los principales factores de transcripcion implicados en el desarrollo del
proceso inflamatorio y en la regulacion de la expresion de MDR1 en diversos tipos
celulares es NFkB. Se ha descrito que la activacion de dicho factor de transcripcion
resulta de estimulos como la union de IL1B, TNFa y LPS a sus respectivos
receptores, generando la produccion de citocinas proinflamatorias como la IL6. Al
estimular las células CACO2 observamos incremento significativo de la expresion de
la IL6 a partir de la hora y hasta las 24 horas del estimulo con IL1f (4.30, 6.40, 3.13,
3.85 veces con respecto al basal sin estimulo). Al estimular con recombinate de
TNFa solo observamos incremento significativo de 6.1 y 3.5 veces a la horay 6
horas de incubacién con dicho estimulo. Sin embargo, al incubar con LPS de
Salmonella typhi solo fue significativo el incremento de 2.0 a la hora del estimulo, e

inclusive no se determind expresion de la IL6 a las 24 horas.
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Figura 7: Expresion del ARNm del gen de la IL6 en lineas celulares de colon CACO2 estimuladas con
recombinantes de TNFa, IL1B y LPS de Salmonella thypi a tiempos de 1, 6, 12 y 24 horas. Se emplea
el gen RLPO como gen de referencia. Como diferencia significativa se considero un valor de P<0.05 *
con respecto al grupo basal. La determinacién del ANR mensajero de cada uno de los grupos se
realizo por triplicados (N=3) en diferentes dias pero bajo las mismas condiciones.

7.4 Expresion del ARNm de MDRL1 en células HT29.
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La expresion del gen MDR1/Pgp se ha determinado en diferentes lineas celulares de
colon, la linea celular HT29 se caracteriza por bajos niveles de expresion de
MDR1/Pgp por lo que representa un buen control para determinar el incremento de la
expresion al generar inflamacion con recombinantes de IL1B y TNFa como
previamente se ha reportado y observado en células CACO2. Al estimular las células
con IL1B no se observé cambio significativo a ningun intervalo de tiempo. Solo se
determind incremento significativo de 3.1 veces con respecto al basal a las 24 horas.
No se realizé estimulo con LPS de Salmonella typhi ya que éste se asocia con

disminucion de la expresion.
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Figura 8: Expresion del ARNm del gen de la IL6 en lineas celulares de colon HT29 estimuladas con
recombinantes de TNFa e IL1B en intervalos de tiempo de 1, 6, 12 y 24 horas. Se emplea el gen
RLPO como gen de referencia. Como diferencia significativa se consideré un valor de P<0.05 * con
respecto al grupo basal. La determinacién del ANR mensajero de cada uno de los grupos se realizé
por triplicados bajo las mismas condiciones.
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VIII.- DISCUSION

El gen de Resistencia a Multiples Farmacos (MDR1) y la Pgp se asocian con
resistencia a farmacos en cancer y en la Ell, la baja expresién se asocia con un
curso clinico méas grave y falla en la respuesta al tratamiento médico. Para diversos
grupos de investigacion resulta de gran interés estudiar los factores que contribuyen
a regular su expresion ya que los niveles de expresion influyen de manera diferente
en diversas patologias (Walsh y cols, 2009. Vasconcelos FC. y cols. 2010.

Yamamoto-Furusho JK. y cols. 2009).

En el cancer las citocinas proinflamatorias como la IL13 y TNFa estan involucradas
en el inicio, progresion y metéstasis de tumores; en la CUCI los niveles de expresion
de IL1B y TNF se encuentran elevados, mientras que los niveles de expresion de
MDR1/Pgp se encuentran disminuidos. Ademas, se ha reportado a las citocinas
proinflamatorias como reguladores de la expresion de MDR1/Pgp (Eglund G. y cols.
2007. Yamamoto-Furusho JK. y cols. 2010. Dixit S. y cols. 2005. Paduch A. y
Kandefer-Szerszen M. 2009).

Para determinar como el gen MDR1 y su producto la Pgp son regulados durante la
inflamacion, analizamos el efecto de la IL13, TNFa y LPS en células epiteliales de
colon CACO2 una linea de cancer de colon que expresa altos niveles de MDR1 y
células HT29 como control ya que sus niveles de expresion son considerablemente
bajos. En diversos estudios la expresion del ARNm de la iNOS e IL6 son empleados
como marcadores de inflamacion, ademas resultan de la activacion de las principales

vias de sefalizacién que regulan la expresion de MDR1.

Al estimular las célulasCACO2 con 10 ng/ml de TNFa observamos incremento
significativo a las 6, 12 y 24 horas de incubacion. Datos similares fueron
determinados por Yu C. y colaboradores quienes observaron incremento de la
expresion del mensajero, proteina y funcion de MDR1en células endoteliales de

cerebro al ser estimuladas con TNFa a una concentracion de 5 ng/ml en tiempos de
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2,6y 24 horas (Yu C. y cols. 2007). Posteriormente caracterizaron un sitio de unién
para el factor de transcripcion NFkB en el promotor del gen Mdrl de las mismas
células, a través del cual se promueve la sobreexpresion de Mdrl por el estimulo con
TNFa, lo cual se comprobé al realizar una mutacién en el sitio de unién para NFxB y
estimular con TNFa. No se report6é incremento de la expresion de Mdrl, esto sugiere
un sitio de union para NFkB en células de cancer de colon (Yu C. y cols. 2008). Otro
grupo de investigacion realizo estimulos con 200ng/ml de TNFa en células epiteliales
de mama (BME-UV) durante 24, 72 y 120 horas. Ellos determinaron incremento
significativo en cada uno de los tiempos con respecto a un grupo de células sin
estimulo. Sin embargo, se ha reportado en células HCT116 y otros tejidos un
comportamiento opuesto, es decir disminucién de la expresion del ARNm de MDR1
(Al-Bataineh MM. y cols, 2010).

El grupo de von Wedel Parlow y colaboradores determinaron incremento de la Pgp
pero no del ARNm de mdrl al estimular células endoteliales de cerebro de cerdo con
10ng/ml de recombinantes de TNFa recombinante, lo que sugiere un mecanismo
post-transcripcional en la regulacion de la expresion de MDR1 (von Wedel Parlow, y
cols. 2009). Mientras que el grupo de Poller determiné incremento significativo del
ARNm de MDR1 y la Pgp después del tratamiento con TNFa (20 ng/ml x 72 hrs.) y
no mostré cambios significativos bajo el estimulo con IL1B (2ng/ml x 72 hrs.) en
células endoteliales inmortalizadas de cerebro de humano. Sin embargo, el
transporte de la rodamina 123 no mostrd cambios bajo la influencia de ninguna de las
2 citocinas lo que sugiere incremento de la expresion de MDR1/Pgp pero no de su

funcién (Poller B. y cols. 2010).

Contrario a lo observado en nuestro trabajo el grupo de Evseenko D. y colaboradores
determinaron en trofoblasto la expresion del mensajero y la proteina de MDR1
estimuladas durante 12 y 48 horas con TNFa (20 ng/ml) e IL13 (2ng/ml), observando
disminucion del mensajero en un 45 y 50% respectivamente (Evseenko A. y cols.
2007). ElI mismo fendmeno fue reportado por Belliard y colaboradores en 2004, al

determinar disminucion de la expresion del mensajero de MDR1 en células CACO2
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tras 48 horas de estimulo con recombinante de TNFa a una concentracién de
10ng/ml (Belliard AM. y cols., 2004).

Multiples grupos de investigacion han estudiado el efecto del estimulo con TNFa
sobre la expresion de MDR1 reportando resultados diferentes por lo que se ha
propuesto que la regulacién de MDR1 por TNFa depende de la concentracion y del
tipo de celular (Yu C. y cols., 2008. Al-Bataineh MM. y cols, 2010).

La IL1p ha sido ampliamente empleada para inducir inflamacion en diferentes grupos
celulares. Al igual que el estimulo con TNFa, observamos incremento de la expresion
del ARNm de MDR1, solo que a diferencia del estimulo con TNFa, el incremento fue
mas rapido a 1 y 6 horas. Sin embargo, no continu6 a las 12 y 24 horas. Se ha
caracterizado que la unioén de la IL1 a su receptor genera la activacion de NFxB, a
través de la activacion de NFxB inicia la trascripcion de una gran variedad de genes
involucrados en la inflamacion, asi como la expresion de INOS (Bujak M. y
Frangogiannis NG. 2009). Recientemente Kaler demostré que la IL1p induce la
sefalizacibn de Wnt en células de cancer de colon de manera dependiente de
NFkB/AKT. Diversos experimentos indican interacciones entre Wnt y AKT la cual
estimula la actividad transcripcional de B-catenina/TCF fosforilandola e incrementado
su acumulacion nuclear (Kaler P. y cols., 2009). En células de cancer de ovario se ha
demostrado la regulacion de la expresion de MDR1/Pgp a través de la union de la -
catenina a las regiones TCF/LEF del promotor de MDRL1 (Liu YY. y cols. 2010). Otro
hallazgo que apoya este posible incremento en la expresion lo reportd Liu Y. y su
grupo de trabajo quienes observaron incremento de la expresion de MDR1 por la
glucosilceramida sintasa a través de la via cScr y p-catenina. Se habia mencionado
con anterioridad la regiébn promotora de MDRL1 tiene sitios de unién para B-
catenina/TCF por lo que podria explicar el incremento de MDR1 por el estimulo con
IL1P.



UN/M

Ciencias Biolégicas
Los mdltiples sitios de unién en el promotor de MDR1 para diferentes factores de
trascripcion incrementan el nimero de posibles candidatos reguladores de su
expresion la B-catenina/TCF por lo que podria explicar el incremento de MDR1 por el

estimulo con IL1p.

Una de las vias de activacion de NFxB es a través del reconocimiento de moléculas
de bacterias por receptores membranales como el TLR4. En nuestro trabajo
empleamos LPS de Salmonella typhi para inducir inflamacién a una concentracion
de 10 ug/ml. El grupo de Heemskerk determind un incremento significativo de la Pgp
tras 24 horas de exposicién al estimulo 10 ug/mL de LPS (Heemskerk S. y cols.,
2010). Pan y colaboradores en su estudio con barrera hematoencefalica de ratas
knockout de NFkB vy silvestre estimuladas con LPS (2.5 mg/kg de peso) durante 48
horas, determinaron un incremento en los niveles del ARN mensajero de MDR1 en
las ratas wildtype en comparacion con las ratas knockout, lo que sugiere un efecto
directo del factor de transcripcion NF«kB sobre los niveles de expresion de MDR1 ya
gue la activaciéon de NFxB se promueve tras la unién del LPS a receptores como el
TLR4 o CD14 asi como la unidn de TNFa a su receptor como se menciona en

trabajos anteriores (Pan W. y cols. 2010).

En nuestro trabajo determinamos disminucion de la expresion del ARNm de MDR1 a
partir de las 6 horas de incubacion con S. typhimurium. Un comportamiento similar
fue descrito en un estudio realizado por Siccardi en células de cancer de colon HCT8
y T84 infectadas con S. typhimurium; observaron incremento de la acumulacion
intracelular de rodamina 123 y digoxina, ambos farmacos son sustratos de la Pgp lo
cual sugiere disminucion de la expresion de esta proteina (Siccardi D. y cols. 2008).
La disminucién de la expresion de MDR1/Pgp en las células estimuladas con LPS de
Salmonella typhi probablemente es independiente de los niveles de expresion de la
INOS ya que los cambios en la expresion del ARNm de ésta no resultaron

significativos en ningun intervalo de tiempo.
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El 6xido nitrico producido por la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) es un producto
gue resulta del proceso inflamatorio. Citocinas proinflamatorias como la IL1p vy el
TNFoa inducen la INOS (Heemskerk S. y cols. 2007. Takizawa Y. y cols. 2010).
Ademas estas citocinas pueden activar factores de trascripcion como NFxB que
activan genes especificos e inclusive la INOS, la produccién de oxido nitrico (NO) se
ha asociado con la pérdida de las propiedades de barrera de la mucosa intestinal
facilitando la invasion por bacterias e inclusive estudios realizados en células CACO2
estimuladas con 10ng/ml de recombinante de IFN-y recombinante demostraron que
el efecto que puede realizar la citocina sobre los niveles de NO afecta la union de
NF«B al ADN y modificar la expresion de la Pgp (Dixit SG. y cols. 2004). En multiples
estudios la INOS ha sido empleada como marcador de inflamacién, ademas han
demostrado que los niveles de NO producido por la INOS tienen un efecto directo
sobre la expresion de MDR1/Pgp. Nosotros determinamos incremento significativo
de la INOS a las 6 y 12 horas posterior al estimulo con IL1B y a las 6,12 y 24 al
estimular con TNF, pero no se observo incremento significativo al estimular con LPS
contrario a lo obtenido en muestras de tejido de rifidn de rata donde se determind
incremento de la expresion del gen abcbl y la Pgp al inducir inflamacién con LPS de
Escherichia coli a partir de las 3 horas y hasta las 12 y 24 horas. La coadministracion
de aminoguanidina (inhibidor de la iINOS) bloqueé6 el incremento de la expresion
(Heemskerk S. y cols. 2007). Lo cual sugiere al 6xido nitrico producido por la iINOS

como un factor que puede regular la expresion de MDR1 y la PgP.

Recientemente en un estudio realizado en células de cerebro de rata el TNFa se une
a su receptor generando la liberacion de ET-1 que se une a su receptor ETg
continuando la cascada de sefalizacion via INOS y proteina cinasa C (PKC). Tras un
largo periodo de estimulacion con TNFa (6h) resulta la activacion de NFxB por la
PKC e incremento de la Pgp como se ha demostrado en diversas lineas celulares e
inclusive nuestros resultados sugieren el mismo efecto ya que la incubar con TNFa
incrementd significativamente la expresion de MDR1 y la iNOS en los mismos

periodos de tiempo de 6-24 horas (Bauer B. y cols. 2007). Colabufo y colaboradores
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en 2010 confirman la activacion de MDR1 y la Pgp por el NO en células de cancer de

colon CACO2 como respuesta a la activacion NFxB dependiente de la INOS.

El efecto del 6xido nitrico en la expresion de la Pgp ha sido estudiado por diferentes
grupos de investigacion los cuales son controversiales ya que tanto el incremento
como la disminucion de la expresion de MDR1/Pgp han sido reportados. Sin
embargo, la diferencia parece radicar en el proceso y condiciones de generacion de

oxido nitrico (Takizawa Y. y cols. 2010).

Como anteriormente se menciona el factor de trascripcion NFkB parece jugar un
papel importante en la regulacion de la expresion de MDR1 y la Pgp tanto en los
estimulos con TNFa e IL1B, ya que lo reportado en la literatura aporta estos datos.
Algunos estudios sugieren que la regulacidon en la expresion de genes por NFxB
depende del contexto celular de su via de activacién y de la interaccidon con otras
vias de sefalizacion (Yeruva S. y cols. 2008). Otro de los productos de la activacion
de NFxB es la IL6 la cual se reportd incremento en todos los tiempos (1-24 horas) al
estimular con IL1p; sin embargo, el incremento de MDR1 sélo se observé a 1y 6
horas por lo que sugiere que el incremento de MDR1 es independiente de NFxB ya
gue este induce a la IL6. El mayor nivel de expresion de IL6 durante el estimulo con
TNFa se observé a 1y 6 horas y para LPS sélo a 1 hora de incubacién, sin embrago,
no se report6é incremento significativo de MDR1 en ninguno de estos intervalos de

tiempo esto implica un mecanismo de regulacién independiente NF«B/IL6.

En resumen son multiples los factores que estan involucrados en la regulaciéon de la
expresion de MDR1/Pgp como: la concentracion del agente con que se induce el
estimulo, las vias de sefalizacion, el tipo celular, los tiempos de exposicion y la
cantidad de receptores que reconocen cada uno de los estimulos. De tal manera que
se requieren mas estudios que involucren la inhibiciébn de las principales vias de
regulacion asi como de los receptores para determinar el mecanismo que activa cada

estimulo para generar incremento o disminucién de la expresion de MDR1/Pgp.



UN/M
POSGR/1DO
Ciencias Biologicas

[-catenin

|

LEF/TCF

Figura 9: Vias de sefializacion y factores de transcripcion caracterizados en diferentes lineas celulares
involucrados en la regulacion de la expresion de MDR1/Pgp.
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IX.- CONCLUSIONES

En la linea celular CACO2 determinamos incremento de la expresion de MDR1 al
estimular con TNFa e IL1B mientras que al estimular con LPS observamos
disminucion de MDR1. En las células HT29 estimuladas con TNFa se observo
incremento de MDR1 en tiempos prolongados (6-24 horas). La iINOS se incremento
de manera significativa solo para los estimulos con TNFa e IL1p3 a partir de las 6
horas, mientras que la IL6 incrementé desde la hora y se mantuvo hasta las 24
horas, contrario a lo observado al estimular con LPS y TNFa donde solo se observo

que alaly 6 horas.

La expresion del ARN mensajero del gen MDR1 parece estar determinada por el
agente con el cual se induce inflamacién o la expresion de sus receptores (TNFa,
IL1B vy lipopolisacaridos de Salmonella typhi), asi como las vias de sefalizacién que
cada uno de estos podria estar activando. Sin embargo, los algunos factores de
transcripcion probablemente también son los responsables de contribuir a generar
las diferencias en los niveles de expresion de MDR1/Pgp en los diferentes intervalos

de tiempo.

Dado que solo se determiné la expresion del ARN mensajero de MDR1/Pgp, resulta
sumamente importante la determinacion de la expresion de la proteina y realizar
estudios de funcion de la misma, asi como, realizar estudios de sefializacion que
contribuyan a determinar los posibles mecanismos que podrian repercutir sobre la

expresion de MDR1/Pgp.
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X1.-ANEXOS

ANEXO 1: Extraccién de ARNm con TRIZOL®

Lavar con las células PBS para retirar residuos de medio de cultivo.

Agregar directamente a la caja 250 ml de TRIZOL®, pipetear varias veces sobre
toda la superficie de la caja. Colectar en tubo eppendorf.

Agregar 200 pl de cloroformo por cada 1 ml de TRIZOL®, agitar vigorosamente
con la mano por 15 segundos, centrifugar a no mas de 12000 rpm durante 15
minutos a 4°C.

Transferir fase acuosa a un tubo nuevo. Agregar 500 ul de isopropanol por cada
1ml de TRIZOL®. Centrifugar a no mas de 12000 por 10 minutos a 4°C, se
observara el boton.

Remover sobrenadante. Lavar el boton con etanol al 75%, agregar 1ml de etanol
por cada 1ml de TRIZOL®, centrifugar a no mas de 7500 durante 5 minutos a 4°C.
Retirar sobrenadante y dejar secar a temperatura ambiente. Se recomienda evitar
dejar secar el boton completamente para evitar que disminuya su solubilidad.

Disolver el botén en agua DEPC y almacenar resultante a — 70 °C.

Preparacion de gel de agarosa.

Pesar en la bascula el equivalente al 1% de de la capacidad de la camara de
electroforesis.

Medir la cantidad de TBE de acuerdo a la capacidad de la cAmara.

Verter la garosa en el TBE y calentar hasta disolver la garosa.

Esperar a que se enfrié y agregar 1.5 ul de bromuro de etidio y mezclar

Colocar la mezcla sobre la cadmara y colocar el peine.

Ya preparado el gel se retira el peine y se cubre con TBE hasta llenar la camara.
Mezclar 5 ul de muestra y 3 ul de colorante y colocarlo sobre los pozos.

Correr el gel en un periodo de 30-40 minutos a 60 Volts.
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ANEXO 7: Sintesis de ADN c.

e Descongelar ARN m a temperatura ambiente.

e Descongelar reactivos y colocarlos en hielo.

e Realizar la mezcla de reaccion en las cantidades indicadas en la tabla 13
e Tomar 10 ul de la mezcla de reaccion y mezclarlos con 10 pl de muestra
e Mezclar y colocar en el termociclador.

e Programar la PCR bajo las condiciones indicadas en la tabla 14

e Una vez terminado el programa almacenar a -20 °C.

Tabla 4: Mezcla de reactivos empleados en la RT-PCR

Reactivos 1X 15X
Agua 1.0 ul 15.0 ul
Solucion amortiguadora | 4.0 pl 60.0 ul
Random 2.0l 30.0 ul
dNTP's 20 u 30.0 pl
Inhibidor de RNA sas 0.5 pl 7.5 pl
Reverso Transcriptasa 0.5 ul 7.5 pl

Tabla 5: Ciclos del protocolo de la RT-PRC.

Segmentos Tiempo Temperatura
Preincubacion 10 minutos 25°C
Incubacioén 30 minutos 55 °C

Desnaturalizaciéon 5 minutos 85°C
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ANEXO 8: Determinacion de la expresion de MDRL1 e IL-6

Descongelar la muestra de ARNm.

Descongelar reactivos y colocarlos en hielo.

Realizar la mezcla de reaccion con la sonda indicada para cada gen (MDR1-

sonda numero 18, RPLRO sonda nimero 6 e IL-6 sonda sonad numero )en las

cantidades indicadas en la tabla 15

Colocar los capilares sobre el termoblock.

Tomar 5 ul de la reaccion y colocarlos sobre el capilar.

Agregar al capilar 5 muestra pl (dilucién 1:5).

Tomar los capilares y centrifugar

Programar la PCR bajo las condiciones indicadas en la tabla 16

Tabla 6: Mezcla de reactivos empleados en la PCR — tiempo real.

Tabla 7: Ciclos del protocolo de la

Reactivos 1X 33 X
Agua 2.5l 82.5 ul
Mezcla de reaccion 2.0l 66.0 ul
Iniciador sentido 0.2 ul 6.6 ul
Iniciador antisentido 0.2ul 6.6 pl
Sonda # 18 0.1l 3.3 ul
Muestra 0.1l 3.3 ul

PCR en tiempo real.

Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 1 95°C 10 min
Amplificacion 45
Desnaturalizacion 95°C 10 seg
Extension 10 °C 1 seg
Alineacion 40 °C 30 seg
Enfriamiento 1 40 °C 30 seg.
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Tabla 8: Secuencia del gen MDR1
Iniciador Tamafo Posicion Tm %GC Secuencia
Sentido 20 2105-2124 60 50 acagaaagcgaagcatggt
Antisentido | 19 21-48-2166 59 53 atggtggtccgaccttttc

Amplicon (62nt)
No. De acceso NM_000927.3 (Fuente: www.ncbi.nim.nih.gov/).

tattcagatattctccagattcctaaagattagagatcatttctcattctcctaggagtactcacttcaggaagcaaccagat
aaaagagaggtgcaacggaagccagaacattcctcctggaaattcaacctgtttcgcagtttctcgaggaatcagceatt
cagtcaatccgggccgggagceagtcatctgtggtgaggcetgattggetgggcaggaacagegecggggegtgggct
gagcacagccgcttcgetctctttgccacaggaagcctgagctcattcgagtagcggcetcttccaagctcaaagaage

agaggccgctgttcgtttcctttaggtctttccactaaagtcggagtatcttcttccaaaatttcacgtcttggtggecgttcca
aggagcgcgaggtcggaatggatcttgaaggggaccgcaatggaggagcaaagaagaagaacttttttaaactga

acaataaaagtgaaaaagataagaaggaaaagaaaccaactgtcagtgtattttcaatgtttcgctattcaaattggctt
gacaagttgtatatggtggtgggaactttggctgccatcatccatggggctggacttcctctcatgatgetggtgtttggag

aaatgacagatatctttgcaaatgcaggaaatttagaagatctgatgtcaaacatcactaatagaagtgatatcaatgat
acagggttcttcatgaatctggaggaagacatgaccaggtatgcctattattacagtggaattggtgctggggtgcetggtt
gctgcttacattcaggtttcattttggtgcctggcagctggaagacaaatacacaaaattagaaaacagttttttcatgctat
aatgcgacaggagataggctggtttgatgtgcacgatgttggggagcttaacacccgacttacagatgatgtctccaag
attaatgaaggaattggtgacaaaattggaatgttctttcagtcaatggcaacatttttcactgggtttatagtaggatttaca
cgtggttggaagctaacccttgtgattttggccatcagtectgttcttggactgtcagetgetgtctgggcaaagatactatct
tcatttactgataaagaactcttagcgtatgcaaaagctggagcagtagctgaagaggtcttggcagcaattagaactgt
gattgcatttggaggacaaaagaaagaacttgaaaggtacaacaaaaatttagaagaagctaaaagaattgggata
aagaaagctattacagccaatatttctataggtgctgctttcctgctgatctatgcatcttatgctctggecttctggtatggga
ccaccttggtcctctcaggggaatattctattggacaagtactcactgtattcttttctgtattaattggggcttttagtgttggac
aggcatctccaagcattgaagcatttgcaaatgcaagaggagcagcttatgaaatcttcaagataattgataataagcc
aagtattgacagctattcgaagagtgggcacaaaccagataatattaagggaaatttggaattcagaaatgttcacttc

agttacccatctcgaaaagaagttaagatcttgaagggtctgaacctgaaggtgcagagtgggcagacggtggecct

ggttggaaacagtggctgtgggaagagcacaacagtccagctgatgcagaggctctatgaccccacagaggggat

ggtcagtgttgatggacaggatattaggaccataaatgtaaggtttctacgggaaatcattggtgtggtgagtcaggaac

ctgtattgtttgccaccacgatagctgaaaacattcgctatggccgtgaaaatgtcaccatggatgagattgagaaagct
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gtcaaggaagccaatgcctatgactttatcatgaaactgcctcataaatttgacaccctggttggagagagaggggecc
agttgagtggtgggcagaagcagaggatcgccattgcacgtgccctggttcgcaaccccaagatcctectgetggatg
aggccacgtcagccttggacacagaaagcgaagcagtggttcaggtggetctggataaggccagaaaaggtcgga
ccaccattgtgatagctcatcgtttgtctacagttcgtaatgctgacgtcatcgcetggtttcgatgatggagtcattgtggaga
aaggaaatcatgatgaactcatgaaagagaaaggcatttacttcaaacttgtcacaatgcagacagcaggaaatgaa
gttgaattagaaaatgcagctgatgaatccaaaagtgaaattgatgccttggaaatgtcttcaaatgattcaagatccag
tctaataagaaaaagatcaactcgtaggagtgtccgtggatcacaagcccaagacagaaagcttagtaccaaagag
gctctggatgaaagtatacctccagtttccttttggaggattatgaagctaaatttaactgaatggcecttattttgttgttggtgt
attttgtgccattataaatggaggcctgcaaccagcatttgcaataatattttcaaagattataggggtttttacaagaattg
atgatcctgaaacaaaacgacagaatagtaacttgttttcactattgtttctagcccttggaattatttcttttattacatttttcct
tcagggtttcacatttggcaaagctggagagatcctcaccaagcggctccgatacatggttttccgatccatgctcagac
aggatgtgagttggtttgatgaccctaaaaacaccactggagcattgactaccaggctcgccaatgatgctgctcaagtt
aaaggggctataggttccaggcttgctgtaattacccagaatatagcaaatcttgggacaggaataattatatccttcate
tatggttggcaactaacactgttactcttagcaattgtacccatcattgcaatagcaggagttgttgaaatgaaaatgttgtc
tggacaagcactgaaagataagaaagaactagaaggttctgggaagatcgctactgaagcaatagaaaacttccga
accgttgtttctttgactcaggagcagaagtttgaacatatgtatgctcagagtttgcaggtaccatacagaaactctttga
ggaaagcacacatctttggaattacattttccttcacccaggcaatgatgtatttttcctatgctggatgtttccggtttggage
ctacttggtggcacataaactcatgagctttgaggatgttctgttagtattttcagctgttgtctttggtgccatggeecgtgggg
caagtcagttcatttgctcctgactatgccaaagccaaaatatcagcagcccacatcatcatgatcattgaaaaaaccce
ctttgattgacagctacagcacggaaggcctaatgccgaacacattggaaggaaatgtcacatttggtgaagttgtattc
aactatcccacccgaccggacatcccagtgcttcagggactgagcectggaggtgaagaagggcecagacgcetggcete
tggtgggcagcagtggctgtgggaagagcacagtggtccagcetcctggageggttctacgaccecttggcagggaaa
gtgctgcttgatggcaaagaaataaagcgactgaatgttcagtggctccgagcacacctgggcatcgtgtcccaggag
cccatcctgtttgactgcagcattgctgagaacattgcctatggagacaacagcecgggtggtgtcacaggaagagattg
tgagggcagcaaaggaggccaacatacatgccttcatcgagtcactgcctaataaatatagcactaaagtaggagac
aaaggaactcagctctctggtggccagaaacaacgcattgccatagctcgtgeccttgttagacagcectcatattttgettt
tggatgaagccacgtcagctctggatacagaaagtgaaaaggttgtccaagaagccctggacaaagccagagaag
gccgcacctgcattgtgattgctcaccgectgtccaccatccagaatgcagacttaatagtggtgtttcagaatggcaga
gtcaaggagcatggcacgcatcagcagctgctggcacagaaaggcatctatttttcaatggtcagtgtccaggctgga
acaaagcgccagtgaactctgactgtatgagatgttaaatactttttaatatttgtttagatatgacatttattcaaagttaaa

agcaaacacttacagaattatgaagaggtatctgtttaacatttcctcagtcaagttcagagtcttcagagacttcgtaatt
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aaaggaacagagtgagagacatcatcaagtggagagaaatcatagtttaaactgcattataaattttataacagaatta
aagtagattttaaaagataaaatgtgtaattttgtttatattttcccatttggactgtaactgactgccttgctaaaagattatag
aagtagcaaaaagtattgaaatgtttgcataaagtgtctataataaaactaaactttcatgtgactggagtcatcttgtcca
aactgcctgtgaatatatcttctctcaattggaatattgtagataacttctgctttaaaaaagttttctttaaatatacctactcat
ttttgtgggaatggttaagcagtttaaataattcctgttgtatatgtctattcacattgggtcttacagaaccatctggcttcattc
ttcttggacttgatcctgctgattcttgcatttccacat

(Fuente: www.roche-applied-science.com)

ANEXO 4

Tabla 9: Secuencia de IL-6
Iniciador Tamafio Posicion Tm %GC Secuencia
Sentido 20 32-51 59 55 gaagctctatctcgcectcca
Antisentido | 18 21-48-2166 59 61 agcaggcaacaccaggag

Amplicon (103nt)
No.- de acceso NM_000600.1(Fuente: www.ncbi.nlm.nih.gov)

ttctgccctcgagceccaccgggaacgaaagagaagctctatctcgectccaggagcccagctatgaactccttctcca
caagcgccttcggtccagttgccttctccctggggcetgetcctggtgttgectgetgecttccctgeccccagtacccccagg
agaagattccaaagatgtagccgccccacacagacagccactcacctcticagaacgaattgacaaacaaattcggt
acatcctcgacggcatctcagccctgagaaaggagacatgtaacaagagtaacatgtgtgaaagcagcaaagagg
cactggcagaaaacaacctgaaccttccaaagatggctgaaaaagatggatgcttccaatctggattcaatgaggag
acttgcctggtgaaaatcatcactggtcttttggagtttgaggtatacctagagtacctccagaacagatttgagagtagta
ggaacaagccagagctgtgcagatgagtacaaaagtcctgatccagttcctgcagaaaaaggcaaagaatctagat
gcaataaccacccctgacccaaccacaaatgccagcectgctgacgaagctgcaggcacagaaccagtggetgag
gacatgacaactcatctcattctgcgcagctttaaggagttcctgcagtccagcctgagggctcttcggcaaatgtagceat
gggcacctcagattgttgttgttaatgggcattccttcttctggtcagaaacctgtccactgggcacagaacttatgttgtcta
tggagaactaaaagtatgagcgttaggacactattttaattatttttaatttattaatatttaaatatgtgaagctgagttaatta
tgtaagtcatatttatatttttaagaagtaccacttgaaacattttatgtattagttttgaaataataatggaaagtggctatgcg
tttgaatatcctttgtttcagagccagatcatttcttggaaagtgtaggcttacctcaaataaatggctaacttatacatatttta
aagaaatatttatattgtatttatataatgtataaatggtttttataccaataaatggcattttaaaaaattc

(Fuente: www.roche-applied-science.com)
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ANEXO 5

Tabla 13: Secuencia de RPLRO
Iniciador Tamafo Posicion Tm %GC Secuencia
Sentido 18 177-194 59 61 gatgcccagggaagacag
Antisentido | 21 255-275 60 43 tctgctcccacaatgaaacat

Amplicon (99nt)
No. NM_001002.3 (Fuente: www.ncbi.nlm.nih.gov)

gtctgacgggcgatggcgcagccaatagacaggagcgctatccgeggtttctgattggetactttgticgcattataaaa
ggcacgcgcgggcgcgaggcccttetctcgeccaggegtectcgtggaagtgacatcgtctttaaaccctgcgtggcaa
tccctgacgcaccgcecgtgatgcccagggaagacagggcgacctggaagtccaactactticcttaagatcatccaac
tattggatgattatccgaaatgtttcattgtgggagcagacaatgtgggctccaagcagatgcagcagatccgcatgtce
cttcgcgggaaggctgtggtgctgatgggcaagaacaccatgatgcgcaaggcecatccgagggcacctggaaaac
aacccagctctggagaaactgctgcctcatatccgggggaatgtgggctttgtgttcaccaaggaggacctcactgag
atcagggacatgttgctggccaataaggtgccagctgctgeccgtgctggtgeccattgeccccatgtgaagtcactgtgec
agcccagaacactggtctcgggcccgagaagacctcctttttccaggcetttaggtatcaccactaaaatctccaggggce
accattgaaatcctgagtgatgtgcagctgatcaagactggagacaaagtgggagccagcgaagccacgctgetga
acatgctcaacatctcccccttctcctttgggcetggtcatccagcaggtgttcgacaatggcagcatctacaaccctgaag
tgcttgatatcacagaggaaactctgcattctcgcttcctggagggtgtccgcaatgttgeccagtgtetgtctgcagattgg
ctacccaactgttgcatcagtaccccattctatcatcaacgggtacaaacgagtcctggecttgtctgtggagacggatta
caccttcccacttgctgaaaaggtcaaggccttcttggctgatccatctgectttgtggetgetgeccctgtggetgetgeca
ccacagctgctcctgctgctgctgcagcecccagctaaggttgaagccaaggaagagtcggaggagtcggacgagg
atatgggatttggtctctttgactaatcaccaaaaagcaaccaacttagccagttttatttgcaaaacaaggaaataaag
gcttacttctttaaaaagtaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

(Fuente: www.roche-applied-science.com
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