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1 Resumen

Antes de que el modelo de la doble hélice de DNA propuesto por Watson y Crack fuera
dilucidado, Mendel y Metdis reportaron la existencia de DNA en circulacion. Este
fenémeno no recibié mds atencion y no fue retomado hasta después de 3 décadas de su
descubrimiento. Durante los anos 70°s y 80's los estudios de algunos grupos de
investigacion hallaron que la cantidad de DNA en plasma y suero de personas con
enfermedades autoinmunes y cdncer es mayor que en individuos normales y se enfocaron a
investigar el origen del DNA extracelular, sin embargo a partir de los anos 90’s el estudio
de éste fenomeno se centrd en su aplicacion clinica como factor prondstico y diagndstico

de enfermedades, principalmente en céncer.

La importancia biolégica del DNA en circulacién ha recibido poca atencion. En el presente
trabajo hemos demostrado en lineas celulares que la cantidad de DNA extracelular esta
relacionado con el potencial metastatico de las células, ademds de encontrar indicios claros
de que el DNA fuera de la célula es producto de una secrecion activa por parte de la célula
y que existe una presencia diferencial de secuencias génicas hacia el medio extracelular

siendo éstas principalmente de tipo oncogénico.



2 Introduccion
2.1 DNA

El material genético de todos los organismos conocidos son los acidos nucleicos: dcido
desoxirribonucleico (DNA) y el acido ribonucleico (RNA); estas moléculas portan y
transmiten la informacién genética en todos los organismos y participan activamente en la
lectura y transmision de informacion almacenada dentro de la célula, de una célula a otra y

de generacion en generacion (Lehninger, 2001).

El flujo de la informacién genética constituye el dogma central de la biologia, los flujos
que ocurren en la mayor parte de los organismos son de DNA a DNA, de DNA a RNA y de
éste a proteinas, sin embargo también podemos encontrar transmision de RNA a RNA y de
RNA a DNA. La transmision de informacion genética de DNA a DNA es llamada
replicacion, mientras que transcripcion es el término utilizado para indicar que el flujo de
esta informacién va de DNA a RNA, finalmente la traduccion es el paso de esta
informacion de RNA a proteina (Alberts, 2002).

Los écidos nucleicos son, desde un punto de vista bioquimico, polimeros lineales o
circulares de alto peso molecular cuya unidad estructural son los nucleétidos, los cuales
estan formados por una base purica (adenina y guanina) o pirimidica (limina, uracilo y
citosina), una pentosa (D-ribofuranosa o 2 desoxi-D-ribofuranosa) y un fosfato. El DNA es
un polimero formado por dos cadenas complementarias y constituidas por las bases
adenina, guanina, timina y citosina y la pentosa 2-desoxi-D-ribofuranosa; mientras que el
RNA es un polimero de una sola cadena compuesta por las bases adenina, guanina, citosina

y uracilo y la pentosa D-ribofuranosa. (Voet y Voet, 1995).

Aunque en 1868 Miescher logro aislar el DNA polr primera vez (Saenger, 1984) fue hasta

1944 con los experimentos de transformacion genética de Steprococcus pneumoniae de
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Avery, Mac Cleod y Mac Carty que se demostré su funcién como molécula transmisora de

la informacién genética en los organismos.

En 1953 James Watson y Francis Crick propusieron el modelo de la doble hélice para el
DNA segin el cual la doble hélice del DNA estd formada por dos cadenas de
polidesoxirribonucledtidos que se enrollan con giro hacia la derecha alrededor de un eje
central formando una hélice de 20 A® de diametro; las cadenas son antiparalelas, de modo
que los enlaces fosfodiéster C3°- C5’ de cada una estan orientados en direcciones opuestas
(Lewin, 2000).

Las bases puricas y pirimidicas son hidrofébicas por lo que se encuentran en el centro de la
hélice y las cadenas de pentosa-fosfato se encuentran en la periferia; las bases son planas
por la resonancia de los dobles enlaces de sus anillos aromaticos y se localizan casi
perpendiculares al eje de la hélice, la cual contiene 10 pares de bases (pb) por cada vuelta
con un giro de 36° por cada par de bases. La interaccion de las bases nitrogenadas de cada
cadena se lleva a cabo de forma complementaria a través de puentes de hidrégeno, de modo
que una base purica se une a una base pirimidica, lo que hace constante el didametro de la
hélice (20 A®). Los pares formandos corresponden a adenina (A) - timina (T) y guanina
(G) - citosina (C) de tal forma que una cadena tiene una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de la otra cadena. La estructura de los dcidos nucleicos se
encuentra estabilizada por efecto hidrofébico de las bases nitrogenadas, fuerzas de van der
Waals entre las bases apiladas, puentes de hidrogeno entre bases complementarias e
interacciones idnicas e hidrofilicas de los dcidos con iones y el medio acuoso; estas
interacciones se ponen de manifiesto en la desnaturalizacién y renaturalizacién del DNA

(Lehninger, 2001; Voet y Voet. 1995).

En su estado nativo, el DNA presenta un espectro de absorcion en el ultravioleta que va de
230 a 300 nm con un pico maximo en 260 nm, que se debe a las propiedades de los anillos
aromaticos de sus bases pirica y pirimidicas. Si una solucién de DNA es sometida a altas

temperaturas, la estructura de doble enlace se  desestabiliza, las dos cadenas
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complementarias se separan y enrollan al azar lo cual produce desorganizacién de las
interacciones que mantienen la estructura de DNA y se produce un aumento del 40% en su

absorcion UV en todas las longitudes de onda a lo que se conoce como efecto hipercrémico
(Voet y Voet, 1995).

En un organismo la informacién genética que le define se encuentra codificada en genes,
que son segmentos de DNA que contiene informacién para la sintesis de una proteina
(Lewin, 2000). Los genes llevan esta informacion en una secuencia lineal de nucleétidos,
el nimero posible de secuencias de nucledtidos que puede haber en un DNA de n
nucleétidos es 4" por lo que la variedad biolégica es muy grande y cada organismo puede

poseer una secuencia inica con respecto a otros.

2.2 Cromatina

En las células el DNA estd organizado en estructuras compactas. El genoma de
procariontes, generalmente, se encuentra en una sola molécula circular de DNA mientras
que el genoma de organismos eucariontes se halla distribuido en varias moléculas de DNA
denominados cromosomas. Los cromosomas de eucariontes se encuentran compuestos por
cromatina la cual es un complejo de DNA, RNA y proteinas, y son entidades dindmicas
cuya estructura en el nicleo varia de acuerdo a la fase del ciclo celular (Lewin, 2000;

Jiménez, 2003).

Los cromosomas no son visibles durante interfase (etapa del ciclo celular de actividad
transcripcional y duplicacién del DNA), durante ésta pueden observarse algunos cumulos
de cromatina cuyo tamao y disposicion varia de acuerdo al nivel de compactacion de ésta.
Citologicamente, pueden distinguirse dos tipos de cromatina: una variedad menos densa
llamada eucromatina y una variedad bastante densa llamada heterocromatina. Se sabe que
los genes situados en la cromatina compacta o heterocromatina, no se expresan, mientras

que los genes que se localizan en la cromatina con arreglo laxo tienen un mayor potencial



de transcripcion y por tanto de expresion (Jiménez, 2003). Existen dos tipos de
heterocromatina, la heterocromatina facultativa que contiene regiones del cromosoma que
pueden estar activas en algunos formas celulares o inactivas en otros tipos celulares del
mismo organismo; y la heterocromatina constitutiva, que corresponde a regiones
cromosomicas siempre compactas en todas las células del organismo (Alberts, 2002).

El componente proteico de la cromatina comprende un poco mas de la mitad de la masa
total y son en su mayoria histonas. Existen 5 clases de estas proteinas: Histonas H1, H2A,
H2B, H3 y H4. La masa de estas proteinas oscila entre 11 y 21 kd y poseen una gran
proporcion de residuos cargados positivamente, aproximadamente uno de cada cuatro
aminodcidos que las compone es lisina o arginina; esta caracteristica les permite unirse al
DNA cargado negativamente por los grupos fosfato. Cada una de las histonas puede
presentar modificaciones pos:-tfaduccionales de determinadas cadenas laterales de los
aminodcidos que las conforman, de modo que se encuentran acetiladas, metiladas, ADP-
ribosiladas o fosforiladas. Estas modificaciones resultan en la modulacion de la carga, la
capacidad de formar puentes de hidrogeno y la estructura de las histonas, que juegan un
papel importante en el empaquetamiento del DNA asi como la regulacién de su replicacién

y transcripci6n (Stryer, 1995).

El 1974, Roger Kornberg, propuso que la cromatina estaba constituida por unidades
repetitivas, cada una de las cuales constaba de 200 pb de DNA y de dos histonas de los
tipos H2A, H2B, H3 y H4; a estas unidades repetitivas les llamo6 nucleosomas, La mayor
parte del DNA esta enrollado por el exterior del niicleo (core) de histonas, el resto une los
nucleosomas contiguos y contribuye a dar flexibilidad a la fibra de cromatina y es llamada

conexion (linker) (Voet, 1995; Stryer, 1995).

El DNA contenido en cada nicleo del nucleosoma oscila entre 160 y 240 pb entre
diferentes organismos. Experimentos con nucleasa micrococal demuestran que los
nucleosomas pueden digerirse hasta llegar a una particula niicleo de alrededor de 140 pb

independientemente de la cantidad inicial de DNA del nucleosoma. Este DNA de 140 pb es
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inaccesible para la enzima en su enlace forfodiéster ya que se une a un octimero de

histonas constituido por 2 histonas de cada tipo (Lewin, 2000).

A través de andlisis con rayos X y microscopia electrénica, Aarén Klug y John Finch
dieron a conocer que el nicleo nucleosémico es una particula aplanada de 110 x 110x 55
A®; donde los 140 pares de bases se encuentran enrollados por fuera de las histonas para
formar una vuelta y ¥ de superhélice levégira con un paso de 28 A°. Estudios subsecuentes
sugirieron que el tetraimero formado por dos pares histonas H3 y dos H4 ocupa el centro del

nucleosoma flanqueado en cada extremo por un dimero de H2A-H2B (Voet, 1995).

Los contactos entre DNA e histonas ocurren aproximadamente cada vuelta de la doble
hélice de DNA, y estan restringidos a la cara interna de la superhélice; los contactos mas
importantes se producen entre el tetrdimero H3-H4 y la parte central de la doble hélice de
DNA. Las histonas pueden interaccionar con la mayor parte de las secuencias de DNA lo
que permite mantener un dispositivo de empaquetamiento adecuado. Por otro lado los
dimeros H2A-H2B estan sujetos a cada terminal expuesta del tetramero H3-H4 y su unién
con los ultimos semigiros de la superhélice estabiliza més al nicleo del nucleosoma. La
disociacion de un nucleosoma, evento necesario para accesar al DNA, es posiblemente
iniciada por la separacién de un dimero H2A-H2B. El enrollamiento del DNA alrededor de
un nucleo de nucleosoma contribuye al empaquetamiento del DNA porque disminuye su
longitud; el grado de empaquetamiento del DNA en nucleosomas disminuye
aproximadamente 7 veces la longitud de la cadena. La replicacion in vivo del DNA en
eucariontes estd acompanada por el empaquetamiento de las cadenas resultantes en
cromatina. Aparentemente, los octameros presentes en el DNA parental son distribuidos,
azarosamente entre las cadenas hijas, se ha visto que estos octameros durante la replicacion
del DNA permanecen unidos a la cadena original y posteriormente se distribuyen entre las
cadenas generadas, de modo que los nucleosomas permiten el paso de la maquinaria de
replicacion o son transferidos, a la cadena hija frente al avance del asa de replicacion

(Jiménez, 2003; Voet, 1995; Lewin. 2000).
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La histona H1 interviene en el siguiente nivel de organizacion del cromosoma, ya que
funciona como puente entre nucleosomas adyacentes. La H1 estd localizada en la parte
externa del nucleosoma, cerca del DNA enlazante donde interacciona con las subunidades
H2A de cada nucleosoma. La H1 se separa del DNA cuando este es recortado de 160 a
140pb, esta proteina difiere en su estequiometria con respecto al resto de las histonas ya
que existe una molécula por nucleosoma frente a las dos de cada una de las otras histonas.
Es conocido que la histona H1 es fosforilada antes del comienzo de la mitosis y
desfosforilada cuando ésta termina, lo cual implica que esta modificacién covalente regula

la capacidad de compactacion del DNA (Stryer, 1995).

La estructura de la cromatina estabilizada por la histona HI1 se conoce como solenoide, el
cual posee alrededor de 6 nucleosomas por vuelta y una inclinacién de 11 A° equivalente al
didmetro de un nucleosoma. Este modelo es consistente con el patron de difraccion de
rayos X del filamento de 300 A°, el cual posee un grado de compactacion de

aproximadamente 40.

El plegamiento de estos solenoides en forma de lazos parece ser el siguiente nivel de
compactacion de la cromatina y se ha propuesto que una serie de proteinas no histonicas
estabilicen en los cromosomas estructuras de orden superior. De esta forma los
cromosomas en metafase muestran un armazon proleico central rodeado de lazos muy
largos de DNA (los cuales posiblemente se hallan unidos al armazdén) donde pueden
observarse lazos que entran y salen del mismo punto, con una longitud de 15 a 30um, lo
que corresponde de 40-95 kb que al ser condensados como filamentos de 300 A® pueden
medir 0.6um. La presencia de topoisomerasa Il en este andamiaje indica que los cambios
en el superenrollamiento son importantes ya que alteran la arquitectura y accesibilidad de

segmentos largos de DNA durante la division celular (Jiménez, 2003; Lewin, 2000).



2.3 Cancer

La habilidad de las células para producir réplicas exactas de si mismas es un componente
esencial de la vida. El comportamiento normal de las células en organismos multicelulares
estd controlado por una compleja red de rutas de senalizacion que asegura que las células
proliferen solo cuando el organismo lo requiere. La maquinaria molecular utilizada para
controlar el ciclo de divisién celular es altamente organizada y conservada a través de la
evolucion. El cancer surge por alteraciones en el DNA que resultan en aumento del nimero
de células (Collins, 2001) y ocurre cuando la regulaciéon del crecimiento en células

normales se rompe, usualmente por defectos en mecanismos de senalizacién (Downward,

2003).

Cancer es el término aplicado a las neoplasias que desde un punto de vista clinico presenta
caracteristicas biologicas similares como son la capacidad de invadir y destruir los tejidos
vecinos, la resistencia al tratamiento y la capacidad de producir metastasis que finalmente
es la causa de muerte en la mayoria de los casos. Estas caracteristicas clinicas son el reflejo
de que las células tumorales han perdido la capacidad de regulacion de los procesos de
proliferacién, diferenciacién, adhesién, migracion, angiogénesis y muerte celular

programada (Hakem, 2001; Cotran, 1999).

Desde el punto de vista puramente celular, el cancer se considera una enfermedad genética
en el sentido de que las células originalmente alteradas dan origen a células hijas que

poseen y contintan transmitiendo las alteraciones en sus genes (Dutta, 1997).

La etiologia del cancer es multifactorial. En términos generales se puede concluir que
factores ambientales o0 exogenos dentro de los cuales se encuentran los agentes quimicos,
fisicos y biolégicos (infecciones virales y parasitarias) actuando en conjunto con factores
endégenos como son la constitucién genética (genes del metabolismo a xenobidticos y
genes de reparacion del dano al DNA), y factores endocrinos contribuyen a la generacion

de alteraciones en el genoma de las células. Estas alteraciones se van acumulando hasta que



las células adquieren el fenotipo tumoral que alcanza su méxima plenitud cuando los
tumores invaden localmente, se diseminan a distancia y adquieren resistencia al tratamiento

(Cotran, 1999).

El estudio de la carcinogénesis es complejo. En un afan simplista, se han desarrollado
modelos de carcinogénesis basados inicialmente en observaciones de que ciertos agentes
quimicos y fisicos pueden producir cincer. El desarrollo del cancer ocurre a través de la
interaccion de las células y estos agentes, en un lapso de tiempo variable. Asi el modelo
actual de carcinogénesis implica en una primera etapa (iniciacién) la interaccién de un
agente carcinégeno con las células, el cual se comporta como iniciador al producir dano a
DNA; posteriormente otros agentes llamados promotores actian sobre las células ya
“iniciadas™ y el dafo al material genético se transmite de generacién en generacion
expandiendo de manera clonal, el nimero de células susceptibles a adquirir mas danos en
su genoma; finalmente, con la interaccién o no de otros agentes, sucede la progresion,
etapa en la que la acumulacién de danos al material genético permite el establecimiento de

una neoplasia de cardcter maligno (de Vita, 2001; Jiménez, 2003).

2.3.1 Biologia del cdncer

El estudio de la carcinogénesis ha permitido generar hipétesis sobre la biologia tumoral y
asi proponer modelos de su desarrollo. El principio fundamental del cancer es que es un
fendmeno de miltiples pasos. Es decir, las alteraciones genéticas se van acumulando y
diversificando lo que en un sentido “Darwiniano™ van proporcionando a la célula tumoral
ventajas evolutivas de tal manera que finalmente, la poblacion que ha adquirido mayores

“ventajas” genotipicas y fenotipicas es la que produce en si los tumores malignos.



CANCER. Bases Moleculares

Genes
Supresores
* Proliferacion
Proto- Oncogenes 4 Diferenciacién
4 Apoptosis
4 Pproliferacion
Diferenciacién
*Apoptusis

La carcinogénesis es un proceso multifactorial tanto a nivel fenotipico
como a nivel genotipico.

Fig. a. El cancer se puede originar por un desbalance en las funciones de los Oncogenes y Genes supresores
debido a alteraciones genéticas que permiten la activacion oncogénica de los prolo-oncogenes v la
inactivacion de la funcion de los genes supresores. Este desbalance, en el que ganan peso los oncogenes,
induce a un aumento en la proliferacion celular v consecuentemente, una disminucion en la diferenciacion v

en la tasa de apoptosis. favoreciendo asi el desarrollo del cancer (de Vita, 2001).

Para facilitar el estudio de la biologia tumoral, los genes que intervienen en su origen y
desarrollo se han clasificado como genes del cancer que se dividen en oncogenes
(causantes del céncer) que derivan de protooncogenes —genes que promueven la
diferenciacion y crecimiento normal de la célula- y los genes supresores de tumores —genes
que regulan de manera negativa el crecimiento celular- (Cotran, 1999). Es légico suponer

entonces, que lanto unos como los otros, dentro de una célula normal se encargan de
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regular funciones importantes como son la proliferacion celular, diferenciacién, migracion,
adhesi6n, formacién de nuevos vasos, sistema inmune y muerte celular programada. En la
tabla 1 se muestran la localizacion celular y funcion de diversos genes cuya participacion

en el desarrollo de cancer ha sido estudiada.

La activacién de los oncogenes puede ocurrir por cambios en la propia estructura del gen
que da como resultado la producciéon de una proteina anormal, o por cambios en la
regulacién de la expresién génica dando lugar a una produccién inapropiada, en cantidad,
del producto del gen (Cotran, 1999; Maki, 2002; de Vita 2001). En el caso de los genes
supresores mecanismos semejantes pueden desactivar la funcién de éstos (de Vita 2001)

(Fig. b)

Tabla 1. Lista de algunos de los oncogenes y genes supresores mas estudiados. En el cuadro se indica la
localizacién celular del producto proteico de los oncogenes y genes supresores asi como la funcion mas

importante que se conoce para cada uno de ellos (Cotran, 1999; Kanduc. 2002; de Vita, 2001)

L PROTO-ONCOGENES

Gen Localizacion Celular Funcion Proteina que codifica

erb-A Nuclear Receptor Receptor de la hormona
Tiroidea

erb-B Membrana plasmatica Tirosina-Cinasa Receptor  del Faclor de
Crecimiento Epidérmico

fms Membrana plasmatica Receptor Receptor del CSF-1

sis Membrana plasmatica Receptor PDGF-R

ros Membrana plasmatica Receptor Receptor de Insulina

sre Citoplasma Tirosina-Cinasa Cinasa

abl Citoplasma Tirosina-Cinasa Cinasa

mos Citoplasma Serina-Treonin-cinasa Cinasa




raf

Citoplasma

Serina-Treonin-cinasa

Cinasa

Ha-ras Membrana plasmatica GTPasa Proteina G
K-ras Membrana plasmatica GTPasa Proteina G
N-ras Membrana plasmatica GTPasa Proteina G
jun Nicleo Factor de Transcripcion ~ Factor AP-1
fos Nacleo Factor de Transcripcion ~ Factor AP-1
myc Nucleo Factor de Transcripcion Myc
rel Nucleo Factor de Transcripcion Rel
bel-2 Nucleo Gen antiapoptdtico Bcl-2

II. GENES SUPRESORES DE TUMORES
Gen Localizacién Celular Funcién Proteina que codifica
b Nucleo Factor de transcripcion _ pRB
pS3 Nucleo Factor de Transcipcion p33
WT-1 Nucleo Factor de Transcipcion WT-1
pl6 Nucleo Inhibidor de ciclinas plé
APC Citoplasma Control  de  adhesion, APC

transmision de sefales

TGFpRII Membrana Receptor a  factor de TGFBRII

crecimiento




Proto-oncogenes
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Figura b. Principales mecanismos de activacion e inactivacion (funcional o estructural) de oncogenes v genes

SuUpresores respectivamente.

e



2.4 Metastasis

La metastasis (methistemi = remover o dejar libre) es la principal causa de muerte entre los
individuos con céncer. Una de las caracteristicas que distinguen a las células malignas de
las células normales es la capacidad de invadir tejidos adyacentes normales a través de los
sistemas linfatico y sanguineo a los érganos distantes, proceso conocido como metastasis.
Durante este proceso las células tumorales abandonan el tumor primario y colonizan

drganos blanco (Chambers, 2002).

El modelo que hasta el momento explica’la metastasis se basa en ensayos experimentales
de animales en los que lineas celulares poco metastasicas pueden desplegar una gama de
variantes altamente metastasicas. Este modelo sostienen que la mayor parte de las células
que constituyen el tumor primario poseen un potencial metastasico bajo. Se ha estimado-
que algunas células, alrededor de una en diez millones, adquieren capacidad metastésica a

través de mutaciones somiticas (Bergers, 2003)

El desarrollo de la diversidad bioldgica en células tumorales es atribuido la inestabilidad
genética, que permite altas tasas de mutacion y el establecimiento de una poblacién celular
heterogénea. Las tasas de mutacién elevadas favorecen la alteracion de genes que confieren
capacidades metastasicas a estas células. Para varios tipos de tumores, la poblacion celular
neoplasica debe expandirse considerablemente antes de que los procesos metastasicos e
invasivos ocurran, esta expansién puede ser clonal y limitada principalmente a una
subpoblacién de celulas malignas mas agresiva, a lo que se conoce como dominancia
clonal. El fenotipo de las células metastésicas estd dado por la habilidad de migrar a partir
del tumor primario, sobrevivir en circulacion sanguinea o linfatica e invadir tejidos
distantes estableciendo nédulos metastaticos (Friedl, 2003). La metéstasis ha sido descrita

como una serie compleja de procesos secuenciales que involucran (Patterns, 2003):



e Evento transformante inicial o activacion de oncogenes

® Proliferacion de las células transformadas

e Establecimiento de una extensa red de capilares (angiogénesis) por liberacién de
factores angiogénicos si la masa tumoral excede los 2mm de didmetro

e Invasion y destruccion local de los componentes de la matriz extracelular y células
parenquimatosas

e Migracion de las células tumorales fuera de la masa tumorigénica primaria

e Penetracion de las células malignas a través de las paredes de los vasos sanguineos

¢ Embolizacién de pequeiios agregados celulares, la mayor parte de las células son
destruidas .

e Arresto celular en el lumen de los vasos sanguineos o linfaticos

e Las células quedan atrapadas en Io;; capilares de 6rganos

e Extravasacion de las células tumorigénicas en 6rganos blanco

e Formacién de masa tumorigénica secundaria

Las células establecidas en un tumor secundario pueden invadir la matriz extracelular
penetrar vasos sanguineos o linfaticos y entrar a circulacion para producir nuevas

metastasis. a lo que se ha llamado “metastasis de metastasis™ (Wolf. 2003).

A nivel citologico el proceso de metastasis ha sido ampliamente estudiado, no asi a nivel
molecular, aunque ya se cuentan con algunos estudios de expresion génica en nodulos
metastasicos vy lineas celulares con capacidad de metastasis. El desarrollo de metastasis
involucra miltiples interacciones entre las células malignas y el microambiente hospedero,
por 1o que se ha propuesto que la expresion génica en las células malignas cambia durante

la metastasis. (Steeg, 2003).

El papel de diferentes componentes celulares ha sido investigado a fin de caracterizar cada

uno de los eventos involucrados en la metastasis. Uno de los factores celulares mas



importantes en el desarrollo de las metastasis, son las moléculas de adhesion celular. Se ha
observado que las moléculas de adhesion dendientes de Calcio (CAM) de la familia
caderina poseen un papel represor en el proceso metastasico. Se han identificado tres tipos
de caderinas en mamiferos (E-caderina, P-caderina y N-caderina) y demostrado que su
expresién se encuentra disminuida en células malignas lo que permite la pérdida de la
adhesién intercelular. La caderina-E es una proteina de 120 kDa con un dominio
extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular, este dltimo se
encuentra conectado a un grupo de proteinas denominado cateninas, las cuales funcionan
como refuerzo de la capacidad adhesiva de la caderina-E al conectarse con el citoesqueleto
por medio de su unién a actina, esta interaccién sugiere que caderina-E puede estar
implicada en transduccién de senales. Se ha reportado también que la expresién de
proteinas de la familia catenina es anormal en células malignas, miembros de la
superfamilia de Inmunoglobulinas (Ig) han sido estudiadas por su papel putativo en

invasion relacionada a adhesiones célula-célula homotrépicas (Patterns, 2003).

Otro tipo de moléculas implicadas en la metéstasis son las proteinas integrales de
membrana, las cuales se unen a componentes especificos de la matriz extracelular (ECM).
Las integrinas son receptores heterodiméricos para moléculas de adhesion, cada receptor
puede unirse a mas de un componentes de la MEC (matriz extracelular) y el citoesqueleto,
ademds de que existe senalizacion entre integrinas y proteasas. En melanoma se ha
identificado un incremento en el nimero de receptores para vitronectina (avb3 integrin), el
cual ha sido correlacionado positivamente con la produccion de la forma activa de la
metaloproteinasa MMP-2 y una elevada expresion de los niveles de mRNA de MT-1-MMP
y TIMP-2, ademis la sobre-expresion de este receptor parece Ser necesaria para una
migracion eficiente de las células de melanoma por vitronectina y fibronectina (Kalluri,
2003).

Varios factores de movilidad han sido descritos para las células malignas, incluyendo el

factor autdcrino de movilidad (AMF) el cual estimula la quimiocinesis y la quimiotaxis de

las células de melanoma en un diseno autdcrino: el ligando para el receptor codificado por
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el gen c-met (Scatter factor/hepatocyte growth factor) que puede actuar como un factor de
crecimiento positivo o negativo, TGF-a y EGF, ligandos de EGFR; y los factores de
crecimiento tipo insulina que estimulan la quimiocinesis y la quimiotaxis, entre otros

(Kalluri, 2003; Rosso 2002; Hendrix, 2003).

La matriz extracelular representa una barrera fisica que las células metastasicas deberan ser
capaces de traspasar para poder migrar. Se han descrito al menos cuatro tipos de
proteinasas y metaloproteinasas (serina, cisteina, aspartico) involucradas en el proceso
invasivo. La teoria de invasion por proteinasas esta sustentada en el hecho de que células
invasivas normales como los macréfagos y las células del trofoblasto producen niveles
elevados de proteinasas en comparacion con células no invasivas. Las metaloproteinasas
son una familia de endopeptidasas dependientes de metales, que una vez activadas
degradan una gran variedad de componentes celulares. Se han purificado MMPs secretadas
de tumores con especificidad para coldgenas intersticiales (tipo I-III), membrana basal
(tipo 1V) o colagena (tipo V). La transformacion de hiperplasia preneoplasica a carcinoma
ha sido asociada con un incremento en la actividad de MMP, por lo que se ha propuesto
que esta transformacion involucra penetracién del tumor en la membrana basal que rodea

los vasos sanguineos mediada por gelatinasa A y B (Hendrix, 2003; Rosso, 2002).

El establecimiento de nuevos vasos sanguineos en cancer es necesario ya que permite el
crecimiento de la masa tumoral, debido a que el aporte de oxigeno empieza a ser un factor
limitante. El factor de crecimiento endotelial y permeabilidad vascular (Vascular Endotelial
Growth Factor/Vascular Permeability) esta considerado como el factor responsable de la
angiogénesis tumoral, es decir el establecimiento de nuevos vasos sanguineos (Bergers,
2003). La remodelacion de la membrana basal de los vasos sanguineos ocurre al inicio de
la angiogénesis y parece ser dependiente de la activacién de metaloproteinasas en la matriz
extracelular, principalmente gelatinasa A y colagenasa intersticial. La angiogénesis tumoral
requiere de la degradacion de la membrana basal y de la matriz extracelular que rodea a los
vasos sanguineos; la quimiotaxis celular hacia el estimulo angiogénico; la proliferacion de

células endoteliales y la remodelacién de la membrana basal conforme los nuevos vasos
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sanguineos se forman. Se han identificado una gran variedad de factores reguladores de
angiogénesis, tales como VEGF/VPF, FGFs, angiopoietin, EGF, TGF-a, TGF-, PGE2,
TNF-a, PD-ECGF, angiogenina e IL-8. De estos factores VEGF/VPF y los FGFs son

considerados los estimuladores mas importantes de la angiogénesis en cincer (Friedl,
2003).

2.5 DNA circulante

La presencia de dcidos nucleicos en plasma sanguineo de seres humanos fue reportado hace
mis de 55 afios por Mendel y Métais, quienes en 1948 reportaron el aislamiento de RNA y
DNA, a través del método de precipitacion con acido perclorico, a partir de plasma de
sujetos normales y pacientes que presentaban varias enfermedades. La cantidad obtenida de
DNA en estos ensayos fue aproximadamente de Img/l, el equivalente a 1pg/ml (Anker,
1999). El siguiente reporte de la presencia de acidos nucleicos en componentes sanguineos
fue hasta los afios 1960’s cuando Tan y colaboradores aislaron DNA a partir de suero de
pacientes con Lupus eritematoso sistémico (SLE) (Tan, 1966). Otros estudios demostraron
que en pacientes con otro tipo de enfermedades principalmente de tipo inflamatorio tales
como glomerulonefritis, artritis reumatoide, pancreatitis, colecistitis, ilceras pepticas,
hepatitis y esofagitis presentaban DNA en suero (Koffler et al, 1973; Steinman, 1975; Li,
1989; Rumore, 1990). Los niveles encontrados en sujetos normales fueron de 10-30 ng/ml
en plasma, mientras que en individuos con alguna de estas enfermedades sobrepasaba los
100 ng/ml (Steinman, 1975).

2.5.1 DNA circulante en pacientes con cdincer

En 1975 Leon y colaboradores reportaron la presencia de DNA en sangre en pacientes con
cancer, los niveles encontrados fueron mayores que aquellos reportados para enfermedades
no malignas. La cuantificacion del DNA circulante en estos pacientes se realizo a través de

radionmunoensayos utilizando el suero de pacientes con Lupus Eritematoso como fuente



de anticuerpo contra el DNA. La concentracién de este dcido nucleico en individuos sanos
fue de 13 ng/ml mientras que en pacientes con cancer la media fue de 180ng/ml, aunque no
se correlacioné el nivel de DNA encontrado en circulacién con el tamano y sitio del tumor
primario, se encontraron altos niveles de DNA en el suero de pacientes con metastasis en
comparacion con los niveles encontrados en pacientes con tumor localizado. Los niveles de
DNA en los pacientes cuyos tumores respondieron a la radioterapia disminuyeron hasta en
un 90% principalmente en pacientes con tumores de pulmén, ovario, titero y cervix uterino,
adicionalmente se encontré que en pacientes sin respuesta a tratamiento los niveles de
DNA no se alteraron (Leon, 1975, Leon, 1977).

2.5.2 Origen tumoral del DNA circulante en pacientes con cdncer

La caracterizacion biofisica de DNA de células malignas hecha por Beljanski y
colaboradores en 1981, muestra que las propiedades generales del DNA se encuentran
alteradas, particularmente la estabilidad de la doble hélice se encuentra disminuida y por
tanto la exposicion de este DNA inestable a carcinégenos quimicos permite separar la
doble cadena y registrar un aumento en absorbancia con luz UV a lo que se conoce como
efecto hipercrémico. Las primeras evidencias del origen tumoral del DNA circulante se
derivaron de estas observaciones. Por ejemplo, el DNA extraido de plasma de pacientes
con cancer presenta un efecto hipercromico a temperatura ambiente cuando los
carcindgenos se anaden, tal como ocurre con DNA de células malignas, lo que permitié
establecer que al menos un parte del DNA que se encuentra en circulacion pertenece a las

células tumorales (Stroun, 1989).

Evidencias mas recientes del origen tumoral del DNA circulante en pacientes con cancer se
derivan de estudios reportados en la década de los noventa en donde se encuentra que el
DNA circulante presenta las mismas alteraciones genéticas (mutaciones, pérdida de
heterocigosis, microsatélites, etc.) que ¢l tumor primario. El primer estudio de éste tipo se
realizé en pacientes con sindrome mielodisplasico y leucemias agudas donde se detectaron

mutaciones en N-ras en el DNA circulante (Vasioukhin. 1994). En un estudio posterior en
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pacientes con adenocarcinoma pancredtico se detectd la mutacién del gen K-ras (Sorenson,
1994). A partir de estos estudios se han reportado la presencia de alteraciones epigenéticas

y genéticas en el plasma y suero de pacientes con cincer (Tabla 3) (Ziegler, 2002).

Tabla 3. Mutaciones encontradas en los genes ras y p53 en DNA circulante aislado de plasma o suero en
pacientes con diferentes tipos de céncer ( Ziegler, 2002). MDS (sindrome mielodispldsico); AML (Leucemia

mieloide aguda).

Gen Tipo de cincer Fuente Correlacién clinica

ras  MDS Plasma y suero  Correlacién con estadios del tumor
AML Potencial para deteccién temprana
Pancreas
Colorectal Plasma y suero  Asociacién con riesgo de cancer colorectal

Potencial para deteccion temprana
Gastrointestinal ~ plasma
p33 Mama plasma Correlacion con tamano y estadio del tumor;
metastasis a nddulos linfaticos y estado de
receptores estrogeno

Higado plasma Potencial para diagndstico temprano

Colorectal plasma Potencial para deteccion de tumores pequenos

Otro tipo de acidos nucleicos encontrados en circulacion en pacientes con ciancer es DNA
viral, el cual pertenece a agentes etioldgicos relacionados con cincer como son el virus
humano de papiloma (HPV) (Dong, 2002) y el virus Epstein Barr (EBV). Se ha propuesto
que las secuencias virales encontradas en plasma sanguineo tienen origen en células que,
posterior a la infeccion viral, han sufrido procesos apoptéticos o que liberan activamente
DNA al medio extracelular. EBV se ha asociado con el desarrollo de diversos tipos de

carcinoma especialmente nasofaringeo. el cual es frecuente en Asia, y se ha detectado en
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suero y plasma de alrededor de 60% de los pacientes (Shotelersuk, 2000). Se ha observado
también que los pacientes que responden a radioterapia no presentan DNA viral en plasma
mientras que aquellos con regresion incompleta del desarrollo de metastasis mantienen los
niveles de DNA viral en circulacién (Lo, 1999).

2.6 Mecanismos de liberacion del DNA por los tumores

Los trabajos anteriormente mencionados permitieron definir que en los pacientes con
cancer, al menos una proporcion importante del DNA circulante se origina de las c€lulas
tumorales, sin embargo se desconoce la manera en la cual este DNA es expulsado de la

célula.

Se ha planteado que este DNA tumoral podria derivarse de la lisis de las células malignas
en circulacién, de las células apoptdticas, o alterativamente que es liberado por células
malignas viables. Estos supuestos mecanismos no serian excluyentes y podria ser posible

que se originara por una combinacion de ellos (Ziegler, 2002).

2.6.1 Lisis de células malignas en circulacion.

La propuesta de que el DNA extracelular tiene su origen en la lisis de células malignas en
circulacion, se apoya en las observaciones de los altos niveles de DNA en circulacion que
se han encontrado en pacientes con neoplasias avanzadas y/o metastasicas en donde puede
esperarse que exista una mayor probabilidad de células malignas circulantes. Sin embargo
estos hallazgos no justifican los niveles de DNA en plasma encontrados en las primeras
etapas de la enfermedad. que si bien, no son tan elevados como en las etapas finales, si
superan por mucho los niveles en individuos normales. Otro argumento en contra de esla
hipotesis, es que la cantidad de DNA encontrada en plasma no corresponde con la cantidad

de células en circulacion. La relacion calculada por Sorenson con relacion a la cantidad de
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DNA en plasma de pacientes con cincer de pancreas estima que si el origen de éste es la
lisis de células en circulacion, entonces deberia haber cerca de mil células por mililitro de

plasma, lo cual sobrepasa por mucho el nimero de células encontradas en circulacion
(Anker, 1999).

2.6.2 Apoptosis de células malignas

En los dltimos afos se ha dado gran énfasis a la posibilidad de que el DNA en circulacion
tenga su origen en procesos de muerte celular programada o apoptosis. diferentes
caracteristicas de este DNA apuntan a su origen apoptdtico. El DNA aislado de plasma de
individuos normales y analizado mediante electroforesis, presenta bandas de tamano
equivalente a mitiplos de 1 a 5X de DNA nucleosomal lo que corresponde de 185-1000 pb.
Ademas el DNA extraido de plasma de pacientes con cancer de pancreas muestra un patrén
de andamiaje mds pronunciado. Con base en estos datos, se sugirié que la mayor parte del
DNA en circulacién proviene de células neoplasicas apoptéticas (Anker, 1999; Ziegler,
2002)

Por otra parte, estudios realizados con la técnica de ELISA, utilizando un anticuerpo contra
la fraccion del DNA y otro contra la fraccion histona del nucleosoma han demostrado que
una proporcién del DNA circulante existe en forma de nucleosomas (Fournié, 1992;
Kuroi, 2001; Trejo-Becerril, 2003). Un hallazgo general de esos estudios es que la cantidad
de nucleosomas en circulacion es mayor en individuos con cincer que en personas sanas o
con enfermedades inflamatorias y que existe una correlacion entre el estadio clinico o la
carga tumoral con el nivel de nucleosomas. Aunado a que después del tratamiento. ya sea
quimioterapia o radioterapia, existe un rapido incremento del nimero de nucleosomas, lo
que probablemente refleja muerte celular en respuesta al tratamiento, para después (entre
uno y siete dias) ocurrir una disminucion de los niveles en aquellos pacientes que
responden a la terapia instituida.Por otro lado. en un modelo murino se ha demostrado que

los nucleosomas se originan de células tumorales va que los niveles se incrementan en
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aquellos animales a los cuales se les ha injertado un tumor en comparacion con aquellos sin
tumor (Trejo-Becerril, 2003 ).

2.6.3 Liberacion de DNA por células malignas viables.

La liberacion de DNA por células malignas viables es una hipdtesis atractiva, sin embargo,
la informacién existente es menor. Esta propuesta surgié desde hace varios anos basada en
estudios en los que se describié la liberacion de DNA por linfocitos activados con
fitohemaglutinina. La activacién por fitohematoglutinina induce la replicacién selectiva de
solo una parte del genoma, la cual es liberada mayoritariamente al medio extracelular, en
tanto que una porcion menor se une a la membrana plasmatica (Rogers, 1972; Distelhorst,
1979; Rogers, 1981). Aunque se ha explorado poco esta posibilidad, si las células son
capaces de secretar DNA al ambiente extracelular, esta capacidad no estd limitada a las
células tumorales, ya que en individuos normales se ha encontrado DNA en plasma en
niveles bajos. Un estudio reciente reporta el hallazgo de secuencias pertenecientes al
cromosoma Y en suero y plasma de pacientes que han recibido trasplantes de médula 6sea
y que el DNA en circulacion fue identificado en su mayor parte como perteneciente al
donador (Lui, 2002). Observaciones semejantes se han hecho en mujeres embarazadas
cuyo producto es de sexo masculino, en quienes se ha detectado el gen SRY del

cromosoma Y en circulacion en el torrente sanguineo de la madre (Lo, 1998).

2.7 Genometastasis

La presencia de algunas células tumorales en tejido sano distante al sitio del tumor primario
correlaciona clinicamente con el desarrollo de metastasis. El mecanismo por el cual ocurre
la metdstasis ha sido ampliamente estudiado y aceptado. Sin embargo han surgido estudios
que demuestran la ineliciencia de este proceso en la diseminacion de cdncer ya que de las

células tumorales liberadas a la circulacion solo algunas son capaces de establecer



micrometastasis y pocas de éstas contindan proliferando hasta establecer focos
metastaticos (0.01%). Se ha demostrado que cerca del 80% de las células tumorales
sobreviven, la sobrevivencia en el torrente sanguineo va de horas a dias, la mayor parte las
cuales después de establecerse en el tejido sano entran en latencia. Las pocas células que
comienzan a proliferar forman micrometastasis que en muchos casos no llegan a formar

focos metastaticos.

Estudios en ratén y embriones de pollo muestran que las células tumorales que llegan a
otros tejidos presentan apoptosis en proporciones muy bajas que van de 0-3% mientras que
los sitios de micrometastasis presentan muerte celular muy alta de la que alrededor del 90%
es por apoptosis y el resto por necrosis. En estudios de metastasis a pulmén en ratén se ha
reportado que la distribucion de las células tumorales en el tejido sano es aleatoria, no asi el
desarrollo de focos metastaticos. Atin cuando no se conoce que determina la proliferacion
preferencial de las células tumorales en tejido sano, se ha podido determinar que la
formacién de sitios metastasicos es ineficiente (Cameron, 2000; Guba, 2001; Luzzi, 1998;
Garcia-Olmo,2003).

Recientemente Garcia-Olmo y colaboradores con base en sus estudios con células DHD
transfectadas con el plasmido pCDNA3.1CAT y la deteccién de oncogenes en suero y
plasma de pacientes con cancer, sugieren que el DNA que se encuentra libre en plasma
sanguineo puede incorporarse al genoma de otras células y han propuesto la metéstasis
puede ser resultado de la transfeccion, de células de 6rganos distantes al tumor primario,

con secuencias oncogénicas presentes en el plasma y que derivan del tumor primario.

Evidencias a favor de la teoria de la genometdstasis provienen de varias lineas de
investigacion desde los afios 80°s en los que se desarrollaron estudios de transmision del
fenotipo maligno de células tumorales a células normales por transfeccion con DNA
genémico purificad, lo que hace parecer posible que el DNA que se encuentra en
circulacion pueda entrar directamente en las células. Las lesiones metastésicas pueden ser

genéticamente diferentes a los tumores primarios lo cual puede explicarse por una



transfeccion parcial de las células por el DNA en circulacion en tejidos sanos. Se ha
reportado también que la administracién de desoxirribonucleasas en ratones previene la
metastasis a hueso, lo cual apoya la idea de que la transfeccion de células normales no se
lleva a cabo al ser, el DNA en circulacién, degradado por estas nucleasas. El grupo de
Garcia-Olmo en estudios de metastasis a pulmén ha utilizado el gen CAT como reportero
encontrando que se encuentra presente en células de pulmon aun sin encontrar células
tumorales las cuales son detectadas frecuentemente en higado pero no en pulmoén.
Adicionalmente Ander y colaboradores han descrito la transformacion de fibroblastos de
raton mediante la incubacién de éstas células con sobrenadante de células SW480 en
cultivo. (Garcia-Olmo, 2003; Anker, 1994).
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3 Justificacion

Ha pasado mucho tiempo desde el descubrimiento de que las células pueden liberar
material genético al medio en el que se encuentran (Mendel y Metais, 1948), el
redescubrimiento de este hecho ha llevado a especular sobre el papel bioldgico de los
acidos nucleicos en circulacién y especialmente de su participacion en la induccién de
cancer. Philippe Anker ha propuesto que el DNA en circulacion tiene una accion
transformante (Anker, 1994), y es en este contexto en el que se ha desarrollado el presente
trabajo, el cual forma parte de un proyecto general denominado “Importancia del DNA
circulante en el desarrollo de céncer” dirigido a estudiar el papel biolégico del DNA en

circulacién.
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4 Hipotesis

Si las lineas metastasicas tienen mayor produccion y liberacién de material genético, a
causa de su rdpida proliferacién, en comparacién con lineas celulares no metastasicas, los
niveles de DNA enconirados en el medio o sobrenadantes correlacionaran con su potencial

metastasico.

5 Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar si existe una correlacion entre la cantidad de DNA liberado al sobrenadante por

lineas celulares en cultivo y el potencial metastético de las mismas.

5.2 Objetivos particulares

1. Demostrar que las lineas metastasicas BI6F10 y J20 liberan mayor cantidad de DNA al
medio de cultivo, en comparacion con sus respectivas lineas parentales B16F0 y N3.

11 Investigar si la liberacion de DNA de células en cultivo se relaciona con el arresto del
ciclo celular.

Il Determinar si existen diferencias con respecto al numero de copias y tipo de secuencias

oncogénicas, liberadas al medio de cultivo, entre las lineas metastasicas y no metastasicas



6 Material y Métodos

6.1 Cultivo Celular

Se utilizaron 5 lineas celulares murinas, B16F0, B16F10, N5, C4 y J20. Las lineas B16F0 y
B16F10 son células de melanoma, la primera corresponde a la linea parental con bajo
potencial metastasico, mientras que B16F10 es la linea derivada con mayor potencial
metastatico. Las lineas celulares N5, C4 y J20 son la linea murina NIH3T3 transfectadas
con el plasmido pNeo y el gen humano H-ras; N5 contiene el plasmido sin la secuencia de
interés mientras que C4 fue transfectada con H-ras humano normal, y J20 con la version

oncogénica (H-ras"'?).

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en cajas de 75 cm” con 10 ml de Dulbecco
modified Eagle medium (DMEM) con suero fetal bovino (SFB) al 10% en una atmosfera
controlada de CO; al 5% y una temperatura de 37°C. El medio de cultivo fue reemplazado

cada 48 hrs por medio fresco.

De cada linea celular se montaron 6 cajas de 75 cm® iniciando con 200 000 células en
DMEM SFB 10%, el medio se reemplazé en dos ocasiones cada 48 hrs para posteriormente
disminuir la dosis de SFB al 2%. El nuevo medio de cultivo también fue reemplazado cada
48 hrs hasta que las células alcanzaron entre el 70 y 80% de confluencia. A continuacion el
medio fue colectado y centrifugado en tubos Falcon a 1200 rpm (400 G) durante 10
minutos a fin de precipitar las células que pudieran haberse colectado. El medio recuperado

fue filtrado con poro de 0.2 micras y almacenado a 4 °C.

Posteriormente las células fueron despegadas con 2 ml de PBS-EDTA 10 mM vy tripsina
0.05% por cada ml de PBS-EDTA utilizado, las células se incubaron alrededor de 5
minutos a 37°C y fueron colectadas y centrifugadas en tubos Falcon a 1500 rpm. El botén

obtenido se resuspendié en medio de cultivo v las células fueron cuantificadas por cimara
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de Neubauer, ademas la viabilidad de los cultivos se determiné mediante azul tripano. Las

células se centrifugaron nuevamente y el pellet se almacené a -20°C.
6.2 Extraccién de DNA
6.2.1 Extraccién de DNA de sobrenadante

La extraccion del DNA del medio de cultivo se llevé a cabo a través de una modificacion
de la técnica fenol:cloroformo. De cada medio de cultivo recolectado fue aproximadamente
de 9 ml, a cada tubo se le colocaron 500 pl se agregé un volumen igual de buffer de lisis
mas 100 pg/ml de proteinasa K, y se incubaron a 56°C toda la noche. Al final de la
incubacién se agregé un volumen igual de fenol:cloroformo (1:1) . La mezcla fue
centrifugada a 7500 rpm durante 10 minutos y la fase superior se recuperé en un tubo
nuevo donde se agregé cloroformo en proporcién 1:1, se mezclé por vortex y centrifugé a
5000 rpm. Se recuperé nuevamente el sobrenadante y el procedimiento con cloroformo se
repitié. Finalmente el DNA se precipitd con incubacién a -20°C toda la noche con un
volumen igual de isopropanol frio y 0.2M de NaCl. El DNA fue empastillado a 14000 rpm
durante 30 minutos a 4°C, el botén obtenido fue limpiado con 500 pl de etanol 70% y se

dejo secar el boton para ser resuspendié en 100ul de H20 bidestilada.
6.2.2 Extraccion de DNA celular

El DNA celular se extrajo por la técnica de fenol:cloroformo. El botén de células obtenido
de los cultivos celulares se resuspendié en 4 ml de buffer de lisis y 100pg/ml de proteinasa
K e incubé a 56°C toda la noche. Después de la incubacion se agregd fenol:cloroformo
(1:1) y la mezcla fue centrifugada a 7500 rpm durante 10 minutos; la fase superior se
recuperd y se llevd a un tubo nuevo al cual se agregd cloroformo en una proporcion 1:1.
La mezcla se centrifugd a 5000 rpm y la fase superior nuevamente fue recuperada, se
procedio con un segundo tratamiento con cloroformo. EI DNA fue precipitado con

isopropanol 1:1 y 0.2 M de NaCl, la mezcla fue incubada a -20°C toda la noche. Posterior a
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la incubacién la mezcla fue centrifugada a 5000rpm durante 10 minutos a 4°C y el botén

obtenido se traté con etanol 70% para ser resuspendido en 1 ml de agua bidestilada.
6.3 Cuantificacién de DNA
6.3.1 DNA sobrenadante

La cuantificacion del DNA se llevé a cabo en un fluorémetro mediante el uso de picogreen,
el cual es un agente fluorescente de tincién de icidos nucleicos en solucién y detecta hasta
25 pg/mL de DNA de doble cadena. La cuantificacién se llevé a cabo por duplicado y el
aparato se calibré con una curva de marcador de peso molecular de 1 Kb que incluye los

siguientes puntos: 200ng/ml, 100ng/ml, 50 ng/ml, 20ng/ml, 10ng/ml y un blanco.

Se tomaron 5 pl de cada muestra, se llevaron a 30 pl con TE y se agregaron 30 pl de
solucién picogreen 1:200 diluido en TE, la onda de excitacion utilizada fue 465-485 nm y

la onda de emision fue de 515-575 nm.

6.3.2 DNA celular

El DNA celular que se extrajo por la técnica fenol: cloroformo también fue cuantificado a
través de fluorémetro con picogreen utilizando una dilucién de 1:3000 en TE. De los
DNAs celulares obtenidos se tom6 una alicuota y se diluyo 1:100. de esta dilucidn se tomé
una alicuota para diluir 1:30, en 30 pl a las cuales se agregaron 30 pl de solucion picogreen
1:200 y se cuantificé por fluorémetro con una onda de excitacion de 465-485 nm y la onda

de emision fue de 515-575 nm.



6.4 PCR cualitativo

6.4.1 Disenio de Oligonucledtidos

Para las lineas murinas de melanoma B16F0 y B16F10 se disefaron oligonucleétidos
especificos para los siguientes genes: perlecan, f-catenina y c-Fos. Para el estudio de las
lineas murinas N5, C4 y J20 se utilizaron los primers especificos para H-ras humano
reportados por Suzuki (1990). Se disenaron oligonucleétidos especificos para exon el 4 del
gen constitutivo dhfr para ser utilizado como control de un gen constitutivo. El diseno de
los oligonucledtidos se realizo en el programa computacional de BIO RAD a partir de las

secuencias obtenidas en el genebank y se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Fragmentos amplificados de los geness c-fos, perlecan, f-catenina y dhfr en DNA celular y

extracelular de lineas celulares murinas y primers utilizados para la PCR.

Gen Fragmento (pb) Secuencia (5'-3")

c-fos 129 GACAGCCATCTCCACCAGC
GCGTAAGCCCCAGCAGAC

perlecan 209 TTGTAAGAGACTGAGGCAAGGC
CAGGGAAAGGGATGGGAACAG

P-catenina 102 CTGAGTGGCAAGGGCAACC
TACTTGCTCTTGCGTGAAGGAC

dhfr 120 GAGAACCACCACGAGGAGC

AACAGAACTGCCTCCGACTATC




6.4.2 Amplificacion por PCR

La amplificacién de los distintos fragmentos génicos fue realizada con el kit de
amplificacion Perkin Elmer, con buffer de PCR 1X, DNTP’s 200 pM, oligos 0.75 uM,
DNA 100 ng para DNA celular y 5ng para DNA de sobrenadante, y Taq 2 U por reaccion

en reacciones de 20 pl, la concentracion de MgCls fue diferente para cada gen.

El gen dhfr fue amplificado en DNA celular y DNA de sobrenadante de las cinco lineas
celulares con una concentracién de MgCl, de 1.5mM y temperatura de alineamiento de
59°C. perlecan, c-fos y p-catenina fueron amplificados para DNA celular y DNA de
sobrenadante de las lineas celulares BI6F0 y B16F10 con una temperatura de alineamiento
y concentracion de MgCl, de 60°C y 1.5mM, 62°C y ImM, 56°C y 1mM respectivamente.
El programa de PCR utilizado fus 94°C 4 minutos para desnaturalizacion, 35 ciclos para
DNA celular y 45 ciclos para DNA de sobrenadante de 94°C 30 segundos, temperatura de

alineamiento 30 segundos, 72°C 30 segundos; y una extension de 4 minutos a 72°C.

6.5 Clonacion de genes

Los productos de PCR fueron purificados con el kit comercial QIAGEN, la ligacion de los
productos de PCR al plasmido pcR4Topo se realizé con el TOPO TA kit para clonacién de
productos de PCR de la marca Invitrogen, y la transformacion de células competentes se
realiz6 por choque térmico con incubacion de las células competentes con los productos de
PCR ligados al vector 30 minutos en hielo y choque térmico a 42°C 30 seg, las células se

recuperaron lhora a 37°C en medio SOC.

Las células transformadas se sembraron en placas con medio LB sélido conteniendo

ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche. Posteriormente se eligieron tres colonias
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positivas a transformacion de cada gen y se crecieron en 5 ml de medio LB liquido a 37°C

toda la noche.

6.5.1 Miniprep

Las células transformadas y cultivadas en suspension fueron centrifugadas 2 minutos a
6000 rpm, el botén fue decantado y se resuspendié en 100 ul solucion I (ver anexo II) y
200 pl de solucién II, la mezcla se incubé 5 minutos en hielo. Se agregaron 150 ul de
acetato de sodio 3 M pH 5.2, la mezcla se incubé en hielo 5 minutos y a 37° C 30 minutos
con RNAasa 20pg/ml y se centrifugd 5 minutos a 14 000rpm. La extraccién del plismido
se realizé con el método para extraccién de DNA por fenol:cloroformo y se resuspendié en

60 pl de TE 1X.

6.6 Arresto Celular

Se sembraron 1 millon de células, por pozo, de las lineas B16F0O y B16F10 en cajas de 6
pozos con 3 ml de DMEM y 2% de SFB. Ddespués de 4 hrs se retir6 el medio de cultivo y
cada pozo fue lavado con PBS al menos 2 veces, se agregé medio fresco sin suero fetal
bovino, el medio fue reemplazado cada 24 hrs (Garcia-Lopez, 2003). A las 72 hrs se agrego
18 mM de cis platino en DMEM sin suero, 8 hrs después se remplazé el medio por medio
fresco con suero fetal bovino 2% después de lavar con PBS a fin de retirar la droga; 36 hrs
después el sobrenadante se retird, centrifugd y filtr6 para la posterior extracciéon y
cuantificacion de DNA en el fluorémetro. Las células fueron despegadas de la caja con
PBS-EDTA vy tripsina y contadas por cdmara de Neubauer en dilucién 1:5 resuspendidas en
1 ml de medio. El arresto de las células en G2 fue corroborado por citometria de flujo
(Vindelov, 1994),
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El arresto de las las lineas celulares N5, C4 y J20 se llevé a cabo sembrando 500 mil
células por pozo en cajas de 6 pozos con DMEM SFB 10%, al llegar a confluencia fueron
lavadas con PBS y se agregd medio sin suero con 1mM de hidroxiurea; 12 horas después se
lavaron con PBS y se adiciond DMEM SFB 2%, a las 24 hrs se retiré el sobrenadante el
cual fue centrifugado y filtrado para extraer y cuantificar el DNA contenido en €l por
fluorémetro. Las células también fueron despegadas por medio de PBS-EDTA vy tripsina y
cuantificadas por hemocitémetro. El arresto celular fue corroborado en GO por citometria

de flujo.

6.7 PCR Tiempo Real

La cuantificacion de copias de los genes c-Fos, Perlecan y B-catenina en las lineas
celulares B16F0 y B16F10; y Dhfr en las 5 lineas celulares (B16F0, B16F10, N5, C4 y
J20) se realizé por PCR-tiempo real con el fluoréforo SYBRGREEN. Las curvas Standard
se realizaron con los genes clonados en el vector TOPO-TA usando las siguientes

diluciones: 2x10e®, 2x10e’, 2x10e, copias en reaccion de 20 pl.

Para las reacciones de PCR se utilizaron 4 pl de cada DNA de sobrenadante extraido (3
muestras por linea celular), 10 ul de Supermix SYBRGREEN, 1 ul de cada primer (20uM)
en reaccion de 20 ul totales. Los programas usados fueron los ya descritos para PCR con 40

ciclos de amplificacién.

El nimero de copias obtenido para cada gen se estandarizé por equivalentes a través de la

siguiente formula:

C=0Qx (Vona/Veer) X (1/V o)

Donde C representa el niimero de copias del por ml de suero o sobrenadante, Q el numero

de copias determinado por PCR-tiempo real en una reaccion, Vpna el volumen total de



DNA obtenido por extraccién, Vpcg el volumen de este DNA en cada reaccion de PCR y

Vex €l volumen total de suero o sobrenadante del cual se extrajo el DNA (Dong,2002)
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7 Resultados

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares B16F0 (parental) y B16F10 (metastasica)
ademds de la linea celular NIH 3T3 transfectada con neo (N5), H-ras humano normal (C4)
y H-ras humano mutado (J20) las cuales poseen potencial metastatico diferencial. La
seleccion anterior responde a la necesidad de contar con lineas de ciancer con potencial
metastatico diferencial, lo que permitira determinar si la secrecion de DNA al medio

extracelular se encuentra asociada al potencial metastatico de las células.

7.1 Niveles de DNA extracelular y el potencial metastatico de las células

De los cultivos celulares realizados con cada linea celular se determino la viabilidad de las
células mediante su la tincion con azul tripano y su cuantificacion en camara de Neubauer.

Se encontré que los cultivos celulares presentan un indice de células no viables, de

alrededor del 15% (Fig 1)

Viabilidad celular

BI6FO  BI6FI0 N5 C4 J20
8 Células viables B Células no viables

Figura 1. Viabilidad celular. Se muestra ¢l resultado de la cuantificacion de células viables por tincion con
azul tripano de 6 cultivos diferentes. El porcentaje de células muertas en las diferentes lineas celulares fue

oscild entre 14y 16 %



Con el fin de determinar si una linea celular metastasica presenta una mayor cantidad de
DNA extracelular en sobrenadante la cuantificacion de éste se llevé a cabo en el
sobrenadante de 6 cultivos diferentes de B16F0, B16F10 y J20 y en 4 muestras de C4 y NS5.
Se encontr6é que existen diferencias en cuanto a la cantidad normalizada por nimero de
células de DNA extracelular que presenta cada linea. La cantidad de DNA extracelular en
la linea celular BI6F0 asciende en promedio a cerca de 1 pg por millén de células,
mientras que para la linea celular B16F10, la cual presenta mayor potencial metastitico, la
cantidad de DNA extracelular por millon de células es visiblemente mayor, alrededor del 3
pg, que la registrada para la linea parental de melanoma. En el caso de las lineas celulares
N5, C4 y J20 también se encontraron diferencia importantes. De acuerdo a lo esperado la
linea celular N5 presenta la menor cantidad de DNA extracelular por millén de células (0.5
ug), mientras que la linea celular C4 (transfectada con H-ras humano normal) presenta un
valor menor de DNA extracelular por millén de células, cerca de 1.5 pg y la linea celular

J20 muestra alrededor de 5 veces mas DNA extracelular por millén de células (Fig. 2).

De las células recuperadas de cada cultivo celular se extrajo el DNA celular a fin de
determinar el porcentaje que representa el DNA extracelular del DNA gendmico en cada
linea celular. Se encontré que la cantidad de DNA genémico por millon de células de la
linea B16F0 es ligeramente menor en comparacién con la cantidad de DNA gendémico de la
linea celular B16F10, el porcentaje que representa el DNA extracelular por millon de
células es también mayor en las muestras obtenidas de la linea celular B16F10. De igual
forma encontramos que en las lineas celulares N5, J20 y C4 se presenta una mayor cantidad
de DNA gendmico para J20 y C4 en comparacién con NS, es notable que la cantidad de
DNA celular por millén de células en esias lineas celulares es muy similar (Fig. 3). El
porcentaje de DNA extracelular con respecto al DNA genomico en cada linea varia

considerablemente, sin embargo la cantidad de DNA celular es muy similar.
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Figura 2. Comparacion de la cantidad de DNA extracelular en cada linea celular estudiada (ug por

millon de células). La cuantificacion de DNA extracelular en cultivos de las diferentes lineas celulares se realizé por
fluorémetro, en la grafica se muestra el promedio obtenido para 6 cultivos distinios con su respectiva desviacion estandar.
La mayor cantidad de DNA extracelular se regisird para las lineas celulares con mayor potencial melastatico (B16F0 y
120y
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Figura 3. DNA celular y extracelular. a) La grifica muestra la cantidad de DNA celular expresado en pg por
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millén de células para cada linea celular en 6 cultivos diferentes, no se aprecian diferencias importantes entre las cinco
lineas utilizadas. b) Representacién de el DNA celular por millén de células de cada linea en 6 cultivos diferentes y la
proporcion del DNA extracelular en cada caso: la mayor secrecion de DNA al medio se da en las lineas celulares mas

metastasicas.
7.2 Progresién del ciclo celular y liberacién de DNA extracelular

Con el fin de determinar si la presencia de DNA extracelular se debe a una secrecion activa
por parte de las células se llevaron a cabo experimentos de arresto celular. Las lineas
celulares B16F0 y B16F10 fueron arrestadas en G2/M a través de su exposicion a cis-
platino en una concentracién 18 mM por 8 hrs, mientras que las lineas celulares fueron
arrestadas en GO0/G1 mediante su exposicion a hidroxiurea durante 12 hrs a una
concentracion de 1 mM (Fig. 4). Estos resultados muestran que cuando las células se
encuentran arrestadas la secrecion de DNA al medio extracelular es fuertemente inhibida.

Cuando los cultivos celulares son arrestados en alguna fase del ciclo celular, las diferencias
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ciclo normal de cultivos de la linea celular C4 (¢) muestra alrededor de 60% de células en fase GO-G1, el

tratamiento con hidroxiurea 1 mM induce arresto en esta misma fase para alrededor de 80% de las células (d)
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Figura 5. DNA extracelular en arresto. Las lineas celulares fueron arrestadas en fase G2/M con cis platino 18mM
en el caso de BI6F0 y B16F10 y en fase GO/G1 con hidroxiurea para las hineas derivadas de NIH3T3. Se observa que la
secrecion de DNA extracelular disminuye considerablemente en comparacion con los niveles normales de DNA

extracelular (en la misma grafica).

7.3 Identificacion de secuencias oncogénicas en DNA extracelular

Debido a que en el DNA de suero de pacientes con cancer se ha demositrado la presencia de
secuencias correspondientes a genes involucrados en el desarrollo del tumor, por ejemplo
mutaciones en ras en cancer de pancreas y leucemia aguda mieloide y mutaciones en p53

en cancer de higado y mama (Ziegler, 2002). En melanoma se ha reportado la sobre-
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expresion de algunos genes involucrados principalmente en metastasis tales como c-Fos.
perlecan y b-catenina, por lo que se evalud la presencia de éstos en DNA extracelular de las
lineas murinas de melanoma B16F0 y BI6F10. Ademéis se determiné si existe una
secrecion diferencial en cuanto al nimero copias de cada gen entre estas dos lineas

celulares.

La presencia de los genes c-fos, perlecan y [catenina en DNA extracelular se analizé
cualitativamente por PCR para lo cual fue necesario disenar oligos a partir de las
secuencias de cDNA reportadas en el Gene Bank que amplificaron un fragmento menor a
300pb de cada gen para asegurar la especificidad. Los genes fueron amplificados en el
DNA extracelular extraido de 3 diferentes cultivos por la técnica fenol:cloroformo (ver
metodologia). Se obtuvo el producto esperado en las muestras de DNA extracelular de
B16F0 y B16F10. Adicionalmente se buscé una secuencia de 120pb del gen dhfr (gen

constitutivo) en las distintas lineas celulares estudiadas como control interno (Fig 6)
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Figura 6. Amplificacion por PCR de oncogenes. Amplificacién de S-catenina. dhfr, c-fos y perlecan en DNA

extracelular las lineas BI6F0 v B16F10.



Para analizar cuantitativamente la presencia de los genes antes mencionados se utiliz6
PCR-tiempo real con el fluoréforo SYBRGREEN, el cual reporta a través de un aumento
en la fluorescencia de cada doble cadena obtenida al intercalarse entre las bases del DNA.
La cuantificacion de estos genes en DNA extracelular muestra que hay mayor presencia de
copias de ellos en las muestras de cultivos celulares de la linea celular de melanoma con
mayor potencial metastitico (B16F10) en comparacion con la linea con menor potencial
metastasico (B16F0), la cantidad de dhfr (gen constitutivo) como control interno
permanece similar en las muestras de ambas lineas. Para las lineas celulares N5, C4 y J20
la cantidad de copias en DNA extracelular del gen constitutivo dhfr sigue la misma
tendencia que para las lineas murinas de melanoma (Figura 7).
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Figura 7. Equivalentes genomicos detectados en DNA extracelulares de diferentes lineas celulares por PCR
tiempo real a) dhfr amplificado por PCR tiempo real en las lineas derivadas de NIH3T3. b) Evaluacion de los

genes f-catenina, c-fos y perlecan en B16F0 y BI6F10. ¢l control utilizado fue el gen constitutivo dhfr.
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8 Discusion

La presencia de acidos nucleicos extracelulares en circulacion ha sido detectada en plasma
y suero de individuos normales, sin embargo, se ha comprobado la existencia de cantidades
mayores en individuos que presentan enfermedades de caricter inflamatorio como son
glomerulonefritis, pancreatitis, hepatitis, entre otras, y en enfermedades de carécter
autoinmune tales como lupus eritematosos y artritis reumatoide. La investigacion en este
campo ha abierto la posibilidad de utilizar este fenomeno en diagndstico y prondstico en
cancer ya que se han correlacionado altos niveles de DNA en circulacion con un mal
pronostico en la enfermedad y el desarrollo de metéstasis (Ledn, 1977; Shapiro, 1983;
Ziegler, 2002) '

Sin embargo, hasta el momento, el estudio del DNA circulante en pacientes con cancer se
ha enfocado mas hacia la parte diagndstica, es decir, a la investigacion de la presencia de
las anormalidades cualitativas y/o cuantitativas del DNA con el objetivo de determinar su
utilidad en varios aspectos del cancer como son el diagndstico temprano de la enfermedad
y su valor como factor predictivo de respuesta o prondstico en los pacientes (Ziegler, 2002;
Ander, 2002; Ander, 1999; Chiu, 2003; Johnson, 2002). Desde el punto de vista biolégico,
son pocos los estudios sobre las implicaciones del DNA en circulacion, por lo que su

significado y mecanismo de liberacion se desconocen hasta el momento.

En un afdn por conocer el significado bioldgico del DNA liberado por las células en
cultivo, en este trabajo nos preguntamos si el fenomeno de liberacion de DNA esta
asociado a las caracteristicas genotipicas y fenotipicas celulares (metastasicas versus no
metastasicas), si la liberacion de DNA esta relacionada al estado proliferativo de las células
y si existe una presencia diferencial de secuencias oncogénicas en el DNA extracelular de

cultivos de lineas celulares con caracteristicas diferentes.

Con base en lo anterior se decidié utilizar las lineas celulares B16F0 (parental poco

metastasica) y la linea BI16F10 (metastasica). Estas lineas se caracterizan por una alta



colonizacion de pulmén, higado, ovario y cerebro. La linea B16F0 fue obtenida del
melanoma murino C57BL/6, la linea metastdica (B16F10) deriva de diez selecciones
sucesivas por metastasis a pulmén por inyeccion de células de la linea B16F1 establecida a
partir de focos metastaticos en pulmén producidos por inyeccién de células B16F0, por lo
que la linea celular B16F10 presenta un alto potencial metastético en comparacién con la
linea parental B16F0 (Ishiguro, 1996).

La linea celular J20 fue obtenida a partir de la transfeccién de NIH3T3 con el oncogen H-
ras humano mutado en el codén 12, mientras que las lineas N5 y C4 derivan de la misma
linea NIH3T3 tranfectada con un pldsmido que le confiere resistencia a neomicina (vector
vacio) y éste plasmido con el encogen H-ras humano normal respectivamente. Estudios in
vitro e in vivo han demostrado que !Ia linea celular J20 posee un alto potencial metastatico,

mientras que las lineas N5 y C4 no (Pérez-Cardenas, 2002).

En éste estudio se reporta una correlacion entre la concentracion de DNA extracelular en
cultivos de lineas celulares de cancer murinas y su potencial metastitico. La determinacion
de la concentracién de DNA en el sobrenadante de los cultivos celulares muestra que existe
una mayor cantidad de DNA por cada millén de células en cultivo en las lineas celulares
con mayor capacidad metastasica en comparacion con las lineas parentales o transfectadas
con la version normal del gen H-ras o vector vacio. Asi, la cuantificacién de DNA en
sobrenadante por millén de células en cultivo registro los mayores niveles en cultivos de la
linea mestastasica B16F10 (3.3ug) contra la linea BI6F0 en la que se encontré una
cantidad de lug. En forma interesante, la misma tendencia se encontré en las lineas
NIH3T3 transfectadas, en éstas J20 presenté una cantidad cercana a 4 pg, seguida de C4
(2ug) y por altimo N5 (< 1pg). Para demostrar que la cantidad total de DNA presente en el
sobrenadante no esté relacionada a la cantidad de DNA celular total, se cuantificé el DNA
celular de las S lineas, a la par, en las mismas condiciones de cultivo, demostrandose que a
diferencia del DNA en el sobrenadante, no hay variaciones significativas en la cantidad de
DNA celular (p=0.05) el cual se encontré en un rango 100-120 pg siendo la menor

cantidad en la linea BI6FO (100ug) y la mayor para J20 (120 pg)
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Si bien se ha propuesto que el DNA circulante de los pacientes con cincer proviene de las
células tumorales que han sufrido lisis en la circulacién, y/o apoptosis de las células
tumorales, nuestros resultados indican que el DNA secretado al sobrenadante no proviene
de las células en apoptosis bajo las condiciones normales de cultivo ya que la viabilidad
(evaluada mediante tincién con azul tripano) observada en nuestros cultivos al tiempo de
recoleccion de sobrenadante y extraccién de DNA extracelular fue en todos los casos de
85% (Fig. 1), el encontrar la misma viabilidad independientemente de el tipo de células que
se cultiven indica que las diferencias encontradas en la concentracién de DNA extracelular
en los sobrenadantes de los cultivos por millén de células no depende de el porcentaje de

células que se encuentren en procesos de muerte celular.

Se ha demostrado que los linfocitos en cultivo y activados por fitohematoglutinina son
capaces de liberar DNA activamente (Rogers, 1972; Ziegler, 2002) lo que sugiere que esta
secrecion de DNA se encuentra de alguna forma conectada a la proliferacion celular. En
éste trabajo se indujo arresto celular en los cultivos celulares de las lineas B16F0. B16F10,
N5, C4 y J20; se encontré que los niveles de DNA extracelular por millén de células en
cultivo disminuye drasticamente sin importar el potencial metastatico de la linea celular;
los farmacos utilizados para inducir arresto celular detuvieron alrededor del 80% de las
celulas en cultivo en fase GO/G1 para las lineas derivadas de NIH3T3 y G2/M para las
lineas de melanoma. El haber encontrado disminucion del DNA extracelular
independientemente del farmaco y del tiempo de arresto del ciclo, sugiere que la secrecion
de DNA esta acoplada a la progresion del ciclo celular. Estas observaciones concuerdan
con lo reportado por Sasvari-Szekely y colaboradores, quienes en 1984 reportaron que los
linfocitos grandes aislados de amigdalas cuando se cultivan por 48 horas sin estimulacion,
revierten a linfocitos pequenos y este fendmeno estd acompanado de pérdida de DNA de
alto peso molecular, el cual se secreta al sobrenadante y no es resultado de la muerte
celular. Sin embargo, esta asociacion entre proliferacion celular y secrecion de DNA al
sobrenadante no parece ser el inico factor determinante de dicha secrecion ya que en las

lineas estudiadas no se observa una correlacion entre el tiempo de doblaje de cada una de
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ellas con la cantidad de DNA encontrada en sobrenadante, por ejemplo la linea B16F10
(metastdsica) tiene un tiempo de duplicacion mayor a la linea parental B16F0 (poco
metastasica) y pese a ello secreta mas DNA, por el contrario el tiempo de duplicacion de la
linea J20 es menor al de la linea parental N5 y se encontré6 mas DNA en el sobrenadante de
cultivos celulares de la primera, éstas observaciones permiten suponer que no hay relacion
entre el tiempo de doblaje y la cantidad de DNA en sobrenadante. Lo anteriormente
descrito sugiere que la capacidad de secretar DNA por las células podia ser una
caracteristica intrinseca del fenotipo y que podria existir una correlacién directa entre el
grado de agresividad biolégioca de las células malignas y la capacidad de secretar DNA,
aunque se necesitan estudios con mayor nimero de lineas celulares (primarias, inmortales,

no metastasicas y metastasicas) para confirmar ésta hipotesis.

La metastasis es un fenémeno muy estudiado desde hace varios afos en el que, las células
tumorales del tumor primario a través de mecanismos recientemente descritos y observados
incluyendo microscopia en tiempo real (Cameron, 2000; Guba, 2001; Luzzi, 1998) migran,
invaden, se adhieren y proliferan en 6rganos y tejidos distantes. Sin embargo, se ha
sugerido que este proceso es ineficiente para la produccion de neoplasias debido a que la
sobrevivencia de estas células en circulacién es de cerca del 1% y que solo alrededor de
10 células tumorales viables se pueden encontrar por cada 2 ml de sangre después de un
procedimiento quirtrgico (Friedl, 2003; Glavies, 1988). Ademas. solo una pequena
proporcion de las células ya implantadas (micrometastasis) llegan a crecer y manifestarse

clinicamente como metastasis.

La transferencia de genes entre organismos que pertenecen a diferentes dominios
biolGgicos se ha estudiado entre Archea y eubacteria, E. coli y levadura y endosimbiosis
entre eucariontes y procariontes. Se han relacionado secuencias de transposones, fagos y
RNAL entre ambos dominios, ademas se han encontrado bloques de genes colineales entre
ambos dominio como es el caso de Aquifex y Thermotoga ambos organismos baclerias
extremofilas que contienen el 16 y 24% respectivamente de genes presentes en arquea; en

el caso opuesto Archaeoglobus fulgidis presenta genes bacterianos del metabolismo de los
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acidos grasos. El caso mas llamativo que se conoce de transferencia horizontal de genes
entre dominios es la transferencia de secuencias de Agrobacterium tumefaciens a plantas, la
infeccién en plantas por A. tumefaciens resulta en el desarrollo de tumores en diferentes
sitios del arbol, la formacién de esta estructura estd mediada por la transferencia de
segmentos de T-DNA a la planta, el nombre dado a estas secuencias hace referencia a la
formacion de tumores en la planta, estas secuencias se encuentran codificadas en el
plasmido inductor de tumores Ti (Tumor inducing) de la bacteria el cual presenta una
longitud de 140-500Kb y contiene genes de T-DNA y genes cuyos productos son
necesarios para la transferencia de T-DNA denominados genes de virulencia (Bushman,
2002)

Es conocido que existe transferencia horizontal de genes entre los seres vivos, esta
transferencia lateral de secuencias génicas ha sido descrita en tres mecanismos generales:
Transduccion, transformacion y conjugacion. Los procesos de transformacion involucran la
incorporacién de DNA en el medio por la célula y la expresion de estas secuencias. Este
mecanismo se encuentra bien estudiado en bacterias, el caso de los plasmidos es el tal vez
el més conocido; las bacterias incorporan moléculas circulares de DNA de algunos cientos
de pares de bases que se replican independientemente del cromosoma del huésped ya que
poseen un origen de replicacion donde se ensambla el complejo para sintesis de DNA.
Generalmente se puede encontrar en el plasmido una regién que codifica para la proteina
Rep que se une al DNA original y facilita la adquisicion de factores de replicacion. Se
conocen algunos mecanismos por medio de los cuales el DNA transferido se integra a la
célula receptora y puede ser segregado en generaciones futuras, tales como recombinacion
homdloga. recombinacion especifica y en sistemas mas complejos reparacion de DNA
(Lewin,1997)

Derivada de los hallazgos anteriormente descritos, en los Gltimos anos se ha desarrollado la
teoria de la genometdstasis la cual sugiere que las secuencias oncogénicas derivadas del
tumor primario podria estar implicada en el desarrollo de las metastasis, en donde la

transfeccion  pasiva de dichas secuencias podria acelerar el desarrollo de las
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micrometastasis. La evidencia mds sélida en este campo surge de estudios en
transformacion por cuerpos apoptéticos derivados de fibroblastos de rata transfectados con
los oncogenes humanos c-myc y H-ras"’?, fagocitados por fibroblastos de ratén, los
fibroblastos de ratén después de estar en contacto con los cuerpos apoptéticos mostraron
formacion de focos los cuales fueron positivos para H-ras y c-myc humanos detectados por
PCR. También se identificaron por hibridizacion in situ fluorescente cromosomas de rata
en las células de raton (Bergsmedh, 2001). Ademas Abker y colaboradores han reportado
desde hace varios anos la inmortalizacién de linfocitos humanos con secuencias génicas
derivadas de citoplastos, células enucleadas, de células 1.929 de ratén y la posibilidad de
que exista una via citoplasmica de sintesis de DNA, la cual podria ser una fuente de DNA
extracelular (Abken, 1988; Abken, 1993)

Como un primer abordaje a este respecto, otro de los objetivos en este trabajo fue
investigar si podria existir una secrecion o presencia diferencial de secuencias oncogénicas
en relacion a genes constitutivos en el DNA del sobrenadante. A fin de contestar esta
pregunta se decidié evaluar en las lineas de melanoma los genes perlecan, c-fos y b-

catenina como oncogenes y el gen dhfr como constitutivo.

El gen perlecan HSPG, cuyo producto es una proteina con un nucleo de alrededor de 400
kD unido a tres cadenas heparan sulfato forma parte de la membrana basal vascular (BM),
componente importante de vasos sanguineos y capilares, es sintetizado por varios tipos de
celulas en proliferacion y se encuentra significativamente sobreexpresado en melanoma
invasivo humano en lineas celulares metastasicas murinas. Las células tumorales producen
componentes de BM que promueven angiogénesis. diferentes isoformas de colagena tipo
IV, laminina y HSPG proveen especificidad a los componentes de membrana basal
asociados con diferentes tipos de tejidos. Se ha encontrado que Perlecan induce
eficientemente la presentacion de los receptores para bFGF, estimulando el crecimiento
tumoral y angiogénesis por incremento de la acumulacién de bFGF y presentacion de los

receptores a este (Adatia. 1997; Kalluri, 2003).
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En la linea celular murina B16F10 también se ha detectado la sobreexpresion de c-Fos, un
gen implicado en la activacién de genes relacionados con metdstasis como son genes que
codifican para metaloproteasas de matriz extracelular (MMP-1, MMP-3 y MMP-10), uPA
y Vega/Vpf . Ademads se ha reportado que la transcripcion de este gen se encuentra inducida

en fases tempranas de metdstasis (Shioda, 1997).

Se cree que una elevada expresion de f-catenina esta involucrada en el desarrollo de una
gran variedad de cdnceres humanos por induccion de la activacion de genes que
contribuyen a la tumoracién (Polakis, 2000). La familia de proteinas Wnt son proteinas
ricas en cisteinas sin péptido senal hidrofébico, cuyo peso molecular oscila entre los 38-45
kDa y sufren glicosilaciones postraduccionales. Estas proteinas estin asociadas a
superficies celulares y matriz extracelular, e implicadas en senalizacion via la familia de
receptores Frizzled. Wnr se une a el receptor Frizzled induciendo hiperfosforilacién de el
gen disheveled y por tanto su activacion el cual inhibe la actividad de la serina treonina
cinasa GSK3-B y permite la estabilizacion de f-catenina que se acumula en el nicleo
alterando la estructura de la cromatina activando la expresion constitutiva de sus genes
blanco entre los que se encuentran reguladores positivos de proliferacién celular como la
ciclina D1, c-myc y WISP-1. Se ha reportado que expresion de B-catenina se encuentra
elevada en c€lulas de melanoma y uno de sus principales blanco es la proteina Nr-CAM,
una proteina transmembranal de adhesion celular principalmente expresada en células del
sistema nervioso cuyo incremento en melanocitos y celulas de colon promueve el
desarrollo de melanoma y cincer de colon respectivamente (Weeraratna, 2002; Conacci-
Sorrell, 2002; Hussien, 2003)

Los genes anteriormente descritos fueron evaluados en DNA extracelular de las lineas
celulares de melanoma B16F0 y B16F10, se incluyd el gen Dihidrofolato reductasa (dhfr)
en ¢l estudio como un control constitutivo ya que este gen codifica para la enzima
citosolica del mismo nombre, cuya funcién es reducir dihidrofolato a tetrahidrofolato un

cofactor esencial en la sintesis del precursor de DNA dcido timidilico, y fue evaluado



también en las lineas celulares NS, J20 y C4 a fin de comparar el nimero de copias en

DNA extracelular de estas lineas con el encontrado en las lineas problema

Conforme a lo esperado se encontré que en ambas lineas celulares de melanoma hay una
mayor cantidad de copias de los genes implicados en metastasis que del gen constitutivo
(Dhfr), ya que los equivalentes gendémicos en DNA extracelular de Dhfr en las lineas

B16F10 y B16F0 es muy similar, de igual modo que entre las lineas derivadas de NIH3T3.

Se observé también que existe una tendencia general de la linea BI6F10 a presentar un
mayor nimero equivalentes genémicos de los genes implicados en desarrollo de cancer
(Perlecan, [-catenina y c-Fos) en comparacion con la linea parental B16F0 lo cual
correlaciona con su potencial metastitico (Fig 7). El mayor numero de equivalente
gendmicos se registro para el gen ¢-Fos. Estos resultados sugieren que el niimero de copias
de genes implicados en el desarrollo de cancer es mayor en lineas celulares con mayor
potencial metastatico por lo que puede existir una relacion directa entre la capacidad
metastasica de las lineas celulares y de la composicion del DNA extracelular. Los
resultados obtenidos muestran que entre las lineas B16F0 y BI6F10 existen diferencias en
cuanto a la composicién cuantitativa del DNA extracelular, en el DNA extracelular de
ambas lineas se amplificaron los mismos genes. sin embargo, por PCR-tiempo real se pudo
determinar que estos genes se presentan en mayor cantidad en el DNA extracelular de la
linea B16F10 en comparacion con la linea parental, de igual forma se observo que el
numero de equivalente genomicos del gen constitutivo dhfr es mayor en la linea B16F0 y

menor en B16F10 al contrario de lo que ocurre con los oncogenes evaluados.

No existe una explicacion satisfactoria del significado biologico de las observaciones
realizadas sobre la secrecién diferencial de secuencias oncogénicas en el sobrenadante de
las lineas celulares y su correlacion con la capacidad metastasica. Es conocido que la
regulacion de la expresion génica tanto en la célula normal como la tumoral es esencial
para el desarrollo de las funciones celulares. Los mecanismos de la regulacion de la

expresion génica son complejos y atn en la celula tumoral debe existir un balance delicado
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en el grado de expresion de oncogenes y genes supresores importante para la proliferacion
de la estirpe celular y también para otros procesos como son diferenciacion, senecencia y
apoptosis, de modo que la sobreexpresion de un encogen puede tener tan diversos efectos
dependiendo del balance génico de cada tipo celular como son la estimulacién del

crecimiento y proliferacion o la induccion de apoptosis (Weinstein, 2002).

Hasta dénde la sobre-expresion y/o amplificacion de un gen es necesaria para iniciar el
desarrollo de un tumor o mantenerlo no se conoce, sin embargo se sabe que las células
cancerosas son fisiolégicamente dependientes de genes para continuar con sus actividades
y mantener su fenotipo maligno. Esta dependencia hacia algin gen puede llevar a un
desequilibrio en el balance establecido para la célula, uno de los mecanismos responsables
de mantener ese equilibrio en la célula que se ha propuesto es la eliminacion selectiva de
secuencias oncogénicas. Estudios en leucemia promielocitica HL-60, lineas de
neuroblastoma y glioblastoma han demostrado que las células tumorales son capaces de
contrarrestar sus fenotipos por eliminacion de oncogenes amplificados en “double minutes™
acéntricos, por el contrario la presencia estable de estas estructuras en células tumorales
favorece la expresion de genes amplificados en ellos, generalmente genes de resistencia a
drogas, lo cual correlaciona con un pronéstico pobre para los pacientes (Shimizu, 2000;
Valent, 2001).

Nuestros resultados apoyan la idea de que este DNA es secretado al exterior de la célula
como un mecanismo para mantener el equilibrio celular en la expresién de oncogenes y
genes supresores y mantener asi su fenotipo y proliferacion sin llegar a la muerte. Las
implicaciones biolégicas de DNA en circulacién en pacientes con cancer no se han
dilucidado, sin embargo, existe la hipotesis de que este DNA extracelular pudiese estar
jugando un papel importante en la transformacion de células de tejidos distantes al sitio de

la tumoracion primaria y por tanto participar activamente en el proceso de metastasis.

Los datos obtenidos durante el desarrollo de este trabajo apoyan la teoria de la

genometdstasis en el sentido de que encontramos una mayor secrecion de DNA al medio
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celular en lineas celulares con mayor potencial metastatico con respecto al DNA secretado
por sus respectivas lineas parentales. Los niveles de DNA extracelular reportados para
células arrestadas indican que las células tienen un papel activo en secrecién de este DNA
apoyando la hipétesis de que la presencia de DNA extracelular estd dada por secrecion
activa de las células y no por cuerpos apoptéticos, y finalmente una presencia diferencial
en el nimero de copias de secuencias oncogénicas en DNA extracelular de lineas
metastdsicas y no metastasicas indica que podria existir una relacién directa entre este
fenémeno y el potencia metastitico de las células. El grupo de investigacién ha demostrado
transformacién celular asociada a la transferencia horizontal de genes y al momento la
investigacion se centra en la identificacion de secuencias oncogénicas presentes en el DNA

en circulacion.



9 Conclusiones

» Existe una mayor cantidad de DNA extracelular en cultivos de células con mayor
potencial metastitico en comparacién con lineas celulares con menor potencial
metastatico.

e La progresion del ciclo celular es necesaria para que halla una liberacién de DNA al
medio de cultivo en las lineas celulares utilizadas durante el desarrollo de éste trabajo.

¢ La disminucion de DNA extracelular en cultivos arrestados sugiere una secrecion
activa del material genético, al medio extracelular, por parte de las células.

e Algunos secuencias de genes que participan en el desarrollo y progresion del
cancer, tales como c-fos, perlecan y [-catenina, estan presentes en el DNA extracelular
de los cultivos de células.

* El nimero de copias de los oncogenes presentes en DNA extracelular es mayor en

relacion al de copias del gen constitutivo dhfr.
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Anexo I: Técnicas

Conteo Celular

Contar ocho cuadrantes en la cimara de Neubauer
Dividir el resultado anterior entre ocho
Multiplicar por el factor de dilucion con azul tripan

Multiplicar por un factor conocido (10, 000)

-l R A

Multiplicar por el volumen en que se resuspendieron las células

Extraccion de DNA celular

1. Crecer la linea celular en una caja de 175 ¢cm3 hasta 70-80% de confluencia y
retirar el medio

2. Lavar con PBS varias veces

3. Despegar las células con PBS-EDTA vy tripsina (20 pl por cada ml de PBS-EDTA)
incubando por alrededor de 5 minutos.

4. Parar la reaccion con 5 ml de medio (SFB 10%) por cada ml de PBS-EDTA

5. Centrifugar a 1 500rpm alrededor de 10 minutos a temperatura ambiente

6. Recuperar el pellet y agregar 4 ml de Buffer de lisis mas 20 pl de proteinasa K e
incubar a 55° toda la noche. Puede almacenarse el pellet a —20°C solo con el buffer
de lisis.

7. Agregar un volumen de Fenol:Cloroformo (1:1) y agitar.

8. Centrifugar a 7 500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente
Recuperar la fase superior. Agregar a la fase inferior un volumen de agua,
centrifugar a 5 000 rpm 10 minutos a temperatura ambiente y recuperar la fase

superior.
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10.

11.
12,

13.

14

Agregar un volumen de cloroformo. Agitar y centrifugar a 5000 rpm a temperatura

ambiente
Recuperar la fase superior en un tubo nuevo

Precipitar el DNA con NaCl 0.2M y un volumen de etanol 100% o isopropanol frio.

Mezclar por inversion.

Incubar a —20°C toda la noche o a =70°C una hora.

. Centrifugar a 7 500rpm durante 10 minutos a 4°C y recuperar el pellet
15.
16.

Lavar con 500 pl de etanol 70%, centrifugar a 4°C y decantar
Secar el pellet y resuspender en ddH20

Extraccion de DNA de sobrenadante

oo L B e

10.
11.

Crecer la linea celular en una caja de 175 cm3 hasta 70-80% de confluencia

Retirar el medio y centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos

Recuperar el sobrenadante y filtrar con poro 0.22 micras

Concentrar el sobrenadante 10 veces en Speed Vac

Agregar un volumen de buffer de lisis mas proteinasa K e incubar a 55°C toda la
noche.

Agregar un volumen de Fenol:Cloroformo (1:1) y agitar.

Centrifugar a 7 500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente

Recuperar la fase superior. Agregar a la fase inferior un volumen de agua,
centrifugar a 5 000 rpm 10 minutos a temperatura ambiente y recuperar la fase
superior,

Agregar un volumen de cloroformo. Agitar y centrifugar a 5 000 rpm a temperatura
ambiente

Recuperar la fase superior en un tubo nuevo

Precipitar el DNA con NaCl 0.2M y un volumen de etanol 100% o isopropanol frio.

Mezclar por inversion.

. Incubar a -20°C toda la noche



13. Centrifugar a 14 000 rpm durante 30 minutos a 4°C y recuperar el pellet
14. Lavar con 500 pl de etanol 70%. centrifugar a 14 000 rpm a 4°C 15 minutos
15. Secar el pellet y resuspender en ddH20

Miniprep

Crecer una colonia en 5 ml de Terrific/100 mg/ ml de ampicilina
Tomar 5 ml de bacterias y centrifugar a 6000 rpm de 3 minutos
Recuperar el pellet y disolver en 100 ml de Solucion I. Agitar en vortex
Agregar 200 pl de Solucién 11, mezclar e incubar en hielo 5 minutos

Adicionar 150 pl de acetato de sodio 3 M pH 5.2. Mezclar

o A O R e

Centrifugar durante 5 minutos a una velocidad de 14 000 rpm a temperatura

ambiente

7. En un tubo nuevo transferir la fase superior y precipitar con con 350 ul de
isopropanol frio. Mezclar por inversién e incubar a =70°C 10 minutos

8. Centrifugar a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Lavar el pellet obtenido con
500 pl de Etanol 70%

9. Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 minutos a 4°C, secar el pellet.

10. Resuspender en 60 pl de TE 1X

Citometria

1. Crecer 1 000 000 de células

2

Despegar las celulas con PBS-EDTA y tripsina

Centrifugar en tubos eppendorf en nanofuga alrededor de 5 minutos

&

Resuspender el pellet en 200 ml de Etanol 70% frio (para almacenar 1 semana a

4°C) 0o DMSO (para almacenar més de | semana a —70°C)

4



Centrifugar y lavar el pellet con PBS para rehidratar las células. Centrifugar

. Agregar 250 pl de solucion A. Agitar en vortex e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente

Agregar 250 pl de solucion B. Agitar en vortex e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente

. Agregar 200 pl de solucion C. Agitar en vortex e incubar 15 minutos en hielo y
oscuridad

Llevar a citémetro



Anexo II: Soluciones de trabajo

Soluciones de Extraccion de DNA

e PBS-EDTA
PBS 1X
EDTA 10mM
e Tripsina

Tripsina 2.5%
PBS 1X

e Buffer de Lisis

001 M Tris pH78
002 M EDTApH78

0.5% SDS

Soluciones para Miniprep

e Solucién I (Buffer de glucose estéril)
Glucosa 50 mM
Tris*CL pH8.0  25mM
EDTA 10 mM

* Solucion II (Buffer dlcali)

NaOH 0.2 mM
SDS 1.0 %
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» Solucién III (Acetato de potasio)

Acetato de potasio pH 5.2 3M

Soluciones para Citometria

e Solucién Stock
Citrato de sodio
Nonidet P40
Tetracloruro de Espermina
Tris

Aforar con H,O dd a

e Solucion A
Solucion Stock
Tripsina
pH

e Solucién B
Solucion stock
Inhibidor de tripsina
Ribonucleasa A

pH

* Solucion C
Solucion stock
loduro de propidio
Tetrcloruro de Espermina

pH

34 mM
0.1%
1.5 mM
0.5 mM
11t

1000 ml
30 mg
7.6

1000 m]
500 mg
100 mg
7.6

1000 ml
416 mg
1160 mg
1.6

Hh7
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