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RESUMEN

RESUMEN

La interleucina-3 (IL-3) es un factor estimulador de colonias (multi-CFS, HCGF, CFU-SA),
juega un papel esencial en el sostenimiento y sobre vivencia de células previniéndolas de la
apoptosis. Su sintesis esta restringida a pocas estirpes celulares: linfocitos T y células
cebadas. El efecto biolégico de la Interleucina-3 sobre la hematopoyesis dirige su uso
clinico, para sostén y aceleracion de la hematopoyesis en desordenes mieloides y después
de altas dosis de quimioterapia. La IL-3 de ratdén existe como capia Unica, el gen (cromosoma
11) es de 3 Kb y su mRNA es de 0.9 Kb. Las cumarinas son benzopironas de origen
natural, se ha reportado que in vitro en células inmunes murinas (linfocitos, células NK y
macrofagos) tienen accion inmuno-estimulante. En estudios previos en células esplénicas
de ratén, se ha reportado que algunos productos de hidroxilacion de la cumarina tienen
actividad inmuno-estimulante, mediante cuantificacion de la secrecion de Interleucina-3 por
métodos inmunoenzimaticos. La primera parte del estudio tiene el propdsito de establecer las
condiciones de los ensayos para investigar si la cumarina o de la 7-hidroxicumarina inducen
la expresion del mRNA de IL-3 en esplenocitos de bazo de ratén por estimulacion a nivel
transcripcional, mediante ensayos de transcripcion in vitro. Se realizé el disefio de dos pares
de primers (sentido y antisentido) de 20 bases. Se estudiaron diferentes condiciones para las
reacciones de RT-PCR, encontrandose las condiciones idoneas para la amplificacion de las
muestras (Tm= 56 °C, 4 ug de RNA templado y 35 ciclos). Encontramos que solamente una
de las parejas de primers disefiados para la amplificacion fue la adecuada (IL3-1 e IL3-2A),
también se disefiaron los primers para la deteccién de GAPDH de raton. Se realizaron los
ensayos de trasncripcion in vitro de 4 concentraciones (18, 37, 75y 150 ug/mL) de cumarina
y 7-hidroxicumarina a 5 diferentes tiempos (0, 3, 6, 12 y 24 horas). Se obtuvo el RNA total
para cada tratamiento y se cuantificd. Se realizaron reacciones de RT-PCR para detectar si
existia induccion de mRNA de IL-3. Como resultados obtuvimos que a ningun tiempo ni a
ninguna concentracion se logré detectar el mMRNA de IL-3 por lo que probablemente las
cumarinas no tienen un efecto inductor de éste mensajero, se utiliz6 como control para los
ensayos de transcripcion in vitro a GAPDH que es un gen constitutivo. Se logré detectar IL-3

en células estimuladas con Con A + PMA y en la linea celular P-815.



ABSTRACT

ABSTRACT

Interleukin-3 (IL-3) is a colony-stimulating factor (multi-CFS, HCGF, CFU-SA), plays an
essential role in sustaining and survival of cells avoid apoptosis. His synthesis is restricted to
few cell lines: T lymphocytes and mast cell. The biological effect of interleukin-3 on the
hematopoiesis directs its clinical use, sustaining and accelerating hematopoiesis in myeloid

disorders and after high-dose chemotherapy.

The development of agonists of IL-3 with specific effects on hematopoiesis and low activity on
mature leukocytes is currently in progress. The IL-3 mouse exists as only copy, the gene
(chromosome 11) is 3 Kb and its mRNA is 0.9 kb.

The coumarins are benzopironas of natural origin, it has been reported that in vitro immune
cells from murine (lymphocytes, NK cells and macrophages) have action immuno-stimulant.
In previous studies in splenocytes cell mouse, it has been reported that some products of
hydroxylation of coumarin have activity immuno-stimulant, through quantification of the

secretion of Interleukin-3 by enzyme immunoassay methods.

The first part of the study intends to establish the conditions of the tests to investigate if the
coumarin or 7-hydroxycoumarin have an inductor effect on the mRNA expression of IL-3 in
splenocytes of mouse by stimulation at the transcriptional level, through tests in vitro
transcription. The design of two pairs of primers (sense and antisense) of 20 databases.

We studied different conditions for the reactions of RT-PCR, while the conditions for the
amplification of samples (Tm= 56 °C, 4 ug RNA temperate and 35 cycles). We found that only
one of the couples of primers designed for the amplification was adequate, were also
designed primers for the detection of GAPDH mouse. The trials were conducted transcription
in vitro for 4 concentrations concentrations (18, 37, 75 and 150 ug/ml) of coumarin and 7-
hidroxicumarina 5 different times (0, 3, 6, 12 and 24 hours). It was obtained the total RNA for
each treatment and was quantified Coumarin and 7-hidroxicumarina by 5 different times (0, 3,
6, 12 and 24 hours). It was obtained the total RNA for each treatment and was quantified.

Reactions were carried out RT-PCR to detect if there was induction of mRNA for IL-3.



ABSTRACT

As a result we got that no time nor to any concentration we failed to detect the mRNA for IL-3
by what is probably the coumarins do not have an inducing effect of this messenger, was
used com control for testing in vitro transcription to GAPDH which is a gene establishing. It

was possible to detect IL-3 in cells stimulated with Con A + PMA and the P-815 cell line.
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INTRODUCCION

2.1 CUMARINAS

Las cumarinas son benzopironas (1,2 — benzopironas), su estructura consta de un anillo
aromatico fusionado a un anillo de pirona. Es un cristal blanco sdlido (peso molecular: 146.15
g/mol) soluble en etanol, cloroformo, di etil éter, aceites y es ligeramente soluble en agua
(Leung, 2005, Zanker, 1984, Lake, 1999). Estos compuestos pueden sub dividirse a su vez

en a-pironas (cumarinas) y en y-benzopironas (flavonoides).

0
L, AN
0 0 0
(0) 0 a-pirona Y-pirona
Figura 1. Estructura quimica dela cumarina (Leung, 2005) Figura 2. Estructura quimica de las a- pironas v

Y y-pironas (Lacy, 2004)

El término cumarina se debe al nombre de Coumarou, ya que se aisldé por primera vez en
1820 a partir del haba del tonka de la Guyana (Coumarouna odorata) por Vogel (Murray,

1982) y en 1868 Perkin la obtuvo por sintesis quimica (Lake, 1999).

Existen 4 subtipos principales de Cumarinas (Zanker, 1984).

Clasificacion Caracterisiticas Ejemplos
=
i Hidroxiladas, alcohoxiladas
Cumarinas simples o alquiladas HO " To
en anillode benceno . . R
7-Hidroxicumarina
=
Furano (5 miembros) unido a 4 =
Furanocumarinas anillo de benceno 0 0" 0 0" ~o
(linear o angular) =
Psoraleno Angelicina
=
RS
| . Pirano (6 miembros) unido a s} 0 4]
Pirano cumarinas anillo de benceno (linear o - o o
angular)
Seselina Xantilecina
Cumarinas sustituidas Sustituidos en anillode pirona
en pirona (posiciones 3y 4)
Warfarina

Figura 3. Tipos de Curnarinas (clasificacion, caracteristicasy ejemplos) (Lacy, 2004) 4
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Al menos 1300 cumarinas han sido identificadas como metabolitos secundarios en plantas
verdes, vegetales, té verde, semillas (café, nuez) y frutas (arandanos) consumidas por
humanos y animales. También se encuentran en hongos y bacterias (novobiocina y la
cumericina de Streptomyces); y en altos niveles en aceites (canela, casia y lavanda) y vinos
(Zanker, 1984). EI compuesto prototipo es la cumarina y presenta propiedades aromaticas

caracteristicas (Hoult, 1996).

La cumarina es rapidamente absorbida por el tracto gastro intestinal y es extensivamente
metabolizada en el higado por enzimas del citocromo P450 (CYP 2A6) y resulta en la
hidroxilacion a la forma 7 hidroxicumarina en humanos vy 3-hidroxicumarina en ratones
(Lake, 1999). La cumarina experimenta una segunda fase de biotransformacién al

conjugarse con glucurdnido para ser excretada por la orina (Pelkonen, 1997).

\
= H
HO” : :o: Yo HO N
0" X0 7-hidroxicumanna
0 0

OH
8-hidroxicumarnna 1 6-hidroxicumanna

OH CIP246 /
X | -
CH,CH; COOH
0" N0

; = —_—
Acido o-hidroxifenipropionico

/ 0" N0 5-hidroxicumarina

OH
@: Cumarina \
OH
CH= CHCOOH

r
Acido o-cumarinico

HO N 0 0
4-hidroxicumarnna
HO 0 0
OH
: =N
Esculetina m
0”0

3-hidroxicumarina

=

Figura 4. Metabolismo de la cumarina (Lacy, 2004)
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La actividad de la 7-hidroxilasa es excepcionalmente alta en microsomas humanos y la
actividad de la 3-hidroxilasa es muy alta en los microsomas de roedores pero esta ausente

en humanos (Lake, 1999).

6 D Metabolismo total
. 7-Hidroxicumarina

2 73% 84%
17 9%

0.3% 3% 15%
0 = 1 1

Rata Ratén Hamster Cerdo Mono Humano

Metabolismo (nmol/min/mg proteina)

Figura 5. Formacion de 7-hidroxicumarina como porcentaje del metabolismo
total de cumarina

Resultados de estudios de carcinogenicidad, mutagenicidad y potencial genotdxico sugieren
que la cumarina no es un agente genotoxico, ya que no induce mutaciones letales recesivas
ligadas al sexo en células germinales de machos de D. melanogaster expuestos a cumarina,
no induce micronucleos en células de sangre periférica de ratones hembras ni machos (Lake,
1999) y proporciona resultados negativos para mutagenicidad en la prueba de Ames (Finn,
2002).

No se reportan efectos adversos a la cumarina en respuesta a una dosis 100 veces mayor

que la expuesta por la dieta (0.02 mg/Kg/dia) (Lake, 1999).
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2.1.2 APLICACIONES Y USOS DE LAS CUMARINAS

Las aplicaciones no terapéuticas de la cumarina son como fijador y agente potenciador en
perfumes; es adicionada a jabones de bafio y detergentes, pastas de dientes, cosméticos,
productos del tabaco y algunos brebajes alcohdlicos. Asi como saborizante, dulcificante,
aditivo y aromatizante en algunos alimentos y también se usan grandes cantidades en la

produccion de materiales plasticos, pinturas y aerosoles para neutralizar aromas.

Las actividades biolégicas y farmacoldégicas de la cumarina y de sus derivados estan
relacionados con el nucleo cumarinico, entre estas actividades se han observado: accion
anti-bacterial, anti-trombatica, anti-mutagénica, anti-edema, anti-inflamatoria, anti-tumoral, la
inhibicion de la lipo-oxigenasa y ciclo-oxigenasa. Evitar o recoger especies reactivas de
oxigeno y efectos anti-tumorigénicos (Finn, 2002; Leung, 2005).

La cumarina se ha utilizado en la clinica para el tratamiento de edemas (Stuhimeier, 1991).
También se ha utilizado en modelos animales como agente protector contra carcinégenos,
agentes quimicos y en humanos se han hecho estudios en cancer de préstata (Mohler, 1994)

y melanoma (Thornes, 1994).

2.1.3 EVIDENCIA DE LA ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE LA
CUMARINA

En la actualidad, los valores medicinales de los fitoquimicos han despertado mucho interés,
especialmente como inmunomoduladores 0 agentes usados para el tratamiento del cancer
(Leung, 2005).

En 1979, Koh reportd la existencia del efecto estimulante de la cumarina, al observar un
incremento en la produccidn de fosfatasa alcalina intracelular y la secretada en animales in
vivo. También observd la reduccion de lesiones primarias inducidas por adyuvantes

inductores de artritis y que estos efectos fueron similares a los producidos por el
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inmunomodulador Levamisol. Junto con este reporte existen otros que senalan el
incremento en la migracién de macréfagos y la activacion de células inmunes por la
cumarina (Koh, 1979).

También se estudié el efecto sobre linfocitos tratados con fitohemaglutinina (PHA) mas
cumarina y se observo un incremento del 50 — 61 % en la formacién de rosetas comparada

con las células tratadas unicamente con PHA (Berkarda, 1983).

En células mononucleares expuestas a cumarinas in vitro provenientes de pacientes con
cancer, se observo un incremento del 20 - 25 % en la citotoxicidad comparado con el control
(Berkarda, 1983) y en pacientes tratados con cumarinas por 8 dias, se incrementd en 94 %

la transformacion de sus linfocitos.

En tratamientos con 7-hidroxicumarina en concentraciones de 2 y 20 ug/mL se generd un
incremento en la fagocitosis de 124 y 84 % tanto en granulocitos de sangre periférica como

en macrofagos peritoneales murinos, respectivamente (Rosskopf, 1992).

Cumarinas como la escopoletina poseen un efecto dual sobre linfocitos, al inducir apoptosis
o proliferacién de células T normales. Se observd que 10 pg/mL escopoletina incrementan la
proliferacion celular y se ha relacionado con la participacion de la via protein cinasa C (PCK)
en la accion proliferativa en linfocitos normales en presencia y asusencia de estaraurosporina
(inhibidor no selectivo de la via PKC) y GF 109203 un inhibidor selectivo de PKC (0.1 uM)
(Manuele, 2006).

Por su parte Leung también estudié el efecto inmunomodularor de la esculetina (6,7-
dihidroxicumarina) in vivo tras observar un incremento en la migracion de macréfagos
peritoneales de manera dosis dependiente, ademas de incrementar la produccion de la
enzima Oxido nitrico sintasa inducible (INOS) e incrementar la mitogénesis de linfocitos
esplénicos, por lo que parece que la esculetina posee efectos inmunomoduladores sobre

macrofagos y linfocitos tanto in vitro como in vivo (Leung, 2005).
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2.1.4 CUMARINA EN LA INDUCCION DE INTERLEUCINAS

La cumarina y sus derivados 7-hidroxicumarina y 4-hidroxicumarina fueron capaces de
potenciar la produccion de IL1-f en células mononucleares humanas estimuladas por
lipospolisacarido (LPS) de manera dosis dependiente. También hay sinergismo de la
cumarinay LPS enla induccién de IL-6 y TNF-a, en un pequefo porcentaje de células
mononucleares de donadores sanos (Stuhlmeier, 1991). Tanto la cumarina como la 7-
hidroxicumarina in vitro claramente muestran un efecto dosis dependiente en la produccion
de IL-1 B por células mononucleares en concentraciones de 1 -300 uyg/mL (Stuhlmeier,
1991).

2.2 CITOCINAS

Las citocinas son polipéptidos simples o glicoproteinas con un peso molecular menor o igual
a 30 KDa. Su produccion constitutiva es usualmente baja o ausente; y ésta es regulada por
varios estimulos inductores a nivel transcripcional o traduccional (Londei, 1990). El radio de
accién es usualmente corto y se produce tras la unidn a su receptor especifico de superficie

celular.

Las citocinas incrementan o disminuyen la taza de proliferacion, modifican el estado de
diferenciaciéon, son capaces de estimular o inhibir la produccion de otras citocinas y/o
producen cambios en la expresion de algunas funciones celulares. Son producidas por
células menos especializadas y varios tipos celulares no relacionados pueden producir la
misma citocina (V.gr. IL-1 es producida por monocitos/macrofagos, células mesangiales,
células NK, células B, células T, etc). Sin embargo, hay excepciones (V.gr. IL-2, IL-3, IL-4 e

INF-gamma son producidas unicamente por células linfoides, especialmente por células T).

Dentro del grupo de las citocinas se encuentran: interleucinas, interferones, factores
estimuladores hematopoyéticos (colonias), factores de necrosis tumoral y diversos

polipéptidos como factores de crecimiento celular y quimiocinas (Gilliland, 1990).
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2.2.1 INDUCCION Y APLICACION DE CITOCINAS

Una amplia variedad de sustancias (V.gr. quimicas), organismos y actividades son capaces
de interactuar con componentes especificos de la superficie de membrana celular o

citoplasma para desencadenar la expresion de genes.

Las vias de senalizacion intracelular estan involucradas en la amplificacion de la sefal por
fosforilacion y desfosforilacion de varios sustratos citoplasmaticos, por enzimas regulatorias
particulares (V.gr. protein cinasas y fosfatasas), que culminan en la activacion y translocacion
de factores de transcripcidon especificos al nucleo. Estos factores de transcripcion se unen a
elementos regulatorios en el extremo 5° rio arriba de los genes de citocinas dentro del DNA
para activar la transcripcion de mRNAs de citocinas. Los mRNAs dejan el nucleo y son

traducidos por los ribosomas en el raticulo endoplasmico.

Varias citocinas representan opciones terapéuticas que en la actualidad se estudian por sus

beneficios potenciales en desérdenes de inmunidad, en infecciones y en malignidad.

En estudios clinicos fase 1 y fase 2 realizados con G-CSF y GM-CSF por sus efectos
proliferativos y de diferenciacion se encontraron condiciones de uso Optimo de la dosis y de

las vias de administracion.

Las citocinas proveen una red importante de comunicacién en el sistema inmune por lo que
en varios estudios clinicos se han reconocido varios blancos de aplicacién clinica como en el
crecimiento de células malignas, su utilizacion contra agentes infecciosos y para la

regeneracion de tejidos y células.

La administracion local de las citocinas puede proveer un mecanismo para maximizar el
efecto local mientras la toxicidad sistémica es limitada. La modulacion de la produccion de

citocinas in vivo podria obviar la necesidad por su administracion sistémica (Peschel, 1993).
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2.4 INTERLEUCINA-3

La interleucina-3 es una glicoproteina de 166 aminoacidos (aa) con un peso de 23 — 30 kDa
dependiendo del grado de glucosilacion. Los primeros 26 aa corresponden a la péptido

sefnal, que se escinde y genera un proteina madura de 140 aa (Murphy, 2010).

La Interleucina-3 pertenece a la familia de citocinas hematopoyéticas con estructura de 4 de
hélices a (Bruht, 2009). Tiene 4 sitios posibles para N-glicosilaciéon (Asn-X-Ser) en las
posiciones 42-44, 70-72, 77-79 y 112-114. Esta Interleucina es altamente glucosilada,
aunque esta glucosilacibn no es esencial para su actividad bioldgica (Ozu, 1992; Shruti,
2010; Mayo, 1995).

Figura 6. Esquema de la estructura tridimensional de la [L-3 de ratdn
(4 hélices o, unidas por loops)

Pertenece a un grupo de proteinas solubles reguladoras del crecimiento celular, su
produccion es transitoria y su tiempo de vida media es breve (10 minutos a varias horas)
(Ozu, 1992; Ziltener, 1993).

r AN - ' L ' M

1: K03233. Reports Mouse interleukin.. [gi:1983pS]
LOCUs MUSIL3B 3140 bp DNA linear ROD 27-APR-1993
DEFINITION Mouse interleukin 3 gene, complete cde.

[translation="MVLASSTTSIHTMLLLLIMLFHLGLQASISGRDTHRLTRTLER

LNCCLPTSANDSALPGVEIRDLDDFRRRLRFYMVHELNDLETVLTSRPPQPASGSVSEN
ROTURCM

aolVL

Figura 7. Sitios probables de glucosilacién en secuencia de aa de IL-3 de ratén
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La IL-3 de ratdn existe como copia unica en el cromosoma 11 dentro de un cluster de genes
de citocinas (IL-4, -5, -13 y GM-CSF) (Hawwari, 2002), el tamafio del gen es de 3 Kb y
contiene 5 exones interrumpidos por 4 intrones. El mMRNA es de 0.9 Kb con 6 motivos
AUUUA (Clark, 1987; Mayo, 1995).
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Figura 9. Esquema de la estructura del gen y mRNA de IL-3
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2.4.1 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE IL-3

La Interleucina-3 es una de las citocinas producidas transitoriamente en respuesta a un
estimulo especifico por células T activadas, su mRNA es expresado tanto por células CD4
como CD8 y tiene un mecanismo de control para una rapida modulacién de sus niveles (Van
Straaten, 1994). IL-3 tiene actividades importantes en la regulacion de células linfoides y
mieloides en procesos inmunes e inflamatorios (Ozu, 1992). Entre sus funciones estan el
sostenimiento de la proliferacion de precursores mieloides y es esencial para la

sobrevivencia de las células previniendo la apoptosis.

Las actividades biolégicas de IL-3 se dan en etapas tempranas de maduracién celular y
estan involucradas en la hematopoyesis inducible. Es capaz de estimular in vitro la
proliferacion y diferenciacion de neutroéfilos, eosindéfilos y monocitos; también estimula células
maduras (neutrdfilos) (Ozu, 1992). Esta proteina es un mediador critico de la inflamacién y
de la respuesta inmune a infecciones. En la actualidad se sabe que ademas de las células T,

las células cebadas son capaces de producir IL-3 (Murphy, 2010).

2.4.2 APLICACIONES CLINICAS DE IL-3

Las complicaciones severas de morbilidad y mortalidad de pacientes que reciben altas dosis
de quimioterapias son elevadas, ya que muchos agentes quimioterapéuticos dafan linfocitos
y suprimen la inmunidad mediada por células. Varias citocinas han sido usadas para reducir
esta morbilidad y mortalidad (Mangi, 1999). La regeneracién de linfocitos T después de la
quimioterapia ocurre desde la médula 6sea, éste proceso es lento y la recuperacion

completa es obligada por el dafo quimioterapéutico del epitelio timico.

La IL-3 humana recombinante utilizada en ensayos clinicos in vivo mostré la reduccién del

déficit celular producido por quimioterapias e indujo una regeneraciéon mas rapida de
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granulocitos y plaquetas (Mangi, 1999). La mayoria de los estudios sugieren que la
administracion de IL-3 seguida de altas dosis de quimioterapias resulta en una rapida
regeneracion de neutrdéfilos y plaquetas; y que la combinacion de IL-3 y GM-CSF potencia la

regeneracion de células mononucleares incluso mas que IL-3 sola.

La terapia con IL-3 en los estados de remisidn, disminuye el riesgo de infecciones y mejora

la calidad de vida en pacientes con cancer (Mangi, 1999).

2.5 INTERLEUCINA -3 Y CUMARINA

Tratamientos con 7-hidroxicumarina in vitro en esplenocitos de raton mostraron un
incremento en la secrecidn de Interleucina-3 de 554 % y 461 % con las concentraciones de
18 y 75 ng/mL de 554 % y 461 % en presencia de LPS (p< 0.05), estimado mediante ELISA
Indirecto (Ramirez, 2001).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Se ha demostrado que varias citocinas representan opciones terapéuticas al tener blancos
de aplicacion clinica, como es el caso de la Interleucina-3 en trastornos hematopoyéticos.
También se sabe que las cumarinas tienen actividades inmuno-moduladoras, entre ellas la
induccién de Interleucina-1B, sin embargo aun no se ha explorado la posibilidad de la
induccion de Interleucina-3 por las cumarinas, lo que significaria explorar un nuevo uso de
las cumarinas como sustituto de administracion de IL-3 para apoyar y acelerar la

hematopoyesis en trastornos mieloides.
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4. OBJETIVOS

e Estudiar si la cumarina y la 7-hidroxicumarina tienen efecto inductor en la expresion

del mMRNA de IL-3 en esplenocitos de ratbn mediante ensayos de transcripcion in vitro.
e Estudiar si el efecto es dependiente de la concentracién de las cumarinas.
e Estudiar el curso temporal del efecto.

e Estudiar la viabilidad de las células expuestas a las cumarinas mediante ensayos de
viabilidad celular (MTT) y de citotoxicidad (LDH).

5. HIPOTESIS

La cumarina y su principal producto de biotransformacion en  humanos (7-
Hidroxicumarina), tienen acciones estimulantes in vitro en esplenocitos de ratdn, sobre la
transcripcion del mRNA de la Interleucina-3 y este efecto es dependiente de la

concentracion y del tiempo de exposicion a estos farmacos.
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1 MATERIAL Y REACTIVOS

Equipos

Espectrofotometro
Amersham Biosciences

Camara para electroforesis
Hoefer MiniVE

Fuente de poder: EPS 100,
Amersham Pharmacia

Biotech

Campana de flujo laminar
clase Il A/AB3, Nuaire

Biological Safety Cabinets
UN-426-300 Serie 24

Biofuga Heraus Sorvall

Balanza analitica Adventure
Ohaus 1899012

Estuche de diseccion
Charolas para linfocitos
Cajas petri (NUNC)
Jeringas para insulina (BD)

Tubos para 15 y 50 mL
(NUNC)

Equipo para fotografia de
geles

Camara de Neubauer
(SIGMA)

Placas de cultivo 6 y 96 pozo
(NUNC)

Reactivos

- Medio de cultivo RPMI 1600
al 10 % SFB

- Medio de cultivo RPMI 1600
sin SFB

- Ficoll-Histopaque (SIGMA)
- Azul de Tripan (SIGMA)

- Trizol (Invitrogen)

- Cloroformo (SIGMA)

- Isopropanol (SIGMA)

- Etanol 96 °

- Agua DEPC 0.1 %
(Invitrogen)

- Buffer TAE 1X (pH 8.0)
- Buffer carga 2X

Kit SS One Step RT-PCR
with Platinum Taq polimerasa
(Invitrogen)

Cumarina y 7 hidroxicumarina
con 99 % de pureza (Sigma-
Aldrich)

Etanol absoluto  (Merck).
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6.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Linea celular P-815 (Mastocitoma murino)
- Linea celular B-16 (Melanoma murino)
- Macroéfagos peritonales de ratones no inducidos

- Esplenocitos de bazo de ratones Balb/c machos de 12 semanas de edad y 20 —

30 g de peso

6.2 METODOLOGIA

6.3 OBTENCION DE CELULAS

6.3.1 OBTENCION DE MACROFAGOS PERITONEALES

El ratén se sacrifica por dislocacién cervical, se coloca en un area aséptica y se inyectan 10
mL de PBS 1X estéril en el peritoneo. Se realiza un lavado de 3 min y se aspira el liquido
peritoneal, éste se coloca en un tubo conico (NUNC) de 15 mL y se centrifuga a 420 xG por
5 minutos. Se lisan los eritrocitos con 5 mL NH4Cl 144 mM vy se incuba 5 min. Se centrifuga
nuevamente, se resuspenden las células en 10 mL de medio RPMI-SFB al 10 % y se
incuban durante 2 horas para separar los linfocitos (en suspension) de los macrofagos
adheridos a la placa mediante lavados con PBX 1X frio. Se recuperan los macréfagos por
centrifugacion para finalmente contar el numero de células mediante azul de Trypan 0.2 % en

un hemocitometro.
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6.3.2 OBTENCION DE ESPLENOCITOS

Se sacrifica un ratéon por dislocacion cervical, se extrae el bazo en un area aséptica. El
organo se disgrega y perfunde con 15 mL de medio DMEM sin suero. La suspension
celular se centrifuga a 420 xG por 5 minutos. Se lisan los eritrocitos con 5 mL de NH4Cl 144
mM incubando 5 minutos, este proceso se repite hasta que el botdén celular se observe
blanco. Finalmente se determina la viabilidad celular y se cuantifican las células con azul de

Tripan en hemotocitdmetro.
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Figura 10. Esquema de obtencidn y cuantificacion celular.
6.4 CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares P-815, B-16, los esplenocitos y macrofagos se mantuvieron en medio
RPMI-160 suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (SFB) (Hyclone) vy
antibiéticos 100 U/mL (penicilina-estreptomicina, Sigma) y 2 mM L-glutamina. Se incubaron a

37 °C en atmoésfera hiumeda al 5 % de CO..

6.5 EXTRACCION DE RNA TOTAL

A partir de 2X10° células de la lineas celulares y 5X10° esplenocitos o macréfagos se realizd
la extraccion de RNA total. El boton celular se resuspendié en 200 uL de medio RPMI-SFB y
se adiciond 1 mL de Trizol (Invitrogen), se homogenizd con repetidos pipeteos y se incubd 5
min a temperatura ambiente. Se adicionaron 200 uL de cloroformo y se homogeniz6 por
agitacion manual durante 15 segundos, se incubé 3 min a temperatura ambiente. Se
centrifugdé a 10,000 rpm durante 15 min para la separacion en fases para transferir la fase
acuosa a un tubo nuevo estéril, a ésta fase se le adicionan 500 uL de isopropanol para

precipitar el RNA y se deja incubar 10 min a 4 °C.
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Tras la precipitacion se centrifuga a 10,000 rpm durante 10 min para formar el pellet de RNA,
el cual se lava con etanol al 70% (en agua tratada con DEPC). Se decanta el sobrenadante y
el pellet se seca a temperatura ambiente por 10 min. El RNA se resuspende en 20 pL de

agua tratada con DEPC (Dietil pirocarbonato). Las muestras se guardan a — 70°C.

Extraccion de ARN total

”LUE gﬁ//?_«'

Pellet lu q-ru

(celulas) Cwrolo
Muestras Tﬂ_\.,-.

SREENRAE s e

ALEEZ2N Figura 11. Esguema de extraccion de RNA Total.

6.6 EXTRACCION DNA GENOMICO

La extraccion de gDNA (DNA gendmico) se realizé a partir de 1 X 10° células, las cuales se
centrifugan a 3,000 rpm durante 5 minutos. Se retira todo el sobrenadante, se adicionan 500
puL de amortiguador de lisis (200 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS) y 3 uL de RNasa A
(10 mg/mL) (Sigma). Se incuba a 37°C por 1 hora, posteriormente se adicionan 4 uL de
Proteinasa K (25 mg/mL) (Sigma), se incuba a 50 °C por 2 horas y 1 hora a 60 °C para
inactivar las enzimas. Se adicionan 200 uL de NaCl 5 M y se agita suavemente durante 15
segundos, se centrifuga a 3,000 rpm por 5 min. Se recupera el sobrenadante para adicionar
1 volumen de isopropanol para precipitar el gDNA, se centrifuga nuevamente y la pastilla se
lava en dos ocasiones con etanol al 70%, se deja secar la pastilla durante 10 minutos y se

resuspende en 50 uL de agua tratada con DEPC. Las muestras se guardan a -70 °C.
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6.7 CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para la cuantificacion de las muestras se realizaron diluciones 1: 300 en agua tratada con
DEPC tanto para RNA total como para gDNA. Se realizaron lecturas espectrofotométricas a
260, 280 y 320 nm obteniéndose la concentracion de las muestras en ug/mL y las relaciones
260/280 para conocer el grado de contaminacion con proteinas cuando la relacién es menor
a1.8.

TE \\5 = Agua
08 4 '0.\ . ;’E
Azs0 = €260 [M9/ML]; [ug/mL] = Aceo/ €260 o7 4 \

. a
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Figura 12. Esquema de perfil de ahsorbancia para
la cuantificacion de acidos nucléicos

6.8 ELECTROFORESIS HORIZONTAL (AGAROSA)

Se prepararon geles de agarosa al 2 %. Para cada gel se utilizaron 25 mL de amortiguador
TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA) y se adicionaron 0.5 g de agarosa (Invitrogen), se
calenté para que se disuelva la agarosa. Se deja enfriar a 60 °C y se adicionan 1.25 uL de
Bromuro de etidio (10 mg/mL; Sigma) se homogeniza (concentracion final = 0.5 pg/mL en
cada gel) y se vierte a la cuba de electroforesis, se coloca el peine y se deja solidificar

durante 10 minutos a temperatura ambiente y 10 minutos a 8°C.
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Se corrieron geles de integridad para observar la calidad de las muestras de gDNA y RNA.
Por cada gel se corria un marcador de tamafnos de base y muestras ya sea de RNA o gDNA
para verificar en caso del RNA que se observaban las dos bandas ribosomales
caracteristicas de 28S y 18S y que las muestras no estaban degradadas. En el caso del

gDNA se hacia lo mismo para verificar que el gDNA no se encontraba fragmentado.

/ I
(o
Amortiguador Gel de agarosa

TAE 1X | al 2%

Figura 13. Camara de electroforesis horizontal

Figura 14. Geles de integridad de RNA v gDNA
MNo degradados.

6.9 ESTANDARIZACION DE LA TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A

LA REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (RT-PCR)

Con gDNA se estandarizaron las temperaturas de alineamiento para las dos parejas de
primers IL3-2 e IL3-2A, ademas de los oligos para GAPDH de raton. Se inicié con 1 mg de
gDNA, las Tm (Temperaturas de alineamiento) fueron 52, 54, 56 y 58 °C con Kit PCR
Promega. También se realizé esta misma estandarizacion con Taq polimerasa, dNTPs,
(Invitrogen). Para la estandarizacion de RT-PCR se realizé una curva de cantidad de RNA
templado 1, 2 y 4 mg. Se utilizo el Kit Super Script One Step RT-PCR (Invitrogen). Para cada

una de las estandarizaciones se utilizaron controles de reaccion, control positivo y negativo.
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PCR (Reaccion en cadena de polimerasa)
Se realizd 1 ciclo: 94°C — 1 min; 52 — 58°C — 1 min; 72°C — 1 min
35 ciclos: 94 °C -1 min; 52-58 °C -1 min; 72 °C — 1 min

1 ciclo: 72°C — 15 min (Extension)

RT - PCR (Transcripcion reversa acoplada a reaccion en cadena de polimerasa)
Se realizé 1 ciclo: 50°C — 30 min (Transcriptasa reversa)
1 ciclo: 94°C — 1 min; 52 — 58°C — 1 min; 72°C — 1 min
35 ciclos: 94 °C —1 min; 52 -58 °C —1 min; 72 °C — 1 min

1 ciclo: 72°C — 15 min (Extension)

Disefo de primers de IL-3 y GAPDH

Los primers fueron disefiados por el Dr. Abraham Landa Piedra a partir de la secuencia de la
clona de cDNA murino (Genbank ACC. No. K03233, Invitrogen) primer intron. Se espera un

fragmento de 196 pb, si se identifica en el ARN y uno de 296 pb si se identifica en el DNA.

1. Primer sentido: 5 ATG GTT CTT GCC AGC TCT AC 3" (3 IL1)
anti —sentido: 5" CTG GGA GCT TCC CTATAATC 3" (31L2)

2. Primer sentido: 5" ATG GTT CTT GCC AGC TCT AC 3" (3 IL1)
anti —sentido: 5 AGA GGG TCC TTC ATC ATC AG 3" (IL3-2A
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6.10 EXPOSICION DE ESPLENOCITOS A CUMARINA O
7-HIDROXICUMARINA

La cumarina y las 7-hidroxicumarinas se disolvieron en etanol absoluto: 5 mg/1mL y se

realizaron diluciones seriales para obtener las 4 concentraciones: 18, 37, 75y 150 pg/mL

500 L de S1 500 de S2 500 L de S3 ;‘ﬁ{ ﬁb{
Solucin 1 (S1) Solucitn 2 (S2) Solucién 3(S3) Solucidn 4 (S4) Sokucion 5 (S5)
10 pghl 5 pol 25 vl 1.25 pg/l 0625 pohd
Jomg )1 mLetandl absolto | 5004 etanol 5004 etanol 5004 etanol 5004 etanol
(7-hidroxicumanna 0 CUmanna)  apcolgo fitrado  Absohuto filtrado Absokao firado Absoluto fitrado
6 L deS2 6 pldeS2 6 pldeS2 6 L deS2
30pg /0.2mlL 15p9 /02 mL 75p9/02ml 375pg/02ml
150 pg/mlL 75 pg/ml 37.5 pg/ml 18.75 pg/mlL

Figura 15. Esquemna gque muestra la preparacion de las diluciones seriales de los farmacos utilzados

Para la exposicién a los farmacos se sembraron en placas de 6 pozos 5X10° esplenocitos /
mL de medio RPMI-1640 (SFB-10% mas antibidticos) por pozo y se adicionaron 30 uL de
cada una de las concentraciones de los farmacos. Todas las células fueron expuestas al 3%
de etanol absoluto mas su farmaco, se utilizaron 2 controles: negativo = solo etanol y

positivo= 15 ung/mL de Con A + 50 ng/mL PMA.

En la figura 16 se observan 2 placas de 6 pozos donde se muestra como se realiz6 la

exposicion a los farmacos.
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Se realizd la exposicidon a los farmacos durante 5 tiempos: 0, 3, 6, 12 y 24 horas, la
exposicion a los farmacos se realizd por triplicado. Una vez transcurridos los tiempos de
exposicion se realiz6 el muestreo colocando las células en un tubo de polipropileno
(Eppendorf) estéril, se centrifugd la muestra a 1600 rpm por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 200 uL de medio RPMI, finalmente se procedid

a realizar la extraccion de RNA total.

Cumarina 7-hidroxicumarina

18 18 ug 37 ug 75 ug
C lg o ;IQ L “g- 7-hidroxi 7-hidroxi 7-hidroxi

umarina Cumarina Cumarina Cumarina Cumarina Cumarina

ConA
PMA
ETANOL

Con A
PMA
ETANOL

150 ng
7-hidroxi
Cumarina

150 ug

Cumarina

Figura 16. Esquema de exposicion a los farmacos

6.11 ENSAYOS DE TRANSCRIPCION /N VITRO (RT-PCR)

Se obtuvieron las muestras de RNA total de cada una de las concentraciones y tiempos de
exposicion a los farmacos. A cada una de las muestras previamente cuantificadas se les
adiciond DNasa | y amortiguador 10X, se incubd durante 15 min a temperatura ambiente y
se adicion6 1 uL de Amortiguador EDTA 2.5 mM por cada 1 uL de DNasa | utilizada, se
incubd a 65 °C por 10 minutos. Para asegurar la inexistencia de gDNA contaminante en las

muestras.

Para las reacciones de RT-PCR se utilizaron 4 uL de RNA total como templado, se
adicionaron 25 uL de amortiguador 2X, 1 uL primer sentido, 1 puL primer anti-sentido, 18 uL
de agua tratada con DEPC y 1 uL de la mezcla de enzimas y dNTPs para un volumen final

de 50 uL para cada una de las muestras (Kit Super Script One Step RT-PCR, Invitrogen).
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Para las reacciones de RT-PCR se utiliz6 el siguiente programa:

RT - PCR (Transcripcion reversa acoplada a reaccion en cadena de polimerasa)
Se realizé 1 ciclo: 50°C — 30 min (Transcriptasa reversa)
1 ciclo: 94°C — 1 min; 52 — 58°C — 1 min; 72°C — 1 min
35 ciclos: 94 °C — 1 min; 52 — 58 °C — 1 min; 72 °C — 1 min
1 ciclo: 72°C — 15 min (Extension)

Los fragmentos de amplificaciéon obtenidos se cargaron en geles de agarosa al 2% para la
realizacion de electroforesis horizontal en amortiguador TAE 1X, a 100 V por 1 hora. Para
finalmente fotodocumentar el gel y observar si se detecta el mRNA de IL-3. Las reacciones
de RT-PCR se realizaron una corrida por cada tiempo de exposicion (4 concentraciones de
cada farmaco y los controles) mas los controles de reaccion y GAPDH de ratén. Cada

corrida se realizo por triplicado.

6.12 DENSITOMETRIAS Y ANALISIS CUANTITATIVO DE LA
EXPRESION DEL MENSAJERO DE IL-3

Se documentaron los geles con los productos de amplificacion de los ensayos de
transcripcion in vitro, con éstas imagenes se realizaron las densitometrias para cuantificar la
intensidad de la sefial de cada banda correspondiente al producto amplificado del mRNA de
IL-3 con el fotodocumentador Kodak y se analizaron las imagenes con el software Image J.

Se normalizé la intensidad de cada banda de IL-3 con respecto a la banda de GAPDH ratén.
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6.13 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR (MTT)

Se sembraron las células como se indica en el diagrama y se adicionaron los farmacos, de
cada concentracién 6 uL para tener las concentraciones establecidas 150, 75, 37 y 18 yg/mL
de cada cumarina en 3% de etanol con los respectivos controles de etanol al 3 % y Con A +
PMA + Etanol al 3 %.

Incubacién  Incubacién  |pcubacién  Incubacién
3h 6h 12h 24 h

A A A A

150 pg/mL 7-hidroxicumarina
o Cumarina + Etanol 3 %

75 ug/mL 7-hidroxicumarina
o Cumarina + Etanol 3 %

37 ug/mL 7-hidroxicumarina
o Cumarina + Etanol 3 %

18 pg/mL 7-hidroxicumarina

D | ' O o Cumarina + Etanol 3 %
Etanol 3%

Con A + PMA + Etanol

(3]

s

Incubacién
Oh

L))

1 X 108 células/ 200 mL / pozo

Figura 17. Esquema que muestra el disefio de experimento para determinar
laviabilidad celular mediante MTT.

Posterior a cada uno de los tiempos de incubacién se procedié a adicionar 40 yL/pozo de
bromuro de (3-(4-, 5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (5 mg/mL), se dejé incubar
durante 2 horas, después se centrifugd y se desechoé el sobrenadante. Los cristales que se
formaron se disolvieron con 200 pL/pozo de DMSO estéril y se realizaron lecturas
espectrofotométricas a 570 nm. Cada tratamiento se realizd por triplicado. Este ensayo de
MTT es un ensayo de viabilidad celular, la formacion de cristales con coloracion violeta son
un indicativo de la respiracion celular pues solamente las células vivas son capaces de

transformar el difeniltetrazolio a formazan.
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6.14 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD CELULAR (LDH)

Para evaluar la existencia de citotoxicidad inducida por los farmacos se realizé el ensayo
para la determinacion de la deshidrogenasa lactica liberada por las células dafiadas. En este
ensayo se mide la actividad enzimatica de la LDH liberada al afadir su sustrato mas el
cofactor NAD+, una diaforasa y un reactivo colorido (sal de tetrazolio, amarilla) el cual por la
presencia de la enzima activa se obtendra como producto la sal de formazan (roja). Una vez
transcurridos 30 minutos, se procede a la lectura espectrofotométrica a 490 nm. La
informacion obtenida se presenta como % de Citotoxicidad. Las células se sembraron con el

mismo esquema que para los ensayos de viabilidad celular por MTT.

Incubacién  Incubacién  |ncubacion  Incubacién
3h 6h 12h 24h

A A A A

150 pg/mL 7-hidroxicumarina
© Cumarina ¢+ Etanol 3%

75 pg/mL 7-hidroxicumarina
o Cumarina + Etanol 3 %

37 pg/mL 7-hidroxicumarina
o Cumarina + Etanol 3 %

18 pg/mL 7-hidroxicumarina

© Cumarina ¢ Etanol 3 %
o Etanol 3%

3 1 X ] | ‘ Con A ¢ PMA + Etanol

™~

&

1 X 10% células / 200 mL / pozo

Figura 18. Esquema que muestra el disefio de experimento para determinar
la citotoxicidad celular mediante LDH
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ESPECTRO DE ABSORBANCIA

Il Sal de formazin

(Rojo)
COOH coo-

Sal de tetrazolio +H LDH }:
2 (Amarillo) HO Deshidrogenasa lactica 0
B CH, CH,
2 Lactato Piruvato
2
'2 NAD+ NAD "

|

H

1/©/ Sal de tetrazolio (Amarillo)

N —N |
=N Catdlisis |

| N —N
: H @_{( | -CL
NO, i
T il ol (R \©\
400 450 500 550 600 650 700 750
NO2

Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectro de Absorbancia para la lectura espectrofotométrica de la sal de formazan
y reaccién enzimatica de LDH para la conversion del Piruvato a lactato

6.15 ANALSIS ESTADISTICO

Para determinar la existencia de diferencias entre los efectos producidos por las
concentraciones de cumarinas y de estas con sus controles se realizo el analisis estadistico
con la prueba de analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente se realiz6 la prueba Dunnett
para determinar entre que tratamientos existio diferencia estadisticamente significativa,

dichos analisis se realizaron con el software Sigma Stat Ver. 3.5. Se considerd un nivel de

confianza de p< 0.05.

Las graficas se realizaron con el software Sigma Plot Ver. 11.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de RNA total

Para la extraccion del RNA Total se estandariz6 el nimero de células a utilizar para cada
extraccion. Se inici6 con 10 X 10° células de las lineas P-815 y B-16, las extracciones
posteriores se realizaron a partir de 2 X 10°. En la figura 20 se observa que para las tres
cantidades de células obtuvimos RNA no degradado, pues se observan las dos bandas de
RNA ribosomal (28S y 18S) para las lineas celulares. En el caso de 10 X10° células hay
mayor cantidad de gDNA contaminante en la muestray a partir de 2X10° células se obtiene
RNA no degradado con sus bandas caracteristicas de RNA ribosomal con menor
contaminacion de gDNA. Resultados similares se obtuvieron para el RNA total extraido de
esplenocitos de ratén, en la figura 21 se aprecia el gel de integridad para 1, 2 y 5 X10°
células donde se observa que con 2X10° células el rendimiento de RNA total obtenido es

menor que con el mismo nimero de células a partir de las lineas celulares.

RM4 Total RNA Tl
tos Broas P8 10 9598 %

BXTE FXWr 1K

BEE SR & 21 EF L

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de RNA Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de RNA
total extraido a partir de diferente nimero de células de las total extraido a partir de diferente nimero de células de
lineas P-815 o B-16 espelenacitos de ratén.
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Para la extraccion de RNA Total a partir de esplenocitos de ratén se utilizaron 5 X 10° para

obtener mayor cantidad de muestra para poder realizar las reacciones de RT-PCR.

7.2 Extracciéon de gDNA (DNA gendmico)

Se extrajo gDNA a partir de 0.5 X 10°%, 1 X 10°% 2 X 10°y 5 X 10° esplenocitos, en la figura
22 se observa la calidad del gDNA, sin degradacién. A mayor niamero de células se obtiene
mayor cantidad de gDNA pero a 4X10° células hay mayor cantidad de carbohidratos y

proteinas que podrian contaminar la calidad del gDNA.

gDNA

A parlir de esplenocitosde ratan.

4X105  2X108 1X10° 0.5 X10°F

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de muestras de gDNA
extraido a partir de diferente nimero de esplenocitos de ratén.

7.3 Cuantificacién de Acidos Nucleicos

7.3.1 Cuantificaciéon de Acidos Nucleicos (RNA total)

Se realiz6 la cuantificacion del RNA Total mediante lectura espectrofotométrica a 260 nm de
las muestras para estandarizar la extraccion de acidos nucleicos, este mismo procedimiento
se realiz0 para los ensayos de transcripcion in vitro de esplenocitos expuestos a la cumarina
y 7-hidroxicumarina. Se realizaron diluciones 1:300 para las muestras 10X10°, 5X10°, 2X10°

de lineas celulares y para las muestras de esplenocitos: 5X10° 2X10° y 1X10° se utilizaron
diluciones 1:100.
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Las lecturas espectrofotométricas también se realizaron a 280 nm para verificar la calidad de RNA,
pues la relacién 260/280 nm es un indicador de pureza de la muestra. Valores menores a 1.8 indican
mayor grado de contaminacion con proteinas. En la siguiente tabla se presentan las cuantificaciones
de las muestras de RNA total que se observan en las figuras 20 y 21 y en los observamos que a
menor namero de células se obtiene una menor contaminacién con proteinas pues los valores son

mayores a 1.8.

RNA Total RNA Total
P-815 o B-16) (Esplenocitos raton)
10X10° 5X10° 2X10° 5X10° 2X10° 1X10°
Abf]'nf‘so 0.36 0.18 0.12 0.15 0.2 0.105
260/ 280 1.65 1.8 1.9 1.83 1.85 1.84
[ug/ulL] 4.34 2.16 1.5 1.87 0.8 0.36
2('3;;)'_ 10.8 ug 5.4 ug 3.5ug 4.5 ng 2 ug 0.9 ug

7.3.2 Cuantificacion de Acidos Nucleicos (JDNA)

Se realizd cuantificacion de gDNA  mediante lectura espectrofotométrica a 260 nm, las
diluciones utilizadas fueron 1:300.

A menor numero de células se obtuvieron valores superiores a 1.8 lo que significa que se
reduce

la contaminacion con proteinas. En la siguiente tabla se muestran las

cuantificaciones de gDNA de las muestras presentadas en la figura 22.
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gDNA
Esplenocitos de ratén
5X10° 2X10° 1X10° 0.5X10°
Abf]'nf("o 0.43 0.36 0.28 0.19
260 / 280 1.78 1.83 1.9 1.9
[ug/uL] 6.45 5.2 3.8 2.8
1.5 pL
9.7 7.5 5.6 4.2
(gel) Hg ng ng ng

7.4 ESTANDARIZACION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA ACOPLADA
A LA REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (RT-PCR)

7.4.1 Temperatura de alineamiento Optima para los primers de IL-3 y
GAPDH, curva de cantidad para gDNA para PCR.

Se inicié la estandarizaciébn con las parejas de oligos IL3-2A y una como control de
amplificacion de un gen constitutivo 5+3 (sonda de GAPDH cisticerco) a 55 °C. Se utilizé
gDNA de esplenocitos de ratdén, dicha muestra se cuantifico y se le realizé el gel de
integridad, los resultados se muestran en la figura 23. A partir de esta muestra se realiz6 la
reaccion en cadena de polimerasa a 55°C y en la misma figura 23 observamos los productos
de amplificacion obtenidos. Encontramos que los oligos IL-2A se pegan inespecificamente al
gDNA a ésta temperatura pues se obtienen varias bandas y para los oligos de GAPDH de

cisticerco también se obtiene mas de una banda.
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gDNA gDNA. LIS

Esplenacitasratén Esplenocitos de —r——t————
ratén adorr Tom. o A
bp LE¥T+2A 5+ LI-15TJA %+3J

260 nm 05

260/280 1.88

fug/ul] a8

pgf 1
reaccidn

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de muestra de gDNA y su cuantificacion.
El gel de la derecha corresponde a los productos de amplificacion obtenidos al usar oligos IL3-2A y
5+3 en reaccion de PCR a 55 °C.

A continuacién se realizaron reacciones de PCR con las dos parejas de primers antes

mencionadas, ahora con las temperaturas 54, 55 y 56 °C y se utilizé un Kit PCR y otro RT-

PCR. Kit PCR KitRT-PCR
I
L™ ™ ™ ' Tm
54°C 58°C 56°C 56°C
1 1 L v

! GONA gDNA' gONA GONA' gDNA gDNA gDNA
Ladder JM JM JM JM JM JM JMLE
bp 543 L3 S5+3 L3 543 L3 IL3

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion
de reacciones de PCR con un Kit PCR y otro RT-PCR a 54, 55y 56 °C
con los oligos IL3-2A y 5+3.
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Se utilizé la misma muestra de gDNA que para la primera reaccion de PCR previamente
cuantificada y verificada su calidad. Como se observa en la figura 24, para los oligos de IL3-
2A a 54°C se observa un barrido, ni si quiera se observan bandas, con forme se incrementa
la temperatura se ve como aparece un patrén de varias bandas de pegado inespecifico de
estos oligos. Al utilizar un Kit de RT- PCR distinto con la misma muestra de gDNA con los
oligos IL3-2A a 56 °C obtenemos una banda nitida para el gen de IL-3, una banda de 300 pb
gue es el tamafio esperado. Para GAPDH esperamos un producto de amplificaciéon de 500
pb, a las 3 temperaturas empleadas se observa un patrén de bandas, una de mayor y otra

de menor tamano.

Se disefié una pareja de oligos para GAPDH de raton a partir de la secuencia del Genbank
000072 del gen de GAPDH ratén (Dr. Abraham Landa) para utilizar en lugar de la sonda de

GAPDH de cisticerco, la secuencia de los oligos es la siguiente:
Sentido: 5’ACCACAGTCCATGCCATCAC 3
Anti-sentido: 5TGTCGTTGTCCCACCACCT 3

En la siguiente imagen se presentan los productos de amplificacion obtenidos de las
reacciones de PCR con el Kit RT-PCR probando 4 temperaturas de alineamiento y dos

parejas de primers (IL 3-2A y GAPDH ratén).

Se extrajo nuevamente gDNA de ratén, se cuantificé y verificé su calidad, en la figura 25 se
observa que al utilizar el Kit RT-PCR se obtienen bandas nitidas para IL-3 (296 pb) y para
GAPDH raton (300 pb) a las 4 temperaturas probadas (52, 54, 56 y 58 °C). Las bandas para
GAPDH son mas intensas que las de IL-3 en todos los casos y para IL-3 se observa una
banda mas intensa a los 58°Cm, sin embargo; también hay una segunda banda de menor

tamano.
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GDNA ratén = 0.7 pb_ (0.4 pgful)

KIT= RT-PCR ONE STEP [INVITROGEN]

Se cargd en cada pozo 3 uLdel
producto de amplificacian.
52 54 se'c  ss'c L

H I 534
Ladder || 3.1 GAPDH IL3«1 GAPDH IL3+1 GAPDH IL3-1 GAPDH IL3-
IL3-2A RATON |L3-2A RATON JL3.2A RATON JL3-24 RATON 3.2

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los

productos de amplificacion obtenidos con los oligos
IL3-2A y GAPDH de raton.

gDNA
CQliva da cantidad ca mplado

{ollgos IL3-2A)

Figura 26. Electroforesis en ge de agarosa al 2% de los
productos de amplificacién obtenidos con los oligos
IL3-2A y Tm de 56 °C con 3 cantidades de gDNA,

se cargaron 5 plL del producto / pozo.

En la figura 26 se aprecian los productos de amplificacién de mayores cantidades de gDNA

con los oligos IL3-2A a 56 °C.
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7.4.2 Temperatura de alineamiento Optima para los primers de IL3-2A

Y GAPDH, curva de cantidad para RNA total para RT-PCR.

Se realizaron las reacciones de RT-PCR con las parejas de oligos IL3-2 e IL3-2A con Tm de
55, 57, 58 y 56 °C y los controles de reaccion con gDNA, curva de cantidad de RNA Total de
esplenocitos expuestos a Con A + PMA para usar como templado 2, 3y 4 ug; e
identificaciébn de control positivo de transcripcién de mRNA de IL-3 en Linea celular P-815 y

de control negativo: Macréfagos peritoneales de ratones no inducidos.

5
IL3-2A
gDNA
2pg
Esple.

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los p roductos de amplificacion obtenidos
Con los primers IL3-2A y Tm de 55 °C templado RNA =4 ugy
2 ng de gDNA, se cargaron 5 pL del producto / pozo.

Al utilizar la temperatura de 55 °C para RT-PCR con muestras de RNA (figura 27) obtuvimos

Para los controles ge gDNA una banda nitida de 296 pb como se esperaba pero para las
muestras de RNA (banda esperada de 196 pb): para esplenocitos de ratén con los oligos IL3-
2A una banda nitida con un barrido hacia arriba y hacia abajo y con los oligos IL3-2 se
obtiene un barrido de pegado inespecifico. Lo mismo sucedi6é con las muestras de RNA de

células B-16.
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Para mejorar la especificidad de los oligos disefiados se incrementd la temperatura de
alineamiento a 57 °C y se observo (figura 28) que para muestras de gDNA de esplenocitos
de ratdn se obtenia una banda nitida y un ligero barrido pero para el de la muestra de células
B-16 el barrido era mayor al igual que para las muestras de RNA de células B-16. Se realizo
otras reacciones de RT-PCR con las muestras de RNA previamente utilizadas pero con una
temperatura de alineamiento de 58 °C y a esta temperatura observamos que para el RNA
tanto de las células B-16 como de esplenocitos de raton la banda no es difusa y con barrido
(figura 29).

2 3

RNA DNA
B-16 Esple.
4ug 2 ug

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los  Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
productos de amplificaciéon con primers IL3-2A de amplificacién con primers IL3-2A y Tm de 58 °C,
y Tm de 57 °C, 5 pL del producto / pozo. 5 uL del producto / pozo.

1 2
RNA EN%
ladder 7;-10
219

-

. 300 ph

200 pb

RNA
Esp.
4 ng

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los ~ Figura 31. Curva de cantidad de templado de RNA total
productos de amplificacion obtenidos con Para las reacciones de RT-PCR (2, 3y 4 ug), oligos
orimers IL3-2A v Tm de 56 °C. 5 ulL del nroducto / nozo. IL3-2A con muestras de células B-16 v Esplenocitos. 38
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Por lo anterior se disminuyé la temperatura de alineamiento 2 °C a 56°C y se repitio el
experimento pero con esta nueva condicion. Como se muestra en la figura 30, las bandas
obtenidas para muestras de RNA total a partir de las cuales se detecté el mMRNA de IL-3 de

células B-16 y esplenocitos de raton fue nitida y del tamafio esperado 196 pb.

Una vez obtenida esta temperatura, se realiz6 una curva de cantidad para optimizar la
cantidad de templado a utilizar, como resultado obtuvimos que para 2y 3 ug de RNA total no
se observan productos de amplificacién y para 4 ug se aprecia una banda nitida de tamafio
aproximado al esperado (196 pb) tanto para células B-16 como esplenocitos de ratén (figura
31). RT-PCR 4pg RNAtotal células

P-815 y Macréfagos
peritoneales noinducidos

Figura 32. Productos de amplificacion obtenidos por RT-PCR
con templados de RNA Total de células P-815 y Macro6fagos,
Tm= 56 °C (Control positivo: Linea P-815 y control negativo: Macréfagos).

En la figura 32 se muestra que para RNA de células P-815 también se detecta el mMRNA de
IL-3, una banda nitida de aproximadamente 20 pb (196 pb) a las condiciones previamente
establecidas (Tm= 56 °C y 4 ug de templado). Para el RNA de macrofagos no observamos
productos de amplificacion de mRNA de IL-3. Por lo anterior también se puede utilizar a ésta
linea celular como control positivo y a los macréfagos como control negativo para la
deteccion del mRNA de IL-3.
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7.5 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE mRNA de IL-3 DE RATON,
EN ESPLENOCITOS DE RATON EXPUESTOS A CUMARINA O
7-HIDROXICUMARINA

7.5.1 RNA total: Exposicion acumarina 6 7-hidroxicumarina.

Tiempos de incubacion: 0, 3,6, 12 Y 24 h.

Luego de la exposicién de 5X10° esplenocitos de ratén/mL de medio a cada una de las 4
concentraciones de cumarina o 7-hidroxicumarina (18, 37, 75y 150 ug/mL) y a los controles
(etanol 6 Con A + PMA + Etanol), se realizd la extraccion de RNA Total de todas las
muestras. Se realizaron los geles de agarosa al 2% para verificar la integridad de las

muestras para las reacciones de RT-PCR.

INTEGRIDAD DE MUESTRAS DE RNA TOTAL
ESPLENOCITOS DE BAZO DE RATON

Tiempo de incubacién (T.L.)= 0 hrs.

A

f 18 ug 37 pug 75 u§ !

Células Etancl 18ug 37 pg 7Sug 150pg 70M 7OH 7 OH _:.EDH"Q Zon A
{hdedia} 3% Lum Cum LCum Lum  Cum Cum Cum PR

Figura 33. RNA Total obtenido a partir de 5X10° esplenocitos expuestos a
18, 37, 75y 150 pg de cumarina o 7-hidroxicumarina al tiempo 0 de incubacion.
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INTEGRIDAD DE MUESTRAS DE RNA TOTAL
(ESPLENOCITOS DE RATON)

Tiempo de incubacion (T.1.) = 3 hrs.
1 T.l.=6 hrs.

: 18pg 37ug 7518 150pg A .
Células Etanol 18 pg 37ug 7Spug 150pg 7O 70H 70H 70M | Células Etanol '
{Medio) 3% Cum Cum Cum Cum Cum Cum Cum Cum Medio) 3%

Figura 34. RNA Total obtenido a partir de 5%10° esplenocitos expuestos a
18, 37, 75y 150 pgy de cumarina o 7-hidroxicumarina al tiempo 3 6 h de incubacidn.

INTEGRIDAD DE MUESTRAS DE RNA TOTAL
(ESPLENOCITOS DE RATON)

Tiempo de incubacion (T.1.) = 6 hrs. T.I. =12 hrs,
ik Az ) .
18ug 37pg 75 150 g !
18pug 37ug 75ug 150pug 7OH 7OH 70H 70H Células Etanol 18g 37 pug 75ug 150 ug
Cum Cum Cum Cum Cum Cum €Cum Cum (Medic) 3% Cum Cum Cum Cum

I

c--u--...- - e

——

ol B B

Figura 35. RNA Total obtenido a partir de 8$10° esplenocitos expuestos a
18, 37, 75y 150 g de cumarina o 7-hidroxicumarina al tiempo 6Y 12 h de incubacion.
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Tiempo Incubacion Tiempo Incubacién
(T.L.)=12 hrs. (T.L)=24 hrs.
A A
[18ug 37ug 75ug150ug ¥ \

7-OH T7-OH T-OH 7-OH Células Btanol 18 1g 37 ug 75 pg 150 pg
cum Cum Cum Cum (Medic} 3%  Cum Cum Cum Cum

Figura 36. RNA Total obtenido a partir de 5X10° esplenocitos expuestos a
18, 37, 75y 150 ug de cumarina o 7-hidroxicumarina al tiempo 12 y 24 h de incubacién.

Tismpe Incubaclan
{T.L} -124 hirs.

3h dh 12n 24 h
{ 115w 15 5y 15m
15 1) Tmwm TR I50w¢0|lﬂ.c0llﬂ|:u|n¢ﬂlﬂ.
7-H 7o0H 7o 7oeH PHA PHA ppy PHA
CuEn Cum Cwum Cwn PN TS 50ng Fm

Figura 37. RNA Total obtenido a partir de 5X10° esplenocitos expuestos a
18, 37, 75y 150 pg de cumarina o 7-hidroxicumarina al tiempo 24 h de incubacién
y controles de Con A + PMA a las 3, 6, 12 y 24 horas.
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En las figuras 33 a 37 se observa la integridad de los RNA totales obtenidos, no hay
degradacion vy la presencia de las dos bandas de RNA ribosomal caracteristicas, la banda
28S mas intensa que la 18S. Por lo que estas muestras fueron utilizadas para la deteccion
del mRNA de IL-3, también fueron previamente tratadas con DNAsa | para eliminar cualquier
contaminacion con gDNA.

7.5.2 RT-PCR: EXPOSICION A CUMARINA O 7-HIDROXICUMARINA
TIEMPOS: 0, 3,6,19Y 24 h.

Posterior a la exposicion a cumarina o 7-hidroxicumarina se extrajo el RNA total, éste se cuantificd y
se realizaron las reacciones de RT-PCR para detectar al MRNA de IL-3 y a GAPDH como control. Se
obtuvieron fragmentos de amplificacion que se corrieron en geles de agarosa al 2% tefiidos con

bromuro de etidio para finalmente realizar las densitometrias.

RT-PCR

A partir de RNA total de esplenacitos expuestos
a cumarina y 7-hidroxicumarina al tiempo cero y 3 horas

18pg  Tpg TSpg 190 pg 1S pgimL
Marcagor Tempo Etanol 18pg 37pg 76pg 160pg TOH  70H  TOM TOM ConA
tbp) cero 2% Cum Cum Coum Cum Cum Cum Cun  Cum 50ngPNA

GAPDH
ratén

IL-3
ratén

Figura 38. Productos de amplificacion obtenidos a partir de RNA total de esplenocitos
expuestos a cumarina, 7-hidroxicumarina 6 Con A + PMA. Tiempo cero y 3 horas,
realizacién de transcripcion inversa acoplada a reaccién en cadena de polimerasa (RT-PCR).
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Al tiempo cero no se observa banda, no se logra detectar mRNA de IL-3 en células no

estimuladas ni a las 3 horas de exposicién con cumarina o 7-hidroxicumarina. Se obtuvo una

banda del tamafio esperado (196 pb), logrando identificar asi al mMRNA de IL-3 a las 3 horas

de exposicion a Con Ay PMA (figura 39). Se logré detectar mMRNA de GAPDH al tiempo cero

y 3 horas en éstas mismas muestras.

RT-PCR

el i BOCACTET] e ORETAS IR SRl R
AT T Ey & e a1 A

L) » L) ] e,
PanEts n;‘ n:' n:' -r-'-. [y

Figura 39. Productos de amplificacién obtenidos a partir de RNA total de esplenocitos
expuestos a cumarina, 7-hidroxicumarina 6 Con A + PMA. Tiempo 6 horas, realizacién de
transcripcion inversa acoplada a reaccion en cadena de polimerasa (RT-PCR).

Transcurridas 6 horas de exposicién a los farmacos y a los mitdgenos (figura 40) se logra

detectar a GAPDH pero no a IL-3 en ningun caso, excepto en las células expuestas a Con A

y PMA, se observa una banda del tamafio esperado pero menos intensa que a las 3 horas de

exposicion.

RT-PCR

A partir de RNA total de esplenccitos expuestos
a cumarinay 7-hidroxicumarina al tiempo 12 horas

18 pg 37 ng 75 pg 150 pg 15 pg/mL
b Etanol 18ug I7ug  T5ug 150 ug 70H  70H  7OH 7OH  ConA

(bp) Cum  Cum Cum Cum  Cum Cum  Cum Cum 50 ng PMA
GAPDH
ratén
IL-3
ratén

Figura 40. Productos de amplificacion obtenidos a partir de RNA total de esplenocitos
expuestos a cumarina, 7-hidroxicumarina 6 Con A + PMA. Tiempo 12 horas,
realizacién de transcripcién inversa acoplada a reaccion en cadena de polimerasa (RT-PCR).
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A las 12 y 24 horas de exposicion (figuras 40 y 41) se obtuvieron resultados similares, se
logra identificar al MRNA de GAPDH del tamafio esperado (200 pb) en todas las muestras
pero no al mMRNA de IL-3 con excepcion de las células expuestas a los mitdgenos. A las 12
horas la intensidad de la banda de IL-3 para éstas células es de menor intensidad que a las

6 y a las 3 horas, para las 24 horas ésta banda es practicamente imperceptible.

RT-PCR

A partir de RNA total de esplenocitos expuestos
a cumarinay 7-hidroxicumarina al tiempo 24 horas

18 pg 37 po 75 pg 150 pg 15 pg/mL
Marcador peansl 18y 37pg  75pg 150 pg  TOH 70H  7O0H 70H Con A
(bp) 3% Cum  Cum Cum Cum Cum Cum Cum Cum 50 ng PMA

GAPDH
ratén

IL-3
ratén

Figura 41. Productos de amplificacion obtenidos a partir de RNA total de esplenocitos
expuestos a cumarina, 7-hidroxicumarina 6 Con A + PMA. Tiempo 24 horas,
realizacién de transcripcion inversa acoplada a reaccién en cadena de polimerasa (RT-PCR).

7.6 DENSITOMETRIAS Y ANALISIS CUANTITATIVO DE LA EXPRESION
DEL mRNA de IL-3

De las imagenes digitales de los geles de agarosa donde se corrieron los productos de
amplificacion obtenidos de las reacciones RT-PCR, se realizaron densitometrias con el
software Image J (Image Processing and Analysis in Java) obteniéndose la intensidad de
cada banda/pixel para cada tratamiento a tiempo cero, 3, 6, 12 y 24 horas.
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Los resultados obtenidos fueron como se aprecia en la figura 42 que se logra identificar el
MRNA de IL-3 a partir de las 3 horas de exposicion a Con Ay PMA y que la expresion de este
mensajero disminuye dependiendo del tiempo. En el caso de las células expuestas a
Cumarina, se aprecia que con ninguna de las concentraciones utilizadas se logra inducir la

expresion del mRNA de IL-3 y no se detecto.

CURSO TEMPORAL DE LA EXPRESION DE mRNA DE
IL-3 DE ESPLENOCITOS EXPUESTOS A CUMARINA

35 - _

30 -

25 -
o m ETANOL
X 20 - _
& 18 mcg/mL CUM
a 15 -
g -1 B 37 mcg/mL CUM
% 10 A B 75 mcg/mLCUM
E 5 - = 150 mcg/mL CUM
= o - . 0 CON A+PMA

0 3 6 12
5 -
10 7
TIEMPO (HORAS)

Figura 42. Grafico que muestra la cuantificacion densitométrica realizada
a partir de los productos de amplificacion (RT-PCR) para cada concentracion
(18 pg/mL, 37 pg/mL, 75 pg/mL y150 ng/mL) de Cumarina y sus respectivos controles
Etanol al 3% y Con A (15 pg/mL) + PMA (50 ng/mL).
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En el caso de las células expuestas a 7-hidroxicumarina no se observo un estimulo en la
induccion del mRNA de IL-3 tal como sucedio con las células expuestas a cumarina, en el
caso de las células expuestas a los mitdbgenos se observa la deteccion del mMRNA a partir de

las 3 horas de incubacion y la cual va disminuyendo con respecto al tiempo.

CURSO TEMPORAL DE LA EXPRESION DE mRNA DE IL-3
DE ESPLENOCITOS EXPUESTOS A 7-HIDROXICUMARINA
35 - -
30 -
25 -
o B ETANOL (3%)
z:i 20 — 18 mcg/mL70H CUM
g 15 - H 37 mcg/mL7 OHCUM
Z ] B 75 mcg/mL7 OH CUM
E 10 7 150 mcg/mL7 OH CUM
5 - CON A+PMA
: e |
0 3 6
N TIEMPO (HORAS) 12 24

Figura 43. Grafico que muestra la cuantificacion densitométrica realizada
a partir de los productos de amplificacion (RT-PCR) para cada concentracion
(18, 37, 75 6 150 ug/mL) de 7-hidroxicumarina y sus respectivos controles
Etanol (3 %) y Con A (15 pg/mL) + PMA (50 ng/mL).
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7.7 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR (MTT)

Posterior a la incubacion de las células con el reactivo [3-(4-, 5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio] (MTT), los cristales violetas se disolvieron con DMSO, se homogenizaron y

se realizaron las lecturas espectrofotométricas de las Absorbancias a 570 nm. A partir de las

absorbancias obtenidas se calcularon los porcentajes (%) de viabilidad celular con respecto

a las absorbancias al tiempo cero para cada caso, se realizaron las graficas de las

concentraciones de cada farmaco con respecto al % de viabilidad.

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A CUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

201

—O— Etanol 3%
—A— 18 pug/mL Cumarina
—&— Con A +PMA

1.8 A

1.6

1.4 4

1.2 4

101

ABSORBANCIA A 570 nm
gH

0.8

0.6

T T T
10 12 15 20 24

TIEMPO (HORAS)

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A CUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

201

—O— Etanol 3%
—O— 37 pg/mL Cumarina
—8— Con A+PMA

1.8 1

1.6 1

144

124

1.0 4

ABSORBANCIA A 570 nm

0.8 q

0.6 q

T T ™ T T T T |
0 3 56 10 12 15 20 24

TIEMPO (HORAS)

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A CUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

2.0

—O— Etanol 3%
—0— 75 pg/mL Cumarina
—8— Con A +PMA

1.8 1

1.6 1

141

124

1.0 1

ABSORBANCIA A 570 nm

0.8

0.6

T T ™ T T T T 1
0 3 56 10 12 15 20 24

TIEMPO (HORAS)

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A CUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

2.0 q

—O0—— Etanol3%
— —% — 150 pg/mL Cumarina
—&—— ConA+PMA

1.8 A

1.6 A

1.4 4

1.2 4

1.0 A

ABSORBANCIA A 570 nm

0.8 -

0.6

TIEMPO (HORAS)

Figura 44. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de esplenocitos expuestos
a cumarina.
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ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A CUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

2.0

—O—— Etanol3%

1.8 1 —4&—— 18 pg/mL Cumarina
—O—— 37 pg/mL Cumarina
—O—— 75 pug/mL Cumarina
— v — 150 pg/mL Cumarina
—&—— ConA+PMA

1.6

1.4

ABSORBANCIA A 570 nm

0.6

TIEMPO (HORAS)

Figura 45. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de esplenocitos expuestos
a cumarina.

Como se muestra en las figuras 44 y 45 la viabilidad de células expuestas a cumarina no

disminuye dependiendo

la dosis de cumarina a la que fueron expuestas con respecto al

tiempo y tampoco varia con respecto a las células expuestas a los controles etanol y

mitdégenos.

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A 7-HIDROXICUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

2.0 9

—O—— Etanol3%

184 —e— ConA+PMA

—0—— 18 pg/mL 7-hidroxicumarina
—&—— 37 pg/mL 7-hidroxicumarina
—v—— 7570H

— —® — 150 pg/mL 7-hidroxicumarina

1.6

1.4 4

ABSORBANCIA A 570 nm

0.6

TIEMPO (HORAS)

Figura 46. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de esplenocitos expuestos
a 7-hidroxicumarina.
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ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A 7-HIDROXICUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

2.0 4

—O— Etanol 3%
—8— ConA+PMA
—©@— 18 pg/mL 7-hidroxicumarina

1.8 A

1.6

1.4 4

1.2 4

1.0 A

ABSORBANCIA A 570 nm

0.8

0.6 4

T T T
56 10 12 15 20 24

0 3

TIEMPO (HORAS)

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A 7-HIDROXICUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

201

—O— Etanol 3%
—8— Con A+ PMA
—@— 37 pug/mL 7-hidroxicumarina

1.8 1

1.6 4

1.4 4

1.2 A

1.0 4

ABSORBANCIA A 570 nm

0.8 4

0.6 q

T T T
56 10 12 15 20 24

0 3

TIEMPO (HORAS)

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A 7-HIDROXICUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

2.0 7

—O— Etanol 3 %
—8— Con A+ PMA
—v— 75 70H

1.8 4

1.6

1.4 A

124

1.0 A

ABSORBANCIA A 570 nm

0.8 1

0.6

™ T T T T 1
56 10 12 15 20 24

TIEMPO (HORAS)

ESTIMACION DE VIABILIDAD CELULAR DE ESPLENOCITOS DE RATON
EXPUESTOS A 7-HIDROXICUMARINA MEDIANTE
LA REDUCCION DE MTT

201

—O—— Etanol3%
—8—— ConA+PMA
— —& — 150 pg/mL 7-hidroxicumarina

181

161

141

ABSORBANCIA A 570 nm

0.6

T
0 3 56 10 12 15 20 24

TIEMPO (HORAS)

Figura 47. Ensayo de viabilidad celular (MTT) de esplenocitos expuestos
a cumarina.

Como se muestra en las figuras 46 y 47,

la viabilidad de células expuestas a 7-

hidroxicumarina no disminuye dependiendo la dosis a la que fueron expuestas con respecto

al tiempo y tampoco varia con respecto a las células expuestas a los controles etanol y
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7.8 DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD CELULAR (LDH)

Las células expuestas a cumarina o 7-hidroxicumarina se incubaron segun los tiempos

establecidos para el estudio, posteriormente se adicioné la mezcla de reaccion que contiene

al cromoforo y al cofactor necesario para la generacion de color. Se realizaron las lecturas

espectrofotométricas de las Absorbancias a 409 nm. A partir de las absorbancias obtenidas

se calcularon los porcentajes (%) de citotoxicidad celular con respecto a las absorbancias al

tiempo cero para cada caso, se realizaron

farmaco con respecto al % de citotoxicidad.

las graficas de las concentraciones de cada
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Figura 48. Ensayo de citotoxicidad celular (LDH) de esplenocitos expuestos
a cumarina.
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Figura 51. Ensayo de citotoxicidad celular (LDH) de esplenocitos expuestos
a cumarina.

Como se observa en las figuras 48 a 51 la citotoxicidad producida por las cumarinas es muy

similar a la generada por el etanol y los mitégenos; en todos los casos fue menor al 5 %.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En estudios previos realizados en linfocitos T de ratdn (expuestos in vitro) a escopoletina (7-
hidroxi, 6-metoxicumarina) se observé un incremento de la proliferacion celular (Manuele,
2006). En esplenocitos de raton (estudio in vivo) expuestos a esculetina (6, 7-di-
hidroxicumarina), se indujo mitogénesis (Leung, 2005). Stuhlmeier (1991) observd que la
cumarina y dos de sus derivados 7-hidroxicumarina y 4-hidroxicumarina, fueron capaces de
potenciar la produccion de IL1-f en células mononucleares humanas estimuladas por
lipospolisacarido de E. coli (LPS), de manera concentracion-dependiente. En el presente
estudio se investigo la capacidad de la cumarina y de la 7-hidroxicumarina para inducir la
expresion del mRNA de IL-3 de raton mediante ensayos de transcripcion in vitro, se realizé la
exposicion a 4 concentraciones de cumarina o 7-hidroxicumarina, basandose en los
antecedentes descritos anteriormente, con los que se construyé la hipotesis de este trabajo,
“La cumarina y su principal producto de biotransformacién en humanos (7-hidroxicumarina)
tienen acciones inmuno estimulantes in vitro en esplenocitos de raton, sobre la transcripcion
del mRNA de la interlecuina-3 y este efecto es dependiente de la concentracion y el tiempo
de exposicion a éstos farmacos”. En la seccion de resultados en las figuras 38 — 41 se
observan los productos de amplificacion obtenidos para las reacciones de RT-PCR para
muestras de RNA total de esplenocitos de raton expuestos a las cumarinas por separado, asi
como células control negativo (tratadas con etanol al 3%) y células tratadas mediante Con A
+ PMA, empleadas como control positivo. En éstos tratamientos in vitro con cumarina 6 7-
hidroxicumarina, no se detectdé el mMRNA de IL-3 ya que no se aprecian bandas del tamafo
esperado (196 bp), a ninguna concentracion ni tiempo de exposicién. En estos ensayos se
utilizé el RNA total de esplenocitos tratados, el cual mostré ser de calidad para la deteccion
de mRNAs por la técnica RT-PCR ya que se pudo detectar el mRNA de GAPDH (gen
constitutivo) como se observa en las figuras 38 — 41 a todos los tiempos y a todas las

concentraciones de ambas cumarinas y los controles.

También se logré detectar en las lineas celulares sin estimular B-16 (melanoma murino) y P-
815 (mastocitoma murino), con ésta técnica y con los oligos disefiados por el Dr. Landa al
mRNA de IL-3.
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11. APENDICE

Preparacién de reactivos y disoluciones.

EDTAO05M

Se pesan 182.12 g de EDTA y se adicionan 700 mL de agua destilada en agitacion constante, se
adiciona NaOH hasta pH= 8.0 para la disolucién del EDTA. Se ajusta a 1 L. Se agita hasta su
completa disolucion.

TRIS-CL 0.1 M

Se pesan 157.6 g de Tris y se adicionan 700 mL de agua destilada en agitacién constante, se ajusta

hasta pH= 8.0, se lleva hasta 1 L. Se agita hasta su completa disolucion.

AMORTIGUADOR TAE 50X (TRIS-ACETATO-EDTA)

Se pesan 242 g de Tris base y se adicionan a 700 mL de agua destilada, se agregan 57.1 mL de
acido acético glacial y 100 mL de EDTA 0.5 M. Se ajusta hasta volumen final de 1 L y se agita
constantemente. Se hace dilucion para obtener TAE 1X (ImL TAE 50 X en 50 mL de agua destilada).

AMORTIGUADOR TE pH 7.4 (TRIS-EDTA)

Se prepara a partir de Tris-Cl 10 mM pH=8 y EDTA 1 mM pH= 8.0, finalmente se ajusta el pH a 7.4.

AMORTIGUADOR DE CARGA 6X

0.1 % de azul de bromofenol, 0.2 M de EDTA, Ficoll al 15 % a temperatura ambiente. Se diluye con
amortiguador TE a 1X.

GELES AGAROSA AL 2%

Se pesan 0.5 g de agarosa (Invitrogen) y se humecta con 25 mL de amortiguador TAE 1X, se
calienta en microondas hasta que se funda. 3.5 minutos a un 20 % de potencia. Se deja enfriar a 60
°C para adicionar 1.25 pL bromuro de etidio (10 mg/mL, Sigma) para que el gel tenga una

concentracion final de 0.5 pg/uL. Se deja solidificar a temperatura ambiente y 10 minutos a 4 °C.
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NH.Cl PARA LISIS DE ERITROCITOS

Se prepara Tris-base 17 mM a pH 7.2, por cada 100 mL de éste reactivo se adicionan 0.763 g de

NH,4CI para tener una concentracion final de 144 mM NH,CI

PBS 10X

Se prepara 1L de fosfato di bésico: Hidratado 42.2 g o anhidro =21.29 mas 87. 66 g de NaCl. Se

preparan 100 mL de fosfato mono basico y se adiciona a la disolucion anterior. Y se ajusta el pH a 7.4

NaOH 0.5 M
Se pesan 20 g de NaOH y se disuelven en 1 L de agua bi-destilada.
AMORTIGUADOR DE LISIS (PURIFICACION DNA)

Se prepara una disolucion 200 mM de NaCl (11.7 g para 1 L), se adicionan 9.306 g de EDTA
(concentracién final 25 mM EDTA) y 5 g de SDS (concentracion final 0.5 % SDS).
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