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Resumen 

El Arsénico, ya sea natural o antrOpico, es transportado en el ambiente 

principalmente a través del agua y aire. El As es un compuesto considerado coma 

un poderoso cancerigeno para el ser humano. La exposición al As puede estar 

asociado a un enveneramiento crOnico, par el consumo de alimentos y/o agua 

contaminada (oral) y la exposiciôn ambiental (respiratoria). 

El cOma actüa el As coma cancerigeno aUn no esta claro, pero se ha 

reportado la utilizaciOn de diversos biomarcadores moleculares, para diagnOsticar la 

formaciOn de cancer par presencia de As. Los biomarcadores genéticos y 

epigenéticos, de genes asociados a cancer de pulmOn, son determinados y 

complementarios entre ellos, definiendo parámetros de diagnOstico asociadas a la 

expasiciOn al As (Ill). 

El cancer de pulmOn, es la principal causa de muerte relacionada con cancer 

entre hombres y mujeres en el mundo, esto porque el diagnOstico es tardlo, 

haciendo ineficiente el desarrollo de un tratamiento. For esta razOn es que se hace 

necesario definir biomarcadores con capacidad preventiva (pronóstico) especificos 

para cada tipo de cancerigeno, ya que cada cancerigeno actUa de manera distinta. 

En el caso del cancer de pulmOn, se han reportado innumerables 

biomarcadores genéticos y epigenéticos, pero se definiO trabajar con 4 genes que 

se reportan asociados al arsénico y/o al cancer de pulmOn, CDKN2 (p16), 

Retinoblastoma 1 (Rb 1), 06-metilguanina-DNA -metiltransferasa (MGMT), protein a 

quinasa asociada a la muerte tipo 1(DAPk-1). 

Se postula por Ia tanto que la combinaciOn de los niveles de metilaciOn y los 

niveles de expresiOn de mARN de genes asociados a cancer de pulmOn, pueden 

ser utilizados coma elementos predictivos. Planteãndose el trabajo en una etapa in 

vitro y otra in vivo, en la primera fase se trabajo con Ilneas celulares de cancer de 
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pulmón humano y fibroblastos humanos, y en la otra etapa se trabajo con muestras 

de paciente altamente expuestos a As y una población control. Este estudio de 

corroborO, que el proceso de metilaciôn no el secuencial, y que por lo tanto la 

informaciôn obtenida es simplemente Si ocurre o no, por otra parte se pudo estimar 

rangos de niveles de expresión de mARN, los cuales dan cuenta de una relaciOn 

entre la alteraciOn de expresión y los niveles de As (estudio in vitro). 

Las variaciones de los niveles de expresión de los mARN y la señal de 

metilación de los mismos, poseen un valor pronOstico. Dichos valores son utilizados 

como criterios estadisticos en técnicas de análisis multivariante de datos, en un 

software estadIstico, lo que permitirá generar anãlisis discriminantes que permitan 

asociar el análisis de una muestra (o paciente) en una poblaciôn predefinida 
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Summary 

Arsenic, wether natural or man-made, is transported in the environment 

primarily through water and air and arsenic is considered a potent carcinogen to 

humans. Arsenic exposure can be associated to chronic poisoning, food 

consumption and/or contaminated water (oral) and environmental exposure 

(respiratory). 

How arsenic works as carcinogen is not yet clear, however various molecular 

biomarkers, have been reported to diagnose cancer due to the presence of arsenic. 

Genetic and epigenetic biomarkers, genes associated with lung cancer, are 

complementaries between them, defining parameters of diagnosis associated with 

exposure to As (Ill). 

Lung cancer is the leading cause of cancer-related death among men and 

women in the world, because its diagnosis is delayed, making inefficient the 

development of a proper treatment. For this reason is necessary to define 

biomarkers with preventive capacity (forecast) for each specific type of carcinogen, 

as each carcinogen acts differently. 

In the case of lung cancer countless genetic and epigenetic biomarkers have 

been reported, however it was agred to work with 4 genes that have been reported 

to be associated with arsenic and / or lung cancer, CDKN2 (p16), Retinoblastoma 1 

(R131), 06 metilguanina-DNA methyltransferase (MGMT), protein kinase associated 

with death rate 1 (DAPk-1). 

We therefore hypothesize that the combination of methylation levels and 

mRNA expression levels of genes associated with lung cancer can be used as 

predictive elements. Considering to work in stages in vitro and in vivo, in the first 

phase we used cell lines of human lung cancer and human fibroblasts, and the other 

phase we used patient samples highly exposed to arsenic and a control population. 
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This study confirmed that the methylation process rather than sequential process, 

and therefore from the information obtained, this is an all or none process. On the 

other hand we were able to estimate ranges of expression mRNA, which account for 

a relationship between the alteration of expression and arsenic levels (in vitro 

study). 

Variations in mRNA expression levels and methylation signal of them have a 

prognostic value. These values are used as criteria in statistical techniques of data 

multivariate analysis of with statistical software, which will generate discriminant 

analysis to link the analysis of a sample (or patient) to a predefined population. 
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Capitulo I 

Introducción 

11 ElArsénico 

El arsénico (As), es un metaloide localizado en el grupo V(a) de la tabla 

periOdica, pertenece al grupo de los "pnictides", por su capacidad de formar jones 

de valencia +3 (As3 ) [Hughes, M. F. 2006; Del Razo et. at. 20011, además el As, 

presenta valencia 0 (Aso), +5 (As5 ) y —3 (As3 ) [Santolaya, R. et. al. 1994; 

http://www.who.int; http://www.hazmat.cl/HTML/Centro—Doc—Arsenico.htm#2]. 

El As esta presente en forma natural en el medio ambiente (tierra, agua y 

aire) [Hughes, M. F. 2006; Frumkin & Thun. 2001; Waxman & Anderson. 2001; Liu 

J. et. at. 2001; Liu S. et. a/. 2001, Santolaya, R. et. a/. 1994], y raramente se 

presenta como un metal (en su forma pura), es más comOn, formando compuestos 

inorgánicos con oxigeno, hierro, cloro y/o sulfuros [Hughes, M. F. 2006; Frumkin & 

Thun. 2001; Waxman & Anderson. 20011. Se encuentra, además, asociado a 

átomos de carbono, conformando moléculas orgánicas, como monometilarsénico 

(MMA) y dimetilarsénico (DMA), arsina y sus variedades, carbarsona, etc., siendo 

moléculas más estables que las inorgánicas [Frumkin & Thun. 2001; Waxman & 

Anderson. 2001; Santolaya, R. et. a!, 1994]. También se presenta en forma de 

deshechos industriales, asociado a la producciOn de la industria minera, 

principalmente producciOn de cobre, plomo y otros metales [Liu, J. et. at. 2001; 

Vernhet, L. et. at. 2001]. 

El arsénico, ya sea natural o antrOpico, es transportado en el ambiente 

principalmente a través del agua y aire. En algunas zonas del mundo, como 

Mexico, Argentina, Chile (principalmente en la zona del Norte Grande), Bangla-

Desh (India), Taiwan, etc. (Fig. 1), por razones geolôgicas, el agua puede contener 
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más arsénico inorgánico del habitual [Hug, S. et. al. 1999; 

http://www.hazmat.cl/HTML/Centro—Doc—Arsenico.htm#2]. 
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Fig. I Regiones con alta concentraciOn de arsénico. En el lado izquierdo del recuadro (a 
concentraciôn maxima de arsénico en mg/L. La letra al centro del recuadro, indica el tipo de 
fuente para el arsénico (n = natural, m = minerla, a = agricultura). El nUmero a la derecha 
del recuadro, indica la cantidad de poblaciOn afectada (en térrninos de miles). 

Existen también otros palses, como EE.UU. y Reino Unido que también 

presentan contaminaciOn antrOpica por As, debido a la aplicaciOn de pesticidas y 

preservantes de madera [Hughes, M. F. 2006; Frumkin & Thun. 2001]. 

1.2 Arsénico y Cancer 

El As es un compuesto considerado como un poderoso cancerIgeno para el 

ser humano, asociado fuertemente al cancer de piel y pulmón [http://www.who.int; 

Eblin, K. E. et. at. 2007; McNeely, S. C. et. al. 2006; Cui, X. et. at. 2006; Andrew, A. 

S. et. al. 2006; Woo, S. H. et. al. 2002; Huang, C. et. al. 1999; Del Razo, L. M. et. al. 

2001, Liu, S. et. al. 2001; Thomas, D. et. al. 2001, Yu, R. C. et. al. 2000; Mass & 
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Wang. 1997], pero es un enigma como se genera la transformaciOn celular a causa 

del metaloide [Andrew, A. S. et. at. 2006; Zhao, C. Q. et. al. 1997]. La exposiciOn al 

As puede estar asociado a un envenenamiento crónico, por el consumo de 

alimentos y/o agua contaminada (oral) y la exposición ambiental (respiratoria), esta 

Ultima asociada a una exposición laboral [http:!/www.who.int; Liu, S. et. al. 2001]. 

Se ha determinado que el Arsénico es capaz de generar especies 

radicalarias de oxigeno (ROS) y peróxido de hidrôgeno (H202)[Gurr, J. R. et. al. 

1998; Chen, Y. C. et. al. 1998; Barchowsky, A. et. at. 1999; Liu, S. et. al. 2001; Del 

Razo, L. M. et. at. 2001; Woo, S. H et. al. 2002; Shen, Z. Y. et. at. 2003; Liu, L. et. 

al. 2003; Shi, H. et. at. 2004; Huang, C. et. at. 2004; Chou, W. C. et. al. 2005]. La 

formación de ROS, aUn no es clara, pero se postula que se puede generar por la 

formaciOn de metabolitos secundarios, producto de la metabolizaciOn del As 

inorgánico (iAs), hipOtesis que aCm no ha sido demostrada [Del Razo, L. M. et. at. 

20011. Otra posibilidad para la formaciOn de ROS, es por la oxidaciôn de iAs a 

iAsV, que ocurre bajo condiciones flsiologicas, produciendo H202  (ecc. 1). 

H3As"03  + 2H20 + 02 4 H3As04  + H202 (ecc. 1) 

(AGO  = -40.82 Kcal/ mol) 

La formaciôn de ROS, asociado a la exposiciôn a As, es una de las 

aproximaciones que se realizan entre el Arsénico y la formaciOn de cancer [Chen, 

H. et. al. 2004; Liu, S. et. at. 2001]. ROS, es generado en la mitocondria durante la 

respiraciOn, y por distintos sistemas enzimáticos. Los bajos niveles de ROS regulan 

señales celulares y Ia normal proliferaciOn celular, la regulacion de ROS a nivel 

celular, esta gobernado principalmente por sistemas enzimáticos (superôxido 

dismutasa, catalasa, glutatiOn peroxidasa) [Benhar, M. et. at. 2002]. Se ha 

demostrado, tanto in vivo como in vitro que los niveles de enzimas antioxidantes se 

encuentran alteradas en cancer. Los estudios bioquimicos más consistentes, se 
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basan en la variación de manganeso superôxido dismutasa (MnSOD), 

disminuyendo en varios tipos de cánceres primarios [Oberley, T. 2002]. 

Otro suceso molecular (no excluyente de lo descrito anteriormente), que 

asocia al arsénico y el cancer, guarda relaciOn con la alteraciOn epigenética, más 

especificamente con la metilaciOn del ADN [Jacinto, F. V. & Esteller, M. 2007; 

Esteller, M. et. al. 2001; Qiu, J. 2006; Domann, F. E & Futscher, B. W. 2004; Yu, R. 

et. al. 2000; Mass & Wang. 1997], hoy en dia, es claro que Ia informaciôn del 

genoma, esta contenida de dos formas, genetica y epigenéticamente. La 

informaciOn genetica, es aquella informaciOn que estã en directa relacOn con 

manufacturaciOn de proteinas necesarias para crear y sostener la vida. La 

informaciôn epigenetica, da cuenta del "cuando", 'cómo" y 'donde" se utiliza la 

informaciôn genetica [Jacinto, F. V. & Esteller, M. 2007; Qiu, J. 2006; Robertson, K. 

2001]. Y se ha postulado que una relación existente entre el arsénico y el 

cancer, es que el primero "ocuparia" la misma maquinaria requerida para la 

metilaciôn del ADN, lo que significa alterar uno de los reguladores epigeneticos [Yu, 

R. C. et. al. 20001. 

En células mamiferas, la mayor forma de la informaciôn epigenetica, es la 

metilaciOn del ADN o la adiciOn de grupos metilos en la posicion del carbono 5 de 

la citosina (figura 2A), donde aproximadamente el 1% está metilado, mientras que 

entre el 4% al 6% de estos dinucleOtidos se metila y desmetila normalmente y 

predominantemente en el dinucleOtido CpG, cuando los dinucleOtidos se 

encuentran en regiones de un kilobase de tamaño aprox. (200 bp a 3000 bp), se les 

conoce como islas CpG [Esteller, M. 2005; Davis, C. D. & Uthus, E. 0. 2004; 

Robertson & Wolffe, 2000]. Los efectos de la metilaciOn del ADN incluyen represion 

transcripcional, modulación de la estructura de la cromatina, inactivaciOn del 

cromosoma X y replicaciOn genOmica entre otros [Davis, C. D. & Uthus, E. 0. 2004; 

Baylin & Herman, 2000; Jones & Laird, 1999; Robertson & Wolffe, 2000; Woodson, 

K. et. al. 2001]. Un modelo planteado para relacionar a As y cancer, se basa en las 
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alteraciones que causa el metaloide a nivel del proceso de metitaciOn y alteraciones 

en la expresiOn de genes. En la figura 2B, en la parte superior (ct), muestra que el 

As puede tener actividad inhibidora de varias metiltransferasas (DNMTasa 3 y 

DNMTasa 4) dependientes de SAM (s-adenosirimeteonina), Ic que permite que 

exista un aumento en el pool de SAM, para que pueda metilarse la citosina, y 

generar una hipermetilación de las islas CpG [Robertson, K. D. & Wolfe, A. P. 

2000; Issa, J. P. et. al. 1993; Schumtte, C. et. al. 1996]. Por otro parte (parte inferior 

del infograma de la figura 2b, o 3), una arsenito metiltransferasa (As-DNMTasa) 

[Zakharya, R. et. al. 1995], consume SAM, disminuyendo el pool donor de grupos 

metilos, fenOmeno asociado a una hipometllación global del genoma [Mass, M. J. 

1992; Mass & Wang, 1997]. 

A 

FsW.CII, 

SM. 

NH, 

) 

Figure 2 .A) Mecanisrno de metación del iN. Le 5-
methcttostna es producrda par la accrOn de la ADN 
metiltransferasa (DNMT 1, 3a o 3b), catalizando (a 
transferencia del grupo metilo (OH3) de la S-
adenosmetionEna (SAM) al carbono en posciOn 5 de (a 
citosina. 9) Modelo de (a carcinogenicidad del As, 
perturbando el mecarirsrno de metaciOn del ADN. I 
DNMTasa 1), 2 (DNMTasa 2), 3 (DNMTasa 3) y 4 (DNMTasa 

4). 

B 

HIPERMETILACIÔN 
DEL DNA - INHIEICIÔN DE 

GENES SUPRESORES 
DE TUHORES I 

INESTABILIDAD 
GENE TI CA 

4 

CANCER 
I 

POTENCIACION DE 
LA EXPRESION DE 

ONCOGENE S 

*ft%lllllil~ H I?OMETILACION 
DEL DNA 

Programa de Doctorado en BiotecnologIa PUCV-UTFSM 5 



La carcinogénesis, involucra cambios tanto a nivel genético (mutaciones, 

etc.), como epigenetico (metilaciones, acetilaciones, etc.). La alteración del proceso 

de metilaciOn del ADN, incluye la hipometilaciOn, que se relaciona directamente 

con la activación de protooncogenes [Lantry, L. E. et. al. 1999], la hipometilación del 

ADN, está asociada a una estructura anormal de los cromosomas, esto observado 

en pacientes con inmunodeficiencia de inestabilidad centromérica y en células 

tratadas con agentes desmetilantes (5-azadeoxycytidina) [Chen, R. et. al. 1998], y 

la hipermetilación, se relaciona con la inactivación y/o silenciamiento de genes 

supresores de tumores, genes reparadores de ADN y genes inhibidores de 

metastasis, y es la más estudiada y relacionada con los procesos de transformaciOn 

celular. Ambos sucesos se encuentran asociados a la alteraciOn de la homeostasis 

[Esteller, M. 2005; Lantry, L. E. et. at. 1999; Wong, I. H. N. 2001]. Estudios 

realizados por Woodson y colaboradores en el 2001, sugieren que la 

hipometilaciOn de ADN precede a la hipermetilaciOn de ADN y han sido asociados a 

varios tumores humanos [Santini. V. etal. 2001], incluyendo el cancer de pulmOn 

[Dai, Z. et. al. 20011. 

Como ya se citó, las células cancerigenas, presentan una alteraciOn en los 

patrones y mecanismos de metilaciôn, la cual ocurre básicamente en las islas CpG, 

independiente de la anormalidad en la metilaciôn (hipometilaciOn o hipermetilaciôn), 

las cuales se relacionan con tumorogénesis (figura 3) [Strathdee & Brown, 2002]. 

lnactvaciOn de genes InactivaciOn de genes 
supresores de tumores reparadores de ADN 
(ejemplo p16) (ejemplo MGMT) 

Hiperme:ilaoOn de islas CpG 

Normal Metilación del ADN 

Hipometilación global 

Inestabilidad AclivaciOn 
crornosornal de oncogenes 

Figura 3. Esquema que 
relaciona alteraciones a 
nivel de metilaciOn con 
turn ores. 
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El incremento de la metilaciOn en las islas CpG en tumores humanos, fue 

reportado en 1986, pero es despues del desarrollo de la técnica de PCR 

(Polymerase Chain Reaction), que se ha podido detectar cambios en la metilaciôn 

del ADN [Baylin, S. B. et. al. 1986]. En la tabla 1 se puede observar una lista de 

genes asociados a islas CpG y su función respectiva. 

Tabla 1. Genes asociado a islas CpG, involucrados con el control del crecimiento celular o 
metastasis. Se destacan genes de interés. 

Gene - -- FunciOn Referenda - 

pRbl Regulador de la transición de Yu, J. et. al. 2004, Strathdee, G. & Brown, 
las fases GuS R. 2002; Santini, V. et. al. 2001; Esteller, 

M. 2005  
p16INK4a Inhibidor de Cdk Ogino, S. et. al 2006; Fujiwara, K. et. al 

2005; Davis, C. D. & Uthus, E. 0. 2004; 
Dai, Z. et. al 2001; Strathdee, G. & Brown, 
R. 2002; Santini, V. et. al. 2001; Esteller, 

_____________________________ M. 2005 
__________________ 

 

Yu, J. et. al. 2004; Davis, C. D. & Uthus, E. 
15<4b Inhibidor de Cdk 

0. 2004; Strathdee, G. & Brown, R. 2002 
Esteller, M. 2005 ARE Regulador de las 

_________ 
concentraciones de p53  

hMLH1 Reparador "mismatch" de ADN Ogino, S. et. al 2006; Strathdee, G. & Brown, 
R. 2002 

APC UniOn a 13-catenina. RegulaciOn Yu, J. et. al. 2004; Esteller, M. 2005 
de actina en citosqueleto? 

BRCA1 j Reparador de ADN Yu, J. et. al. 2004; Koul, S. et. al. 2002: 
Strathdee, G. & Brown, R. 2002 

E-cad AdhesiOn célula-célula Dai, Z. et. al 2001 
GSTP1 Protector del ADN de ROS Dai, Z. et al 2001; Davis, C. D. & Uthus, F 

0.2004  

b"--M-G--MT—  Reparador/removedorde Ogino, S. et. al 2006; Koul, S. et. al. 2002; 
aductos voluminosos de Fujiwara, K. et. al 2005; Dai, Z. et. al 2001; 
guanina Santini, V. et. al. 2001; Esteller, M. 2005 

TIMP3 metaloproteinasa Inhibidor de la Dai, Z. et. a! 2001; Esteller, M. 2005 
matriz 

DAPk1 Quiniase requenida para la Yu, J. et. al. 2004; Fujiwara, K. et. al 2005; 
inducciOn de apoptosis Dai, Z. et. al 2001; Esteller, M. 2005 
porinterferOn y  

RASSF1A Asociado a señales de Yu, J. et. al. 2004; Koul, S. et. al. 2002: 
tranducciOn errOneas Fuiiwara. K. et. al 2005 

El mecanismo por el cual se metila el ADN, esta basado en el modelo en el 

cual participan tres enzimas (de la misma familia) involucradas, DNA 

metiltransferasa o DNMT 1, DNMT 3A y DNMT 313 [Esteller, M. 2005; Robertson, K. 
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D. 2001]. DNMTI es la enzima que se encarga de mantener la metilación durante la 

smntesis del ADN, aumenta cuando la célula esta en crecimiento, y tienen una alta 

actividad durante la hemimetilaciôn del ADN, además se relaciona con la 

mantenciOn de la metilación [Strathdee & Brown, 2002; Robertson, K. D. 2001]. La 

familia de DNMT 3 (A y B), presenta una igual preferencia por la hemiacetilaciOn, 

que por la no metilaciOn del ADN, clasificándoselas como metiltransferasas de 

novo. En el caso de DMNT 3A, esta presenta la capacidad de no solo metilar 

dinucleótidos CpG, sino que también CpA y CpT (aunque en menor medida) 

[Ramsahoye, B. H. et. al. 2000] 

. INA 

° AL& 

S Ihyi.*J .W D ,t4.,l.J hu i., Ii$or, tail  

Figura 4. Mecanismo propuesto, donde la metilación del ADN Ilevarla al silenciamiento 
transcripcional. 

El mecanismo sugerido para la supresiôn de la transcripción, por metilaciOn 

de ADN, relaciona directamente la inhibición de la union de factores 
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transcripcionales, los cuales son sensibles a la uniOn de sitios metilados en el ADN, 

aunque existen factores insensibles a sitios metilados [Strathdee & Brown, 2002]. 

En la figura 4, se muestra un modelo, en el cual, la metilaciOn de ADN, puede 

mantener la represiOn transcripcional. La metilaciOn del ADN, Ileva a la union de 

MBD (methyl-binding domain), que son proteinas de union selectiva en regiones 

metiladas [Esteller, M. 2005; Strathdee & Brown, 2002; Robertson, K. D. 2001]. 

Ties de los cinco componentes de la familia de MBD (MeCP2, MBD2, MBD3), se 

asocian con un complejo de proteinas, que contiene histonas acetilasas (HDAC1 y 

HDAC2) y remodeladores de cromatina activos (Sin3a y mi-2) [Nan, X. et. al. 1998]. 

Este complejo, tiene como funciOn el compactar la cromatina, para asi evitar la 

transcripción, para algunas otras proteinas asociadas al complejo (figura 4), aCm no 

se está clara su funciOn [Laird, P. W. 2005; Tyler & Kadonaga, 1999]. 

En la figura 5, se indica el modelo de silenciamiento transcripcional (asociado 

a hipermetilaciOn) y como este se asocia o conjuga al fenOmeno de hipometilaciOn y 

a activaciOn de genes (LINE, en la figura 4), y cOmo ambos fenOmenos procesos 

se asocian a la transformaciOn maligna de la célula. En el modelo se aprecia que 

las regiones que se constituyen de islas CpG, se encuentran en los extremos 5' de 

los promotores de los genes, y son aproximadamente de 1 kilobase de tamaño, y 

en el caso de los humanos, estas regiones se asocian a genes reguladores, 

numerosos son los ejemplos de hipermetilaciones de islas CpG asociadas a 

promotores, entre estos hay genes supresores de tumores, involucrados en la 

adhesiOn célula-célula, en la reparaciOn del ADN, los cuales están más detallados 

en la tabla 2 [Estellar, M. 2005; Robertson, K. D. 2001]. 
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(A) Normal Cell 

(13) Preunilignant (eu 

. 01  

(C) I'ransfornied Cell 

At AA 

Figura 5. Modelo propuesto, de cómo la pérdida global y la ganancia en regiones 
especificas de grupos metilos, puede ocurrir dentro de la misma célula y potencialmente 
puede contribuir a una transformaciôn maligna. Un segmento representativo de ADN que 
muestra un gen transcripcionalmente activo (]as cuadros grises, representan exones), con 
una desmetilaciOn (los circulos blancos), el promotor con islas CpG (la flecha de 
inclinaciOn). Sitios de CpG dentro del cuerpo del gen a en los elementos repetitivos (los 
cuadros negras y "LINE"), generalmente es los hipermetilados (los circulos negros). (A) En 
una célula normal, DNMT se entrelaza con un factor ('X") que puede guiar el DNMT a las 
regiones que pueden ser metiladas a permite que el DNMT acceda, abriendo la cromatina. 
Puede haber un factor adicional (Y") que permite el acceso activo de DNMT a la isla de 
CpG a recluta las islas de CpG a regiones subnucleares, donde DNMT no tiene acceso 
restringido. (B) En una célula premaliganas, se aprecia un defecto en el sistema de 
metilaciOn, incluyendo uno a mãs de lo siguiente sucesos: la mutación en el factor X, 
pérdida del factor Y, a una mala sincronización a nivel de la expresiôn de X o Y durante el 
ciclo celular. Esto permitiria a DNMT acceden a la isla de CpG, en una region rica en sitios 
de potenciales metilaciOn, y 'trasladando" a la enzima fuera de las regiones que 
normalmente son los metiladas. (C) Continua la division celular y/o los defectos adicionales 
en el sistema del metilaciOn exacerban los errores producidos par la metilaciOn, 
produciendo el silenciamiento del gen en el futuro y potencialmente la reactivaciOn de 
transcripciOn a transposiciOn de los elementos parasitarios. Regiones repetitivas que 
pierden la metilaciOn pueden volverse los descondensándose y inclinãndose a Ia 
recombinaciOn del mitOtica. 
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El As, es enzimáticamente metilado, monometilandose o dimetilandose, para 

ser detoxificado, consumiendo SAM, que es el donor de grupos metilos. Este 

mismo sustrato es el requerido por metiltransferasas (Melasas), incluyendo la 

DNMTs (responsable de la metilación del ADN). La metilación del ADN contribuye 

al control en la expresion de una variedad de genes, incluyendo varios oncogenes. 

Esta información sugiera que el consumo de SAM, para la detoxificaciôn de As, 

genera una hipometilaciOn y por lo tanto una desestabilidad estructural a nivel 

cromosomal, estando asociado a carcinogenesis [Zhao, C. Q. et. el. 1997] y la 

expresiôn de DNMTs asociados a la hipermetilaciOn especifica de regiones ricas en 

islas CpG, asociadas al silenciamiento transcripcional, ya antes descrito (figura 4 y 

5) [Robertson, K. D. 2001]. 

Se cree por lo tanto que células en presencia de As, el cual genera un 

estimulo de estrés y alteraciones a nivel epigenético, especificamente a nivel de 

metilaciOn del ADN, genera un desorden homeostãtico, provocando una respuesta 

primaria de defensa a estrés, con sistema enzimático y no enzimático de la célula, 

luego de una señal de estrés prolongada se activan oncogenes, asociado a 

mutaciones por radicales, que se saben (en términos generales), que tienen la 

habilidad de conducir a la célula a Pa senescencia y/o a la muerte celular [Evan & 

Vousden, 2001], y por otra parte se presentaria una desregulaciOn con los procesos 

asociados a la metilaciôn del ADN. Ahora, en términos de sobrevivencia, Pa 

transformaciôn celular, es necesaria, para suprimir estas señales de estrés hasta 

lograr la muerte celular, pero dicha transformaciOn es incompleta en el estado 

temprano de oncogénesis, estado conocido como "estado de potencialidad" 

[Benhar, M. et. at. 2002]. 
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1.2.1 Cancer Pulmonar 

El cancer de pulmOn, es la principal causa de muerte relacionada con 

cancer entre hombres y mujeres en el mundo [www.who.org; Dai, Z. et. al. 

2001], esto porque el diagnOstico es tardlo, haciendo ineficiente el desarrollo 

de un tratamiento [Liloglou, I. et. al. 20011. El cancer de pulmOn, se clasifica en 

dos grandes grupos, células pequenas de cancer de pulmOn (small cell lung cancer, 

SCLC) y células no pequenas de cancer de pulmón (no-small cell lung cancer, 

NSCLC) [http://www.who.int]. El 80% de los cànceres de pulmOn, son del tipo 

NSCLC, y el 20% restante son del tipo SCLC. HistolOgicamente, la OrganizaciOn 

Mundial de la Salud (OMS), clasifico de la siguiente forma el cancer de pulmOn: I 

tipo epitelial (clasificación de los tumores de interés), II tumores en tejido blando, 

Ill tumores de mesotelio, IV tumores misceláneos, V tumores segundanos, VI 

tumores no clasificados y VII lesiones semejantes a tumores [Wistuba, I. I. et. al. 

2000 a y b]. 

El cancer de pulmón, se asoca principalmente a los fumadores, como el 

principal factor de riego, para la formaciôn del cancer (aproximadamente el 80% de 

los casos), el resto del porcentaje se asocia a exposición ambiental y/u ocupacional 

y factores geneticos [Rom, W. N. et. al. 2000]. 

Se han asociados genes supresores de tumores, telomerasa y oncogenes, 

en la regulacion del crecimiento y division celular, de ahi que además de considerar 

al cancer como una enfermedad genetica [Holland & Frei, 20001, también se puede 

considerar como una enfermedad en la regulaciOn del ciclo celular [Rom, W. N. et. 

al. 2000]. El modelo clásico del ciclo celular, consiste en la sintesis del ADN (fase 

S), Mitosis (fase M), y dos fases de aberturas (gap, fases G1  y G2), detallados en la 

figura 6. 
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Figura 6. RegulaciOn del ciclo celular en cancer de pulmón. 

Los principales componentes del ciclo celular, incluyen ciclinas, ciclinas 

dependientes de quinasa (Cdk), proteina de retinoblastoma (Rb1), p53 y protelna 

E2F. Cada Cdk, es regulada por una subunidad de ciclina, donde se requiere una 

actividad catalitica y un sustrato especifico. Un primer paso crucial, en el ciclo 

celular, ocurre en una etapa tardia de la fase G1, y justo antes de los puntos de 

restricción piG y p21 (figura 6). Este paso, compromete a los factores PDGF 

(Platelet-Derived Growth Factors) e lGF-1 (insulin-like Growth Factors 1), 

estimulando en este punto la proliferaciOn celular. Ambos factores pueden ser 

producidos por células cancerigenas (de cancer de pulmOn), para potenciar el 

crecimiento del tumor, en una forma autocrina, usualmente en un estado tardio de 

la tumorogenesis. Comprometido también están los correspond ientes receptores de 

dichos factores de crecimiento, los que se asocian a la dimerizaciôn, fosforilaciOn y 

transmisiOn de senales al nücleo. Las señales asociadas a IGF-I y PDGF, causan 

una rápida y transciente elevaciôn en las ciclinas tipo "D", en la fase G1  [Schaur, E. 

I. et. al. 1994; Hunter & Pines. 1994; Rom, W. N. et. al. 2000]. Ciclinas Dl forman 

un complejo con Cdk 416 y fosforilan Rbi (figura 7), la sobre expresión de ciclina 

Dl, es un fenOmeno que esta asociado al cancer de pulmOn, dicha sobreproducciOn 

de ciclina Dl, esta en directa relaciôn con la hiperfosforilaciOn de Rbi, en G1, 
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refacionándose con un factor transcripcional E2F, activando genes asociado a Pa 

fase S, del ciclo celular, esto incluye timidina quinasa, c-myc, dihidrofolato 

reductasa, Cdc 6 y DNA poIimerasa-c (figura 7) [Schaur, F. I. et. a/. 1994]. 

.E 
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Figura 7. Modelo propuesto para el mecanismo molecular que asocia p53 y Retinoblastoma 
(Rb1 proteina) en el cancer de pulmón. 

Dos familias de inhibidores de Cdk, son importantes para el correcto 

desarrollo de la fase G1, la familia INK4 (Inhibitor of Kinase 4), que presentan su 

locus en el cromosoma 9, especificamente 9p21, el cual es codificado por 4 genes 

(INK4 a, b, c y d), estos productos se unen al dimero de ciclina D-Cdk 416, que 

inactivan Pa funciOn quinasa. Miembros de la familia kipi (p21, p27, p57), se unen a 

los complejos ciclina D-Cdk4I6, ciclina E-Cdk 2 y ciclina A Cdk-2, inhibiendo su 

funciôn sobre Rb1IE2F (figura 8) [El-Deiry, W. S. et. al. 19931. 
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Figura 8. Sitios donde p21 y p16 actUan coma inhibidores de puntos de regulacion, en el 
ciclo celular. 

El complejo de la ciclina E-Cdk 2, media la progresión entre la fase G1  a la 

fase S, comenzando al incrementarse los niveles de ciclina A. La funciOn del 

complejo ciclina A-Cdk 2, aparentemente es requerida, para la replicación del ADN 

y Ia transiciôn de fase G2  a la fase M. La perdida de la funciOn de p53 lleva a 

reducir los niveles de p21 e hiperactiva a los complejos ciclina D-Cdk 4/6 y ciclina 

E-Cdk 2, hiperfosforilando Rb1 y elevando los niveles de E2F (figura 8) [Nevins, J. 

R. 1992]. La correcta relaciOn entre Rb1 y p53, probablemente determina que p53 

induzca la detenciOn del ciclo celular en la fase G1  a induzca apoptosis, en 

respuesta al dana del ADN, en donde la disminuciOn de Rb1, inclina la situación 

hacia la apoptosis [Sherr, C. 1996]. La prevenciôn de la apoptosis dependiente de 

p53 es una de las haves a la carcinogénesis, en los cánceres de pulmôn con p53 

normal, generalmente presentan un incremento de la expresiOn del gen de MDM. 

La protemna de MDM2 se une al dominio de transactivación de p53, funcionando 

como señah, para ha ubiquitinaciOn de p53 [Rom, W. N. et. at. 2000], la sabre 

expresiôn de MDM2 inhibe la supresión mediada par p53, alterando el crecimiento 

celular (figura 7). 
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En el caso del cancer de pulmôn, se asocia a cambios genéticos 

(mutaciones), a p53 [Dai, Z. et. al. 20011, CDKN2 [Gazzeri, S. et. al. 19981 y Rb1 

[Ram, W. N. at. al. 2000] y ZOchbauer-Müller y colaboradores, han demostrado que 

numerosos genes, incluidos receptor /32 de ácido retinoico (RARfi), 

metaloproteinasa 3 inhibidor de tejido (TIMP-3), 06-metilguanina-DNA-

metiltransferasa (MGMT), proteIna quinasa asociada a ía muerte (DAPk), E-

caderina (ECAD), p14' y GlutatiOn-S-transferasa P1 (GSTPI), son metiladas en 

diferentes grados en cánceres de pulmOn del tipo NSCLC. En la tabla 2, se indican 

algunos genes con una directa relaciOn con cancer de pulmOn, indicándose si el 

estudio se realiza en NSCLC a SOLO [Tsou, J. A. et. al. 20021. 

Un caso ejemplificador, por el hecho de complementar la regulacion por 

parte de Rb1 y la alteraciOn en la metilaciOn, sobre un gen de promoción de 

crecimiento (GPG). Se ha demostrado que DNMT1, se asocia con Rb1 (una 

protelna supresora de tumores), y Rb1 esta asociada a una proteina de uniOn al 

ADN (que reconoce sitios metilados) y a un activador transcripcional, E2F (-1), en 

algunos reportes se ha mostrado que HDAC1 se asocia con DNMT1 [Robertson, K. 

D. et. al. 2000]. Rb1 forma un dimero con E2F, donde Rb1, reprime la funciOn 

activadora de E2F, recrudeciéndose en presencia de HDAC. En células en divisiOn, 

el Rb1 se hiperfosforila, desaviniéndose de E2F y permitiendo que este cumpla su 

rol de activador transcripcional (asociado a genes relacionados con la fase S del 

ciclo celular). Interesantemente DNMT1, se asocia a Rb1 (en el complejo Rb1-E2F), 

potenciando aCm más la represiOn sobre E2F. La interacciOn DNMT1-Rb1, presenta 

varias implicaciones, la primera es que permite el blanco del mecanismo de 

metilaciOn del ADN, este asociado con un sitio de uniOn de E2F, reportándose que 

la interacciOn E2F-ADN, esta regulada por metilación [Campanero, M. R. et. al. 

2000]. La segunda implicaciOn, consiste en que la interacciOn DNMT1-Rb1, puede 

potenciar la represiOn mediada por Rb1 a nivel de ciclo celular, esto potencialmente 

par la combinaciOn de la represiOn de E2F par parte de Rb1 y par la maquinaria de 

metilaciOn asociada a los sitios de uniOn de E2F en el ADN, esto asociado a la 

actividad de HDAC. La tercera implicaciOn de la interacciOn DNMT1-Rb1, esta dada 
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par la defectuosa metilación y su relaciOn con cancer [Hanahan & Weinberg, 20001. 

Una disminuciOn en la funcionalidad de Rb1 a pérdida de la protelna Rb1 a 

alteraciones en la via metabólica de Rb1, afectan el estatus de fosforilaciôn de Rb1, 

lo que conlleva a una irregular localizaciOn de DNMT1, en lo que puede 

relacionarse con una alteraciOn en la metilaciôn, fenômeno observado en células 

cancerIgenas (figura 9). Es muy importante, par Ia tanto que la metilaciOn sea la 

correcta, y asi E2F este regulada cuando la célula no esta en el procesa de divisiOn 

de Ia contrario, inexorablemente la célula estaria destinada a una transformaciOn 

maligna [Robertson, K. D. 2001]. 

(A) Normal Cell, lIcsfing Figure 9. Modelo propuesto para la 

______ • potencial funciOn consecuencia de la 

interaccion DNMT1-Rb1. (A) En una 

célula en reposo normal Rb1 se une a 
(I) Norm a I ( CIi, DividIII2  

: 
DNMT1, el cual puede metilar localmente 

oi 
LJ a un potencial promotor, generándose 

una represiOn, por la uniOn MBDs y 

HDACs. La patenciaciOn en la represiOn, 

(C.)Preinalignant or Tumor Cell puede ocurrir directamente par la uniOn 

de HADC con DNMT1, sin necesidad de 

metilar. La actividad de DNMT1 Puede 

F ser restringida en G0 /G1 , can una 

metilación de nova, pudienda ser altamente indeseabte. (b) con las células en divisiOn, Rb1 

es fosforilado ('PO4"), y nose une a E2F1, yet DNMT1 es liberado para Ira Ia replicaciOn 

de foci. (c) En célutas cancerigenas, el Rb1 mutado o alteraciones en la via metabOlica 

asociada a Rb1, hiperfosforilan ala proteina (Rb1), hecho muy comOn en estos casas. Esto 

permite a DNMT1 acceder a toda el genoma durante tadas las fases del ciclo celular, con 

el resultado de una gradual acumulaciOn de metilaciones erradas. "GPG" es gen promotor 

del crecimiento, "AF" es un factor de activaciOn y 'Pal II" es ARN polimerasa II. Los cIrculos 

blancos y negras, representan los dinucleOtidas CpG no metilados y metilados 

respectivamente. 
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1.3 Biomarcadores 

El análisis de tejidos y de fluidos del cuerpo, para la detecciOn y medición de 

quimicos, metabolitos, enzimas u otra sustancia bioquimica, definen el concepto de 

biomarcadores. El termino de biomarcador, como lo definiO "US National 

Academy of Science", en un ampilo sentido, incluye la detecciOn, mediciôn e 

interacciOn, tanto quimica, fisica y/o fisiologica. La mediciOn, puede ser una 

respuesta funcional, fisiolôgicas, bioquimicas, ya sea a nivel celular o interacciôn 

molecular. Estos parámetros, permite medir riegos a nivel individual, subgrupos 

poblacionales, que se comparan con la poblaciOn en general. Los biomarcadores se 

clasifican en tres tipos: 

E Biomarcadores exogenos, que son aquellas sustancias xenobiOticas, que 

por si misma a por su metabolizaciOn y/o reacciOn con el organismo, sirven 

como un indicador. Ejemplo, isOtopos radioactivos [Inchem]. 

11 Biomarcadores efectores, son aquellas sustancias que cambian su conducta 

ya sea bioquimica a fisiolOgicamente u otra alteraciOn sufrida par el 

organismo, y que dependiendo de su magnitud se utilizan como un 

indicador. Ejemplo alteraciones metabôlicas (Ej. Glucosa plasmática) 

[Inchem]. 

Biomarcadores susceptibles, son sustancias con una habilidad 

inherente o adquirida, de cambiar al organismo, como respuesta a la 

exposlción a una sustancia xenobiOtica. Ejemplo, alteraciones 

genómicas [Inchem]. 

Debido a los diferentes mecanismos descritos, asociados a la 

tumorogénesis, los biomarcadores susceptibles, son un indicador comün en lo que 

refiere a cancer. El mãs importante de estos biomarcadores es el daño yb 

alteraciones en el ADN, en algunos casos también se recurre a biomarcadores de 

tipo efectores, y en este caso son proteinas que se yen alteradas en su 

concentraciOn en algün compartimiento del organismo [Inchem]. 

Prograrna de Doctorado en BiotecnologIa PEJCV-UTFSM 18 



Holy Grail, es uno de los pioneros en estudio para el desarrollo de 

marcadores moleculares, C,tiles para la detección temprana de cancer [Ransohoff, 

2003]. Los marcadores moleculares de tumores, en la detecciOn del desarrollo de la 

patologia, presentan una vasta literatura, pero muy poco especifica en lo referente 

a detecciOn temprana de cancer y más aUn en lo referente a cancer 

broncopulmonar. 

1.3.1 Biomarcadores y Cancer de Pulmôn 

En el caso del cancer de pulmOn y como ya se citO, es el cancer con mayor 

Indice de muertes en el mundo [Dai, Z. et. a/. 2001], esto porque es un cancer de 

dificil detecciôn temprana, lo que dificulta la aplicaciOn de tratamientos preventivos 

y/o curativos eficientes en los pacientes que desarrollan la patologia [Liloglou, T. et. 

al. 2001]. De ahi la necesidad del desarrollo de nuevas y eficientes herramientas de 

detección temprana de dicho cancer. 

La inestabilidad genómica, es la anormalidad más comün de las células 

tumorales humanas [Lengauer, C. et. a/. 19981. El desarrollo del cancer pulmonar, 

esta asociado a varios estados, que al evolucionar presentan una mayor 

inestabilidad genOmica. La detecciôn temprana de alteraciôn genética en 

preneoplásica pulmonar, ha sido reportada por varios investigadores [Liloglou, T. et. 

al. 2001], y que junto con el dana de tejido bronquial, no son evidencia de cancer 

de pulmOn, pero Si se asocian a una alta probabilidad de desarrollar la patologia. 

En eSte sentido, eq los ültimos años, se han Ilevado a cabo estudios en 

hipermetilacion e hipometilaciôn de algunos genes, como biomarcadores 

tempranos, de transformaciôn maligna a nivel celular y de pacientes [Tsou, J. A. et. 

at. 2002; Ransohoff, D. R. 2003; Woodson, K. et. al. 2001; ZOchbauer-Moiler, S. et. 

at. 2001] en la tabla 2, se senalan algunos de los genes estudiados y al tipo de 
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cancer pulmonar al que se le asocia. En el caso de la hipometilaciOn, està asociada 

al cancer de pulmon, ya que tiene efectos de activaciOn transcripcional de algunos 

oncogenes como RAS [Tsou, J. A. et. al. 2002], pero cabe señalar que este 

fenOmeno no constituye un biomarcador por Si solo, y mucho menos un 

biomarcador predectivo. Para el caso de hipermetilación, en este caso asociado al 

silenciamiento de genes supresores de tumores y/o reguladores de ciclo celular, se 
IN destacan ARC, CDKN2A/p16<4A.  Pero que en el mismo caso de la hipometilaciOn, 

la alteración de algUn gen en particular o la hipermetilaciOn por si solo no constituye 

un biomarcador de ningUn tipo [Markl, I. D. C. et. a/. 2001]. 

labIa 2. Indica algunos genes descritos en Ia literatura, que muestran una metilación 
anormal asociado a algUn tipo de cancer de pulmOn. 

Genes Nombre alternativo del gen (en ingles) Tipo de 
cancer 

ARC Adenomatous polyposis coli NSCLC/SCLC 

CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, p16 I4A  NSCLC/SCLC 

CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 28, p15 NSCLC/SCLC 

DAPk1 death-associated protein kinase NSCLC 

EGFR epidermal growth factor receptor NSCLC/SCLC 

GDF10 growth/differentiation factor (BMP3B) NSCLC 

GSTPI glutathione S-transferase Tt NSCLC/SCLC 

HIC1 hypermethylated in cancer NSCLC/SCLC 

MGMT 06-methylguanine-DNA Methyltransferase NSCLC/SCLC 

RASSF1A RAS effector homologue NSCLC/SCLC 

Rb1 retinoblastoma I SCLC/NSCLC 

RlZl retinoblastoma protein- interacting zinc finger NSCLC/SCLC 

El diagnóstico precoz del cancer de pulmon no es fácil, la detecciOn de 

pequenas lesiones ya sea por radiografla u otro sistema de imágenes, a la 

detecciOn por la toma de muestra y posterior análisis histolOgico a citolôgico, están 

asociados a estadios avanzados de la patologla, además de presentar el 

inconveniente de un diagnostico invasivo [Tsou, J. A. et. al. 2002]. La exfoliaciôn de 
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tejido epitelial de bronquios, es una metodologia no invasiva, clinicamente 

recurrente para la recoección de células, pero se transforman en muestras no 

aptas para el estudio citolôgicos, debido a la sensibilidad de la técnica, esto ya que 

trabaja con células transformadas, pero estudios en modificaciones en el ADN, a 

través de FOR, incrementan ostensiblemente la sensibilidad [Belinsky, S. A. et. al. 

1998; Palmisano, W. A. etal. 2000]. 

Es por este motivo, que el estudlo de niveles de metilaciOn en el ADN, es 

una herramienta ütil para la estimaciOn en el desarrollo de cancer de pulmOn, dado 

su alta sensibilidad y especificidad. En la sensibilidad esta la habilidad de detectar 

los alteraciones celulares, pero queda en definir matemáticamente, como la razôn 

(relación) de los datos y/o informaciOn obtenida se asocia correctamente a Ia 

identificación de muestras positivas (positivos verdaderos) y minimiza la detecciOn 

de falsos negativos y la alta sensibilidad de una metodologia, aproxima la detección 

de falsos negativos a 0 (cero) [Tsou, J. A. etal. 20021. 
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Capitulo 2 

Hipótesis 

"La variación en los niveles de mARN de p16, MGMT, Rb-I y DAPk- 

1, asociados con las variaciones de metilación de promo tores 

asociados a los mismos genes, podrán ser utilizados como 

biomarcadores de pronóstico de cancer de pulmón inducido por 

arsénico" 
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Capitulo 3 

Objetivos 

3.1 Obletivo General 

Determinar la combinación en las alteraciones de patrones y niveles de 

rnetilaciôn de las islas CpG, asociadas a genes (CDKN2A, DAPk1, MGMT y 

Rb1) relacionados con el cancer broncopulmonar y los niveles de expresión de los 

mARN de los mismos genes. Que servirIan como un biomarcador de señal precoz, 

de la transformaciOn de las células de pulmOn, inducidas por arsénico. 

3.2 Obletivo  EspecIfico 

• Determinar los niveles de expresión de genes asociados a cancer 

broncopulmonar, en fibroblastos de pulmón humano en cultivo, en presencia 

crOnica de arsénico. 

. Determinar el orden de metilaciOn de islas CpG asociada a genes 

relacionados con cancer broncopulmonar, en fibroblastos de pulmOn humano 

en cultivo, en presencia crOnica de arsénico. 

• DeterminaciOn de expresion de genes asociados a cancer de pulmOn, en 

tejido pulmonar. 

Anãlisis y modelo estadIstico de los datos obtenidos, 

Programa de Doctorado en BiotecnologIa PUCV-UTFSM 23 



Capitulo 4 

Diseño experimental 

Procosan,iento y modelo 

eslathslico 
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Figura 10. Esquema del diseño experimental desarrollado 

Se planifico la actividad experimental segUn se esquematiza en el diagrama 

de flujo de la figura 10, se inicia el trabajo paralelamente en dos ámbitos, uno el 

modelo celular, a través cultivo celular de fibroblasto de pulmOn humano y de 

controles, y par otra parte se comienza a trabajar con un grupo de personas 

expuestas a altas concentraciones de Arsénico y una poblaciOn control, de estas 

lineas de trabajo se obtienen las muestras que se analizaran por las diversas 

técnicas descritas en materiales y métodos, para luego con estos resultados 

plantear el modelo estadIstico a seguir en una eventual evaluaciOn de pacientes 

expuestos a As y su potencialidad de desarrollar algUn tipo de cancer 

bro ncop ul mona r. 
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Capitulo 5 

Materiales y  Métodos 

5.1 Estudio in s/I/co 

Como se describlO en la introducciOn el estudio de biomarcadores 

moleculares asociados al cancer de pulmOn es muy general, y a pesar de 

desarrollar un diseno experimental acotado y definido, se hace muy poco viable 

acotar todas las posibilidades que se generan. Es de ahI la importancia de 

desarrollar un trabajo in s/Iico, es decir, un estudio bibliográfico-informatico acabado 

con elfin de acotar y optimizar al máximo los diseños experimentales necesarios en 

este tipo de investigaciôn. 

En primer lugar, se realizó (en Ia pasantia en la Universidad de Sao Paulo, 

Brasil), una büsqueda y revision de base de datos (Ej. DNA Methylation Society, 

http://www.dnamethsoc.com) de los genes, para ser más precisos sus promotores 

descritos, asociados a islas CpG y/o procesos de metilación. Lo que Ilevo a 

determinaciOn de una gran cantidad de 'genes" asociados a metilaciOn, a modo de 

ejemplo en la tabla 3, se muestra una lista de algunos (80) genes que se yen 

asociados a procesos de metilaciOn. 

Tabla 3. Se muestra una lista de 80 genes afectados por proceso de metilaciôn, ya sea por 
silenciamiento coma es el caso de oncogenes o control de expresión como los son factores 
de transcripciOn y genes supresores de tumores. 

MGMT CDH13 
-L!—"  

IT 

APC 

ESR1 

MYOD1 

CDKN2B 

THBS1 

HIC-1 

ARF SFN TALl 

CDKN4A COH1 CTNNB1 SDO-1 OTX1 

RASSF1A p14 PTGS2 TGFBR2 Rb1 LGALS1 HOX II 

DAPk TIMP-3 CALCA TYMS ESR-2 K-RAS GNAL T-box brain 

RAR-P GSTP-1 MTHFR PGR AR1 H-RAS iPF1 BMP3B 

CD8l31 OS-9 TERT c-MOS VEGF ELK1 CRIP1 CD1R3 

CYPb1 -MYC ELK1 hMLH1 TSP NCL 1 MRP5 ADCYAP1 

0D34 n-MYC C063 N33 ERBB2 CSNK2B APOA1 EGR4 

MCT3 c-MYC TUB B2 CDH3 c-fos UBB APOC2 ATP5G1 

HCK C-MYB COlA EGFR c-abl OAT CDF1 TNF-13 
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La informaciOn, a la fecha del estudio (en Brash), no era clara y definida, en 

Ia que refiere al tipo de gen afectado y un tipo de cancer especifico, sino más bien 

era genérico a Ia que refiere a resultados, otro data es que la mayorIa de los 

artIculos publicados y a base de datos de la época, presentan estudios de muchos 

pacientes en función de un par de genes, definiendo muy pocas veces el efecto de 

un cancerigeno en particular, y Ia más general era citar la condiciôn de fumador o 

no. Otro modelo de estudio era el trabajo con muchos mutantes de lineas celulares 

cancerigenas y el análisis de uno a par de genes. Estudios referente a la influencia 

de un producto (diferente al tabaco) sobre efectos de metilación en modelos 

celulares, tiene muy pocos registros, destacando estudios con Radon [Fukutsu, K. 

et. al. 2002; Su, S. et. al. 2006]. Pero el formato dominante es el estudio de 

pacientes con alguna patologia y el análisis de las variaciones de metilación en 

comparaciOn a un grupo control. Es par esto que se hace necesario la comparación 

de una selecciOn de genes reportados con los mecanismos moleculares descritos 

para los diferentes tipos de canceres de pulmôn, a partir de la exposiciOn a 

arsénico. Para esto se recurre a la base de datos de KEGG, NCBI, ExPASy, The 

GOB Human Genome Database, European B/a/n format/cs Inst/tud, etc. 

En la bUsqueda se Ilego a las rutas de regulaciOn asociadas a NSCLC y 

SCLC en Kegg (http://www.genome.jp/kegg!),  como se indica en la figura 11 y 12 

respectivamente, esta informaciOn junto con las bases de datos y literatura 

asociada al tema (introducciôn), permitiO generar un modelo (teOrico) que asocia 

ambas rutas y un grupo de genes asociados tanto a metilaciOn como a cancer de 

pulmón (figura 13). 

El modelo generado, más los reportes de genes afectados por arsénico y/o 

alterados en cancer de pulmOn, Ilevo a la selecciOn de 4 genes, los cuales se 

estiman podrian tener relevancia en la generacion de biomarcadores, estos son 

CDKN2A (p16), Rb1, DAPk1 y MGMT. 
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Rb1: El gen supresor Rb1 (gen del retinoblastoma), que se localiza en el 

cromosoma 13p, codifica una fosfoproteIna (pRb) que en su forma activa está 

infrafosforilada y se une a varias proteinas celulares. Esta forma infrafosforililada es 

la predominante en Gi, ejerciendo un efecto supresor sobre el crecimiento, pRb se 

vuelve fosforilada en el iniclo de la fase G2 y permanece asi en las fases G2 y M. 

pRb interactUa con multiples proteinas reguladoras del ciclo celular, y se considera 

que regula la proliferaciOn celular restringiendo la progresiOn del ciclo celular en la 

transiciôn de G1/S, at unirse at factor de transcripciOn E2F. Constituye una via 

primordial en el control del ciclo celular, at igual que la de p53. Su papel en la 

progresiôn del cancer de pulmOn parece ser de gran importancia, y se ha postulado 

incluso como una posible via alternativa a la de p53 en progresiôn la tumoral [Xu, 

H. J. et. at. 1993; Rom, W. N. et. al. 2000]. 

p16IN<4<1\J2: es un producto proteico de un gen localizados en la region 

9p21, miembro de la familia de proteinas INK4, que con frecuencia se encuentra 

alterada precozmente en cancer de vejiga (88). p16 junto con p15 son quinasas 

dependientes de las ciclinas, con efecto regulatorlo sobre el ciclo celular, inhibiendo 

cdk4 y cdk6. Este gen supreso de tumor, es regutador del ciclo celular, inhibiendo la 

interacciOn de ciclina Dl y cdk4 (a cdk6) que media la fosforilaciOn de Rb1, 

restringiendo el paso del estadio G1  a S. La pérdida de expresion de p16, un 

inhibidor de la fosforilaciOn de pRb, parece poseer un efecto en el aumento de 

expresiOn de Rb1, que en células transformadas hace que las células entren en la 

fase S de ciclo celular yb "escapen" de la senescencia [Danesi, R. et. a/. 2003; 

Shapiro et. at. 1998]. CDKN2, es inhibida por dos mecanismos, el primero es par la 

metilaciOn de islas CpG a par deleciOn "homozygous" [Danesi, R. et. at. 2003]. 

DAPk1: la proteina-quinasa asociada a muerte (celular) 1 o DAPk1 (Death-

associated protelna kinase 1), pertenece a la familia de las DAPk, es una prateina 

del tipo serina/treonina kinasa, y que presenta un alto grado de homologia de sus 

sitios activos con el resto de su familia tipo 1 (ZIPK-1, DRP-1, etc) y difiere de la del 

tipo 2. DAPk, esta regulada y/o afectada por varios estimulos, coma son TGF-f3, 
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TNF-cx, ceramidas, trioxido de arsénico, separación de matriz extracelular, etc. las 

que tienen como consecuencia efectos sobre procesos apoptôticos dependiente e 

independiente de p53, autofagia, invaginamiento de membrana, lo que Ileva como 

consecuencia la muerte celular. Es comUn que en canceres humanos, una de las 

alteraciones epiginéticas más recurrente y descrita se la metilaciOn del promotor de 

DARk, asiendo la salvedad que es muy claro como señal cuando se trabaja con 

pacientes diagnosticados. For tener este rol inductor de muerte celular a DARk se 

le clasifica como proteina supresora de tumores (por lo tanto su gen es un gen 

supresor de tumores). Dentro de Ia varios mecanismos reportados para el accionar 

de DARk, para la inducciôn de muerte celular, es de principal atenciOn el efecto 

inhibitorio que ejerce sobre ERK (MAP2K1), proteina que participa en la cascada de 

senales que inhibe apoptosis, es decir, cuando ERK esta en altas concentraciones 

se inhibe el proceso de muerte celular, pero con el aumento de DARk, baja ERK y 

se induce apoptosis. En el caso de una célula transformada, los nivel de DARk 

bajan (efecto de la metilaciOn) y ERK ya no es regulado y se estaria inhibiendo 

apoptosis. 

MGMT: es una proteina reparadora de ADN, que remueve aductos de 06 

guanina mutagenicos y citotOxicos, Ia alquilaciôn en la posición 06  de la guanina es 

un importante paso para la formación de mutaciones cancerosas, debido 

principalmente a la tendencia de la 06-metilguanina en formar interacciOn con la 

timina durante la replicaciOn, resultando en la conversiOn de la guanina por una 

citosina. MGMT protege a las células de estas alteraciones, lo realiza 

interaccionando el sitio activo de MGMT con la guanina dañada, usando a esta 

Ultima como un donor de grupo metilo, quedando as[ metilada para luego ser 

degradada par ubiquitinaciOn. Ahora en un proceso epigenetico, se describe la baja 

de expresiOn de MGMT, por acciOn de la metilación de su promotor. 
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Figura 11. Mecanismos de regulaciôn y eventos moleculares que se yen afectado en 
NSC LC. http- //www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa05223.html  
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Figura 12. Mecanismos de regulaciOn y eventos moleculares que se yen afectados en 
SC LC. hftp://www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa05222.html  
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Figura 13. Se representa de manera resumida y esquemática, las rutas de regulaciôn que 
podran estar siendo afectadas durante la transformaciôn en células pulmonares, a través 
de procesos de metilación (indicado por las flechas rojas). Indicándose tamblén en que 
nivel estarian actuando las protelnas de los genes seleccionados para este estudio (cIrculo 
rojo). Rb1, como regulador directo del paso del estadio G1 a S en el ciclo celular: p16, por 
ser inhibidor del complejo ciclina DI/cdk4/6 actuando por 10 tanto como regulador indirecto 
de ciclo celular; MGMT, por se una proteina asociada a procesos de reparación de daño al 
ADN y DAPk1, por se un inductor de apoptosis. Junto con la caracteristica de verse 
afectados a nivel epigenético por alteraciones de metilacián. 
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5.2 Pacientes expuestos a Arsénico 

Se trabajo con 34 trabajadores (todos hombres) de una fundiciOn 

pirometalürgica de la RegiOn de Antofagasta, definléndose coma una poblaciOn 

altamente expuesta (por una exposiciOn ambiental y laboral), el tiempo de 

exposiciOn es mayor a 10 arias, y un grupo de 40 personas voluntarias de la Region 

de Valparaiso, como poblaciOn control. Cada paciente lleno una ficha de 

consentimiento (ver anexo IV), los grupos seleccionados son personas no 

fumadoras. Cabe mencionar que referente al ensayo de microarreglo, fue realizado 

solo con muestra de 6 pacientes, el problema se suscitO cuando Ilegaron las 

muestras a NHI, en donde se nos comunicó que de las 34 muestras, solo 6 llegaron 

con los estándares de calidad de su mARN, para el análisis. Cuando se fueron a 

tomar las replicas de las muestras faltantes, en la fundiciOn de la minera con la que 

trabajábamos se nos comunicO que por orden de gerencia ya no podrian seguir 

colaborando con el proyecto, lo que nos llevo a decidir realizar la experiencia con 

las muestras que ya teniamos. 

Se obtuvieron 10 mL de sangre venosa periférica, en un tuba con heparina, 

luego se centrifugO a 2500 xg separando el plasma de elementos figurados, 

posteriormente se separa el plasma en alicuotas de 1 mL para los diversos análisis, 

manteniéndola a -80°C. Los glObulos blancos por su parte, se resuspendieron en 

medio de cultivo suplementado con 10% SFB y transportados para la extracciOn del 

material genético (ARN total) en el Iaboratorio. Luego de un estudio de parãmetros 

asociados al estrés oxidativo, asi coma la revisiOn de su ficha clinica, se 

seleccionaran las muestras adecuadas para el análisis par microarreglo, con un 

chip Affymetrix® "cDNA microarrays human 10K'. 

Se realizaron estudios complementarios de niveles y actividad de enzimas 

antioxidantes de los paciente, para complementar la informaciOn de la ficha clinica 

de cada uno y asi hacer la mejor selecciOn posible para los estudios de 

microarreglos, estos estudios al no ser de relevancia directa en los resultados de 
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esta tesis no se describen en materiales y métodos, ni en resultados y discusiôn 

pero se asocia en anexo I, informacOn sobre publicaciones asociadas a esta 

informaciOn. 

5.3 Cultivo Celular 

Lineas celulares: Fibroblastos de PulmOn Humano (FPH), de feto no nato, 

obtenidos del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), la linea celular fue 

entregada con 14 pasajes de mantenciOn. Las lineas controles, de cancer de 

pulmOn GA0042 (NSCLC) y BL0002 (SCLC), fueron obtenidas de ECACC 

(European Collection of Cell Cultures), ambas lineas provienen de hombres blancos 

y con un nümero de pasajes de 5. 

Para el mantenimiento y expansiOn de las lineas celulares, se emplearon los 

medios Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), para FPH y RPMI 1640 

(Applichem), para lineas controles, ambos suplementado con 10% Suero Fetal 

Bovino (SFB, FAA), 1000 unidades/mL de Penicilina (USBIOS) y 100 mg/mL de 

estreptomicina (USBIOS). 

Se realizaron cultivos de FPH expuestos a As (Ill), en concentraciones de 

0.01; 0.05 y 0.1 ppm., valores que están tomados en funciOn de los valores 

normados para la concentraciOn de As en el agua potable en Chile. Esta exposiciOn 

se logra consiguiendo esta cantidad de As (Ill) en el medio de cultivo. 

El cultivo de las diferentes lineas celulares se IlevO a cabo en una campana 

de flujo laminar horizontal (Labconco), usando material estéril. Los medios fueron 

almacenados a 4 °C y precalentados a 37 °C antes de su empleo. Las células 

fueron incubadas en estufas de atmOsfera controlada (ShebLab) a 37 °C, 80% de 
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humedad relativa y 5% de 002  (Indura) y 95% aire. El media se sustituia cada 2 

dias. 

En el subcultivo y la expansiOn, las células fueron cultivadas hasta su 

confluencia y posterior separaciOn por tripsinizactOn. Después fueron recuperadas 

con medio fresco y centrifugadas a 1000 xg en tubos cOnicos estériles a 

temperatura ambiente. Eliminando el sobrenadante y cultivando las células 

(precipitado) en medio fresco a una densidad de 2*1 05 células/mL, 

En la tripsinizaciOn, las monocapa de células, fueron dispersadas par 

tratamiento con tripsina (Invitrogen) 0.7-1.0 mL par cada frasco de cultivo "T" de 75 

cm  (NUNC). Para esto se eliminó el medio de cultivo y se lavaron las células dos 

veces con 5 mL de PBSA (PBS sin Ca  21  y sin Mg2 , anexo II), posteriormente se 

agregO la tripsina y se sacudiO el frasco para facilitar la liberaciOn de las células, 

finalmente se contrarresta el efecto tOxico de la tripsina agregando medio fresco 

suplementado. 

El conteo del nUmero de células viables y totales, se realizO utilizando Azul 

de Tripan (Sigma-Aldrich), como medio contrastante de células vivas y muertas, en 

cámaras de conteo Neubauer Improved (Hirchmann EM. Techcolor) 0.1 mm de 

profundidad, en un microscopio invertido trinocular (Carl Zeiss). 

5.4 Extracción de material qenético 

5.4.1 PurificaciOn de ADN genOmico con soluciOn de Chomczynski 

La soluciOn de Chomczynski (Winkler Ltda.), se utiliza para purificar ADN 

genOmico a partir de células o tejidos de origen animal y vegetal, o de bacterias y 
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levaduras. El ADN se purifica en dos pasos: un paso de lisis celular y 

homogenizaciôn con la soluciOn de Chomczynski; y otro de precipitación con 

alcohol etilico. 

Lisis y HomogenizaciOn 

En el caso de células crecidas en monocapa, la lisis se realizO directamente 

en el frasco "T" (75 cm2) de cultivo, añadiendo 0.5 mL de la soluciôn de 

Chomczynski por cada 10 cm2  de area de cultivo, ayudándose con un "scraper" 

(NUNC) para el arrastre de la células y posterior homogenizado por pipeteo suave, 

traspasando el contenido a tubos microcentrifugos de 2 mL. 

Precipitación del ADN 

Por cada mililitro de soluciOn de Chomczynski, se añadiO 0.5 mL de Alcohol 

etlilco absoluto (Winkler Ltda.), se mezclo por inversion suave y se incubO 3 

minutos a temperatura ambiente. Luego de la incubaciOn se centrifugo a 4000 xg 

por 2 minutos a 4°C, para ayudar a la precipitaciOn del ADN. Luego se lavo el 

precipitado con una soluciOn de etanol al 95% (y se almaceno a 80 °C, hasta su 

estudio de metilación), se centrifugo a 4000 xg por 2 minutos a 4 °C después se 

vuelve a realizar un lavado con etanol al 95% y volviO a centrifugar en idénticas 

condiciones a lo anteriormente descrito, luego se elimina el sobrenadante y se deja 

secar el precipitado a temperatura ambiente por 15 minutos, finalmente se 

resuspende el precipitado (el ADN) en 0.2 mL de una soluciOn de hidrOxido de 

sodlo 8 mM (fresca), disolviendo por pipeteo suave. 

Finalmente se determina el rango de pureza y se estima la cantidad obtenida 

por métodos espectrofotométricos (anexo III). 
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5.4.2 Extracciôn y Purificación de ARN total con solución de Chomczynski-Fenol (C-

F) 

La salución C-F (Winkler Ltda) se utiliza fundamentalmente para la 

purificacion de ARN total, aunque se puede utilizar para ADN y proteinas, esta 

soluciOn se puede utilizar en células y tejido de origen animal y vegetal, o en 

bacterias y levaduras. El ARN se purifica en tres pasos: un paso de lisis celular y 

homogenización con la solución C-F; adiciOn de Cloroformo (Merck), el cual 

produce a formaciOn de dos fases, una acuosa, que contiene al ARN y otra 

organica, que contiene el ADN y proteinas; y un Ultimo paso de precipitación con 

alcohol iso-Propilico (Winkler Ltda.). 

Lisis y Homogenización 

Para las células que crecen en monocapa, la lisis se realizO directamente en 

el frasco "T" (75 cm2) de cultivo, anadiendo 0.5 mL de la solución de Chomczynski 

por cada 10 cm2  de area de cultivo, ayudándose con un "scraper" para el arrastre 

de la células. Para el caso de las células en suspension (muestra de pacientes), se 

añadiO 0.5 mL de la soluciOn C-F por cada 56*106  células. Finalmente y para 

ambos casos se homogenizo par pipeteo suave, traspasando el contenido a tubos 

microcentrifugos de 2 mL. 

SeparaciOn de fases 

Se incubaron las muestras con soluciOn C-F, por 5 minutos a temperatura 

ambiente, luego se anadiO 0.2 mL de cloroformo par cada mL de soluciOn C-F 

usada, luego se agitó vigorosamente par 30 segundos y se incubo a temperatura 

ambiente par 5 minutos. Fiialmente se centrifugO a 12000 xg, a 4°C par un tiempa 

de 15 minutos, recuperándose la fase incolorota (acuosa) formada. 
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Precipitaciôn del ARN 

La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo, añadiéndose 0.5 mL de 

alcohol iso-Propilico, por cada mL de soluciOn C-F usada. Se mezcla por inversiOn 

suave y se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos, luego se centrifugO a 

12000 xg, a 4 °C por un tiempo de 15 minutos, generándose la precipitaciOn del 

ARN total. Se elimina el sobrenadante y el precipitado se lava con una soluciOn de 

etanol al 75% (en este punto se almacenan ba ARN obtenidos hasta su utilizaciOn) 

una vez lavados se centrifugan a 7500 xg por 5 minutos, se rescata el precipitado y 

se repite el lavado, una vez obtenido el precipitado se resuspende en 50[LL agua 

DEPC y estéril. 

Fnalmente se determina el rango de pureza y se estima la cantidad obtenida 

por métodos espectrofotométricos (anexo Ill). 

5.5 PCR y  RT-PCR 

5.5.1 PCR 

La reacciôn en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

fue realizada en un volumen total de 50 jit, en tubos para PCR Axygen PCR-02D-C 

de 200 .tL. La mezcla de reacciOn es de 47 iL del MIX (5 .tL de soluciOn 

amortiguadora de amplificaciOn lox, 8 iL de la mezcla de desoxinucleOtidos 1,25 

mM cada uno, 0,5 pt de Taq DNApolimerasa 5U11.iL y 33,5 .tL de agua destilada 

ultrapura autoclavaza, todo Invitrogen menos el agua), 2 p.L del partidor (Promega) 

10 pmoles/1.iL y 1.5 p.g ADN genOmico, purificado y procesado para metilaciOn. Para 

cada partidor se realizO un control negativo que contenia todos los reactivos 

anteriormente descritos, excepto el ADN genOmico que se remplaza por 1iL de 

agua destilada ultrapura autoclavada. Este procedimiento se Ileva a cabo en bano 
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de hielo (aproximadamente 4 °C). Cuando están todos los reactivos en los tubos, 

estos se centrifugan a 2500 Xg durante 1 minuto, luego los tubos se colocan en el 

termociclador (LabNet) con el siguiente programa: se inicia con una denaturación 

completa del ADN por 3 minutos a 94 °C, prosiguiendo con 45 ciclos de 1 minuto a 

94 °C, 1 minuto a X OC (temperatura dependiente del partidor ver tabla 5) y 2 

minutos a 72 °C, y finalizando con una sintesis de 10 minutos a 72 C  Luego, estos 

productos se deben mantener a 4 00  hasta su utilizaciOn. 

Anãlisis de los productos de PCR 

Los productos de PCR del estudio de todos los partidores se resuelven en 

geles de agarosa al 1% (anexo II). En los bolsillos del gel se colocan las muestras 

que consisten en 9 iL del producto de PCR y 1 1.iL de la soluciOn amortiguadora 

para cargar geles lOx (Winkler Ltda.), intercaladamente en el gel se pane una 

muestra control de tamaño molecular de 100 bp de ADN en una concentraciOn de 

1.ig/L (Promega). Se corre el gel a 75 V constante utilizando la fuente de poder, 

utilizando la soluciOn amortiguadora TBE lx. Luego, el gel es teñido par 20 minutos 

con una soluciôn de bromuro de etidio de 0,75 ig/mL (Winkler Ltda.) y lavado por 

10 minutos con agua destilada. Los fragmentos amplificados de ADN se visualizan 

directamente bajo luz ultravioleta (UV), mediante una cámara de video y un 

programa computacional del equipo BIO RAD Gel Doc 1000 con el cual se obtiene 

una imagen digitalizada del gel. Esta imagen es luego analizada por el programa 

computacional Gel-Pro Analyzer  TM  versiOn 4.0 que analiza las bandas obtenidas, 

dando sus pesos moleculares. 

5.5.2 RT-PCR 

Mediante esta reacciOn se genera el cADN, a partir de los mARN de los 

genes de estudio y el partidor reverso de la pareja de partidores para el posterior 

PCR (para el caso de qPCR) o con un po/idT (para el caso de los microarreglos). 
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Luego de Ia extracciôn de ARN, como se describe en el punto 6.3.2. se 

cuantificaciôn por espectrofotOmetro (tanto PCR, como prod ucto RI) y se evalüo en 

gel de agarosa. Para las muestras analizadas por PCR en tiempo real (FPH 

expuestos a As), se tomo una cantidad de 10 ng. del producto RT con el partidor 

reverso de cada gen (tabla 6). Para el caso de las muestras utilizadas en el estudio 

de macroarreglos, se tomo una cantidad de 1 [tg. de mARN de cada muestra. 

Finalmente se procedió a una reacción de RI, como indica la tabla 4. 

labIa 4: protocolo de RI de mARN obtenidos de las muestras expuestas a As (Ill) y sus 
controles. 

SoluciOn y/o muestra Volumen y/o Cantidad 

mARN 100 ng (promedio 3 tL de muestra) 

Primer (reverse) (promega) 2 pmol (1 pL) 

dNTPs1  1 pL 

H2OgradoPCR 12L 

lncubaciOn de las muestras a 65°C por 5 minutos con un rápido enfriado 

First Strand Buffer1  4X 4 L 

OTT1  0.1 M 2 jiL 

RNAse OUT1  1 iL 

Mezcla por pipeteo suave, incubación a 37°C por 2 minutos 

M-MLV-RT1  1 L 

Incubar a 25°C, por 10 minutos 

Incubar a 37°C, por 50 minutos 

Incubar a 70°C, por 10 minutos (con elfin de terminar la reacciOn) 

vroauctos invitrogen 

Una vez obtenidos los productos del RI, se utilizO el material para los 

diversos estudios. 
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5.6 MetilaciOn del ADN 

El proceso de metilaciôn se realizO como lo describe Herman J. G. et.al. 

1996, el proceso completo del estudio de MSP, consta de los siguientes pasos: 

Extracciôn y purificaciôn del ADN. 

Como se describe en el punto 6.3.1. 

Tratamiento con Bisulfito de Sodio. 

1.5 .ig de ADN en un volumen de 50 .tL, es denaturado con NaOH 0.2 M, por 10 

minutos a 37 OC.  Luego a la muestra se le agregan, 30 tL de 10 mM de 

hidroquinona y 520 LL de Bisulfito de Sodia 3 M, a pH 5, y son incubados a 50 °C 

por 16 horas. Una vez modificado el ADN es purificado a través de resinas 

(idealmente Wizard DNA purification resine, Promega), eluyendo el ADN con un 

volumen de 50 1.tL de agua DEPC. Las modificaciOri son complementadas con un 

tratamiento de la muestra con NaOH 0.3 M, par 5 minutos a temperatura ambiente, 

para finalmente precipitar el ADN con etanol y almacenando a temperaturas 

menores a —20 °C. Resuspender el ADN en una soluciOn e NaOH 8 mM para su 

uso [Herman, J. G. et. al. 1996]. 

PCR 

Una vez definidos los partidores para detecciOn de metilaciôn (tabla 5), se 

procede al desarrollo de un clàsico ensayo de PCR, coma se describe en el punto 

5.5.1. 
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Tabla 5. Se indican las secuencias de los partidores utilizados en el estudio de metilación. 

Gene  partidores 5'43' implicôn TM 
Met L: GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC 

98 60 
DAPk1 ____ 

R: CCCTCCCAAACGCCGA  

Unmet L: GGAGGATAGTTGGATTGAGTTPATGTT 
106 60 R: CAAATCCCTCCCAAACACCAA  

L:GGGAGTTTCGCGGACGTGAC 

Rb1 
Met 
- -R-. ACGTCGAAACACGCCCCG  

173 55 

L: GGGAGTTTTGTGGATGTGAT 
Unmet 

R: ACATCMAACACACCCCA  

173 

1 81 

55 

59 
Met L: TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 

MGMT  R: GCACTCTTCCGkAAACGAAACG  

L: TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 
Unmet 
____ 

R: ,AACTCCACACTCTTCCAAAAJ\CAAAACA  

93 59 

Met 
L: TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 

150 60 R:GACCCCGAACCGCGACCGTAA p16 
Unme L: TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 

151 60 R: CAACCCCA&ACCACAACCATAA  

13-actina control 
L: CCAACC GCGAGAAGATGA (18) 97 60 
R: CCA GAG GCG TAG AGG GAT AG  59 

La deteccion es a traves de gel de agarosa al 1U/o  (anexo II) 

5.7 PCR en tiempo real 

En el PCR en tiempo real, los procesos de amplificaciOn y detecciOn se 

producen de manera simultánea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de 

ninguna acción posterior. Además, mediante deteccián por fluorescencia se puede 

medir durante la amplificaciôn la cantidad de ADN o ARN sintetizado en cada 

momento, ya que la emisiOn de fluorescencia producida en la reacciOn es 

proporcional a la cantidad de producto formado. Esto permite conocer y registrar en 

todo momento la cinética de la reacción de amplificación. 

Luego de la obtenciOn de los productos del RT, se procedio con el FOR en 

tiempo real (qPCR), se utilizô la tecnologia de la empresa ROCHE DIAGNOSTICS 

GmbH, LightCycler®2.0. Dentro de las opciones del qPCR de LightCycler®, se 

decidiO par la utilizaciOn del método de detecciôn màs sensible y cuantitativo que 

posee la empresa ROCHE, la detecciOn por TaqMan® Master asociado con 
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Universal ProbeLibrary Set Human (UPSH). El sistema de detecciOn de UPSH, se 

basa en la utilizaciOn de sondas especIficas de un tamaño pequeno, el cual posee 

un fluorOforo y un apagador de fluorescencia, y al estar juntos en la sonda, esta no 

emite señal, luego baja condiciones de temperatura adecuada la sonda se hibridiza 

a (a muestra, pare posteriormente cuando se inicia el proceso de replicaciOn del 

PCR, la sonda es degradada par (a polimerasa y libera al fluorOforo generando la 

señal que es detectada par el equipo (figura 14). 

PoIvmerizaVn = Rsorto 
0= Quencher 

Fo.,ard H 4 - 

5 -.-- S 
- --- ------ --------------- -5 

5 

Strand displacement 

Cleavage 
S 

Pmoe "- S 

51  
 5- 5 

S 

Polymerization completed_ comptet 

3 ----- 5 

- 3_ 

5.  

Figural 14, Se presenta una esquematizaciôn de cOma funciona la sonda del sistema 
UPSH. La letra R, representa al fluorOforo y en verde se indica (a emisiOn de (a sonda, 
mientras que la letra Q identifica al apagador. 

Las sondas UPSH, son sondas prediseñadas y estandarizadas pare el uso 

de genes humanos, que permiten ahorrar tiempo en el diseño de la sonda en sí y 

los partidores asociados. El procedimiento es ingresar a 

www.universaprobelibrary.com, se selecciona el link de humano, lo que abrirá una 

página que permitirá (a büsqueda de la sonda y partidores adecuados para los 

genes de interés (figura 14). 
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Figura 15. Se representa la página que posee ROCHE®, para la bUsqueda de Ia sonda y 
partidores de los genes de estudio. 

Luego a través de cOdigos de clasificaciOn del mARN de gen en estudio se 

incorporan en la página (circulo rojo en la figura 15) y se obtienen los datos 

deseados, es decir, la sonda necesaria y la pareja de partidores a utilizar (tabla 6). 

Tabla 6. Se indica el resultado de la büsqueda de la sonda y partidores de los genes en 
estudio, en el software "buscador y diseñador de sonda-pr1mei 2' de ROCHE®. 

Gene sonda Partidor 543' amplicOn 1 TM 

DAPk1 86 L: GCA GGA AAA CGT GGA TGA IT (20) 75 59 
R: CAT TTC TTC ACA ACC GCA M (20) 59 

Rb1 2 L: CAG AATAAT CAC ACT GCA GCA GAT A (25) 76 60 
R: CAC GCG TAG TTG MC CTT TTT (21) 59 

MGMT 47 L: CAC CGT TTG CGA CTT GGT (18) 89 60 
R: GOT CCA GOT TCC COA MG (18)  60 

p16 34 L: GAO CTG GOT GAG GAG CTG (18) 128 59 
R: TTT CM TOG GGG ATG TOT G (19) 59 

GADPH 60 L: AGO CACATO GOT GAG ACA (18) - 66 
—r  

60 
R:GCC CAA TAOGAO CAA ATOO(19) 60 

Nota: hOUHE(), no especitica la secuencia de la sonda, solo indica de forma esquematica 
en que segmento de amplicón de unira. "L" representa al partidor que se une a la cadena 
primaria del cADN y "R" representa al partidor que se une a la cadena secundaria. 
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Luego de determinada la sonda a utilizar y la pareja de partidores a usar en 

el qPCR, se procede en protocolo segün especificaciones del fabricante. 

En primer lugar se genera una mezcla de los ingredientes que provee el kit 

TaqMan® Master, la sonda y los partidores, como se indica en La tabla 7. 

Tabla 7. Se indican los volOmenes y la concentración final de los reactivos utilizados en la 
generaciôn de la mezcla para realizar el qPCR. Se indican los volUmenes para preparar 
una muestra, estos volOmenes aumentan proporcionalmente dependiendo del nümero de 
muestras. 

Componente Volumen Concentración final 

Agua grado PCR 5.2 p.L -- 

0.1 iL 100 nM 

0.1 .tL 200 nM (c/u) 

Sonda (10 tiM) 

Partidores (20 tM c/u) 

SoluciOn TaqMan® 5X 2.0).LL 1X 

Volumen Total 7.5 j.L 

Luego se procede a tomar los capilares de vidrio (pequeno "tubo de ensayo" 

donde ocurre la reacciOn de qPCR), y se procede a trasvasijar 7.5 tL de La mezcla 

antes descrita y 2.5 iL de producto de RT. Se procede a centrifugar los capilares a 

700 Xg POI 30 segundos, con elfin de mezclar y depositar la soluciOn en el fondo 

del capilar. Luego se instala en el carrusel del LightCycler® y se introducen los 

parámetros de trabajo para iniciar el qPCR. 

Tabla 8. Se indican los parámetros de trabajo del termociclador LightCycler®. 

Modo de 
Análisis 

Ciclos Temperatura de 
trabajo (°C) 

Tiempo del 
proceso (s) 

Adquisición 
de datos 

lncubaciôn UNG 1 40 120 No 

Preincubación 1 95 600 No 

Amplificación 50 

95 (denaturaciOn) 

60 (union) 

72 (extención) 

10 

30 

I 

No 

No 

Si 

Enfriamiento 1 - 40 30 No 
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Cabe destacar que a diferencia de PCR convenconales a incluso otros 

modelos de qPCR, en el momenta en que se amplifica la muestra, la temperatura 

de uniOn de los partidores esta definida por los Tm de los mismos (generalmente 

informaciOn que es teOrica cuando se diseñan y viene con los datos del fabricante 

cundo se mandan a sintetizar), pero en este tipo de qPCR la temperatura la define 

el Tm de la sonda, y para el caso de USPH, se diseña de tal manera que tanto la 

sonda como los partidores posean el mismo Tm (ver tabla 6). 

5.8 Arreqlos de ADN 

El funcionamiento de un organismo vivo, se sustenta en una complicada y 

orquestada funciOn de muchos genes y sus productos, sin embargo en los antiguos 

métodos de biologia molecular, generalmente se trabajaba 'un gen (o producto), un 

experimento", donde se genera una limitaciOn en la interpretaciOn de los resultados 

[Shi, L. 2002]. Los ensayos de hibridizaciOn, se comenzaron a desarrollar en la 

década del setenta, utilizando membrana flexible tal como nitrocelulosa y nylon 

[Schena, M. 2000]. En el desarrollo de nuevas tecnologIas, se generO una nueva 

metodologia, que permite analizar simultàneamente varios miles de genes, esto 

gracias al desarrollo de los "arreglos de ADN". Esta tecnologia, permite el 

monitoreo de genomas completos o miles de genes en un simple "chip" o 

membrana [Shi, L. 2002]. 

Un arreglo, en forma simplificada, es el ordenamiento de genes en un 

soporte. El cual es usado para identificar la presencia y/o expresiOn de dicho gen 

en una muestra biolOgica, fundamentado en la hibridizaciOn de las hebras ya sea de 

ADN o ARN. En general los arreglos se definen como macroarreglos o 

microarreglos, segUn la cantidad de genes (secuencias u oligonucleOtidos) que se 

depositan en el soporte [Shi, L. 2002]. 
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La terminologia utilizada en la literatura para describir esta tecnologia incluye 

términos como membranas para macroarreglos y biochip, DNA chip, DNA 

microarray y genes array, para microarreglos. Pero Affymetrix, Inc. tiene registrado 

el término de GeneChip®, en referencia a chip de alta densidad basados en 

arreglos de oligonucleotidos de ADN, sin embargo en varios articulos cientificos el 

término "gene chip(s)" es utilizado como una terminologia general para referirse a 

los micro arreglos [http://www.affimetix.com; Shi, L. 2002]. El estudio de la 

expresión de genes, utilizando microarreglos de cADN, permite un análisis 

simultáneo de multiples marcas, lo que ha sido muy recurrente en los ültimos años, 

en lo que a estudio de cánceres se refiere [Khan, J. et. al. 19991. 

5.8.1 Macroarreglo 

Una vez obtenido el ARN total de las células expuestas a As (Ill) 0.05 p.p.m., 

P01 un periodo de 30 dIas, como se describe en el punto 5.3.2. Se Ilevan a cabo 4 

etapas, todas desarrolladas en la USACh, y que se representan el la figura 16. 

Trataiuiento 
de DNasa 

Sintesis y I 
PUri.fiCaC1Ôn 

- 
Purificacion 

-- Hxbridización —Irp
'c
j,-n  

de mARN del cADN 
 cromatograf ía 

Anãlisis del 
ARN en gel de 
electroforesis 

Figura 16. Esquema que representa la secuencia de pasos desde la purificaciôn del mARN 
hasta la adquisicion de los datos representados en la tabla 11, en resultados. Todos 
procesos indicados, con excepciOn de la electroforesis, se realizan por medio de kit 
Clontech. 
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En la primera etapa, la purificaciOn del ARN, se requieren de 500 a 1000 tg 

de ARN extraido, el cual fue determinado de manera espectrofotométrica (Anexo 

II), para poder obtener toda la cantidad maxima necesaria para el ensayo (1000 

tg), durante la etapa de extracciOn se procediO a generar dos pool de ARN total, 

uno control y otro de células expuestas por 30 dias. Una vez determinado los 1000 

.tg por muestra, se continüo con el tratamiento con DNasa I. 

En la etapa de tratamiento de DNasa I se procediO segUn el fabricante: 

Para la muestra de ARN, se combinaron los reactivos del Kit, en un tubo 

microcentrifugo de 1.5 mL: 

500 .tL ARN total (2 p.g4iL) 
100 tL10X DNase I Buffer 
50 iL DNase I (1 U/iL) 
350 tL H20 grado FOR 
1.0 ml Total Volumen 

Esta mezcla se incuba por 30 minutos a 37 °C, en la incubadora de 002, 

esto solo con el fin de minimizar las posibilidades contaminaciOn de la muestra. 

Luego se adiciona 100 tL de soluciOn de "término" lOX. Para mayor comodidad se 

separa la mezcla en dos tubos de 1.5 mL (550 iL por tubo), se adicionan 550 jtL de 

una solución de fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico (25:24:1; pH 4.5) a cada tubo y 

se mezcla en vortex por 30 segundos. Luego se deja en reposo por 2 minutos a 4 

00 y pasa este tiempo se centrifuga de 14000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C, 

separàndose 2 fases. Cuidadosamente se separa la fase incolora (o fase acuosa) 

en un nuevo tuvo de 1.5 mL, en este punto se agregan 500 iL de cloroformo y se 

agita en vortex por 30 segundos y luego se centrifuga a 14000 r.p.m. por 10 

minutos a 4 °C nuevamente, luego se separa la fase acuosa (es muy importante no 

contaminar con cloroformo Ia fase acuosa) y se guarda en un tubo de 2.0 mL. 

Obtenida la fase acuosa, a esta se le agregan 50 tL de acetato de sodio 2[M] a pH 

4.5 y 1.5 mL de etanol al 95%, la soluciôn se mezcla en vortex por 10 segundos y 

Programa de Doctorado en BiotecnologIa PUCV-LITFSM 46 



se incuba en hielo por 10 minutos, terminado este tiempo se centrifuga a 14000 

r.p.m. por 15 minutos a 4 IC. Luego se aIsla cuidadosamente el sobrenadante y se 

resuspende en etanol al 80%, homogenizando POI pipeteo suavemente por un 

minuto, luego se vuelve a centrifugar a 14000 r.p.m. por 5 minutos a 4 00  se extrae 

el sobrenadante y se deja secar el precipitado a temperatura ambiente por 10 

minutos. Finalmente se resuspende el ARN en agua de grado FOR, libre de DNasa 

y RNasa pudiendo almacenarse a -70 OC.  

Una vez obtenido el ARN, se dispone de —500 .tg (aproximadamente 50 tL) 

en un tubo de 0.2 mL (recordar que hay 2 tubos), se adicionan 45 L de agua grado 

PCR y 1 .tL de Oligo dT biotinhlado (marcado especIficamente), esta soluciôn se 

incuba en el termociclador a 70 00  por un periodo de 2 minutos, para 

posteriormente dejar enfriar por 10 minutos a temperatura ambiente, finalizado los 

10 minutos, se adicionan 45 j.tL de tampOn de 'union" 2X y se homogeniza por 

pipeteo, para luego adicionar 15 iL de estreptavidina magneticamente marcada 

(previamente lavada y resuspendida en tampOn de "uniOn" lx), se mezcla la 

solución en un agitador orbital por 30 minutos exactos a 1500 r.p.m. a temperatura 

ambiente, luego con separador magnético (un magneto), fija el ARN marcado y se 

descarta (por pipeteo) la soluciOn que posee y se lava con 45 tL de tampOn de 

lavado (el proceso de lavado se repite 2 veces), luego se resuspende la muestra 

marcada en 50 tL tampOn de reacciOn, homogenizando por pipeteo suave, luego 

aplicar separados magnético y descartar el sobrenadante, para finalmente 

resuspende Ia muestra en agua grado FOR (50 jit con <1000 tg). 

Para realizar la sintesis de cADN, se utilizaron los reactivos del kit "At/as 

cDNA Expression Arrays" proveido por el set del arreglo. 

Se prepara un "Master Mix", para todas las reacciones de marcaje que se 

vayan a realizar, combinando en un tubo de 0.2 mL los siguientes reactivos a 

temperatura ambiente: 
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TampOn do reacciOn 5X 
Mezcla de dNTP(sin dATP) 
[a-32P]dATP (3000 Ci/mmol, 10 .tCi/j.iL) 
DTT (100 mM) 

Volumen total 

por reacción 
4 ViL 
2 VLL 
5 VtL 

0.5 iL 
11.5 j.L 

4 reacciones 
16 VtL 
8 iL 
20 iL 
2 jiL 

46 iL 

Luego la reacciOn se incuba (en el termoccIador) a 65 °C, par 2 minutos, 

luego se agregan 1 tL de la mezcla de partidores COO y 6 tL del ARN purificado 

anteriormente, la nueva mezcla se incuba a 65 °C par dos minutos y luego se baja 

la temperatura a 50 °C par otros dos minutos. Concluido este tiempo, se adicionan 

2 j.tL de transcriptasa reversa (MMLV RT) par una reacciOn (4 reaccione 8 niL), 

mezclando suavemente par pipeteo, para luego incubar la reacciOn a 50 00  par 25 

minutos. Finalizado este tiempo, se adicionan 2 mL de soluciOn "de termino" 

mezclando bien. El producto RT, se purifica con columnas cromatográficas 

"NucleoSpin", quedando la muestra (radiactiva) en 100 tL de tampOn NE, para su 

usa en Ia hibridizaciOn de la membrana. 

Para la hibridizaciOn de la membrana (Ia de células control y células 

expuestas), se procede preparando una soluciOn ExpressHyb", calentando 5 mL a 

68 °C par 2 minutos y so incuba 500 ig de ADN de salmOn (parte del kit), a 95 00 

par 5 minutos, y luego se enfria rápidamente a 4 °C, para ser mezclada can la 

soluciOn ExpressHyb, almacenãndola a 68 °C hasta su uso Luego la membrana es 

humectada con agua desianizada estéril, y es puesta en una botella de 

hibridizaciOn, quedando la membrana adherida a las paredes de la botella, siendo 

muy importante que no quede ninguna burbuja de aire ni que se seque la 

membrana, luego se agrega Ia soluciOn preparada anteriormente. Una vez puesta 

en contacto la muestra con la membrana con la muestra se prehibridiza par 30 

minutos a 68 00  Luego se agregan 5 p.L del muestra purificada par NucleoSpin, la 

cual fue previamente incubada a 95 OC par 2 minutos, una vez agregada la muestra 

se deja por 16 horas a 68 °C en oscuridad, teniendo como precauciOn agregar 

ExpressHyb, preincubado a 68 00  para que no se seque la membrana si es 
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necesario. Luego de la hibridizaciôn, se agrega dos soluciones de lavado, la 1" 

soluciOn que posee tampOn SSC 2X y SIDS al 1%, se agregan 200 mL y se lava por 

30 minutos a 68 °C, repitiendo este lavado a Ia menos 3 veces. Luego Ia soluciôn 

(SSC 0.1X y SIDS al 0.5%) también se agregan 200 mL y se lava par 30 minutos a 

68 °C (todos los lavados en agitación por shaker). Finalmente se lava con una 

soluciOn de SSC 2X (200 mL) por 5 minutos a temperatura ambiente. 

El ültimo paso es tomar Pa membrana (cuidadosamente) y montarla 

Phosphoimager G5-525 (Bio-Rad), y se procede a Ia digitalizaciOn de la imagen con 

el ScanA/yze Software (Standford, LISA) y analizado con GEArray Software 

(SuperArray, USA). 

5.8.2 Microarreglo 

Luego de la selección de las muestras más adecuadas, proveniente de los 

pacientes (grupo altamente expuesto en forma individual y un pool del grupo 

control), se procedio a la extracciOn del ARN total. Posteriormente este ARN total 

se purifica con el kit OLIGOTEX ® (Qiagen). 

En la figura 17, se representan los pasos a seguir en el desarrollo de un 

ensayo de arreglos genetico, esto comienza con la obtenciOn de mARN, 

hibridización del partidor, sintesis del cADN, limpieza del cADN, amplificaciOn y 

marcaje del antisentido de cARN, limpieza de biotina, fragmentaciOn, hibridizaciOn 

en chip, lavado teñido/revelado, lectura del chip [Affymetrix. Inc. 2003]. 
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Figura 17. Se representan los pasos a realizar en el ensayo de arreglo, a partir de una 
muestra de ARN. 

El fabricante, en este caso Affymatrix. inc., sugieren la utilización de diversos 

productos, para el desarrollo de los diversos pasos, en el desarrollo de un arreglo, 

los cuales se presentan en la tabla 9. 
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Tabla 9. Se presentan los productos anexos, para el desarrollo de un arreglo, sugerido por 
la empresa Affymetrix. Inc. En negrilla los procesos realizados en Chile, mientras que el 
resto de los pasos se realizaron en NIH, EE.UU. 

Aislamiento de ARN total Como se indica en el punto 6.3.2. 

Aislamiento por Poli-A del Kit directo de mARN, Oligotex (aislamiento de 
mARN mARN de cualquier célula), Q!AGEN 

Smntesis de cADN A través de una reacciOn de RI, como se indica 
en el punto 6.4.2. (envIo a NIH) 

Sintesis de biotin- Enzo BioArray, kit de etiquetado de transcripto de 
etiquetado de cARN ARN, Affymetrix 

IVT limpieza y GeneChip sample Cleanup module, Affymetrix 
cuantificaciOn de cARN lOX TBE, Cambrex 

Fragmentaciôn de cARN GeneChip Sample Cleanup module, Affymetrix 

El uso de herramientas estadisticas es imprescindible, para el desarrollo de 

cualquier método de pronOstico y/o detecciOn dentro del los modelos biológicos, 

dichas herramientas a modelos estadistico variara dependiendo de la complejidad 

del diseño experimental, asi como también del modelo biologico en estudio. Para el 

caso de esta investigaciOn el modelo en estudio es uno de los mãs complejos, dada 

su condición de multivariables (muchos factores que afectan el o los parámetro(s) 

en estudio), lo que limita las posibilidades de escoger y/o disenar el método mâs 

adecuado para la interpretaciôn de los datos obtenidos, además de definir si estos 

datos son cuantitativos, cualitativos a simultáneos. Un tratamiento tan completo, 

unido a la diversidad de enfoques teôricos y prácticos que puede darse en un 

estudio multidimensional, explica la dificultad matemática que se va generando en 

el proceso, que par fuerza, se va apoyando en el cálculo matricial y en técnicas no 

básicas. Es par esto que es necesario el procesamiento autOnomo de los datos, a 

través de potentes programas de computaciOn (Ej. SAS o SPSS), que permitan 

minimizar el error de cálculo asi coma la capacidad de procesar un gran nUmero de 

datos simultáneamente, además de una alta velocidad en el procesamiento de los 

IEiiiIe1! 
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La utilizaciOn de un paquete estadistico como SPSS (Statistical Package for 

the Social Sciences) es un software estadistico, que permite el análisis de de datos 

con aplicación en varias areas del saber, incluyendo las ciencias básicas y la 

medicina. 

Para poder definir cual de las opciones que presenta el programa SPSS 

15.0, es necesario definir la técnica de anàlisis de multivariables que se presentan, 

y para ello es prioritario respondiendo ciertas interrogantes que permite ii 

descarfando metodologia hasta Ilegar a la Optima (figura 18). 
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Figura 18. Diagrama de flujo que facilita la decision de la metodologia de anãlisis de 
multivariantes de datos a utilizar, en flechas rojas se indica la ruta que Ileva al tipo de 
análisis adecuado. 
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El anãlisis discrimnante entoca un problema de identificaciOn relacionado 

con la pregunta de a cuál grupo pertenece, de entre varios, la variable a unidad 

estadIstica en observaciOn. Par ejemplo, el análisis discriminante clasificaria a una 

persona coma sana a enferma, en funciOn de dos poblaciones diferentes, basados 

en la informaciôn de los niveles de las variables X. Es decir, el análisis definiria las 

caracteristicas para pertenecer a un grupo a a otros. Los siguientes pasos son 

necesarios para resolver el problema: 

Conocer las densidades de probabilidad P1(y),...,Pz(y) para clasificar las 

variables y en z grupos diferentes. 

Conocer las probabilidades a priori p1,..., pz para las poblaciones, las 

cuales son frecuencias relativas de unidades estadisticas de los z grupos. 

Especificar valores r que representen la pérdida par identificar una 

variable y en el grupo I cuando en realidad pertenece a la población j. 

A las variables "y" se les asocia un puntaje S que consiste en un promedio 

ponderado de las probabilidades de que cada variable muestre los atributos que 

definen a una poblaciOn en particular. Es decir: 

= 

z 

;t, I (1) i'., 

ecc. 2 

A la variable " y "  se asigna a la poblaciôn para la cual su puntaje 

discriminante es el mãs alto. En el caso de que las variables sean normales, el 

puntaje discriminante se puede calcular como: 

Si = --ln:H - )(i' - 1. ) - hi ecc.3 

el cual es el logaritmo de la funciôn de verosimilitud de la variable "yj". 

Cuando existen sOlo dos poblaciones (por ej. buena a malo), la regla de 

decisiOn para la asignaciOn de un banco en un grupo o en el otro está dada por la 
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diferencia de dos puntajes discriminantes: SI - S2. En tOrminos de la verosimilitud 

normal, la diferencia de los discriminantes serla: 

hi y - In ir 

ecc. 4 

Si se denota el primer sumando de la ecuación anterior como L(Y) y los dos 

ültimos coma c, la regla de decision es la siguiente: asigne el i-ésimo banco al 

grupo de bancos con utilidades altas si L(Y)>c a, al contrario, al grupo con 

utilidades bajas si L(Y)<c. 

Este método estadistico, a pesar de ser muy excluyente, es decir, definir si 

los datos definen a un paciente (o modelo de estudio) en una condiciôn especifica 

sin posibilidad a condiciones intermedias, permite definir condiciones claras de 

pronOstico, to cual Ilevarla a tomar una decisiOn más clara y definida de las 

acciones a seguir. 

Algunos indicadores 

Lambda de Wilks: para determinar la significancia de las variables que se 

introducen, se emptea el estadistico Lambda de Wi/ks que se obtiene de la razón 

entre el determinante de la matriz de variancias y covarianzas dentro de grupos y et 

determinante de la matriz de varianzas y covarianzas total; este se aproxima con 

una F. 

Para saber si una variable es a no significativa para discriminar se realiza una 

prueba de significancia de esos estadisticos de la forma usual. 
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Capitulo 6 

Resultados y Discusiones 

6.1 Curia de viabilidad y  crecimiento 

Los cultivos de FPH, fueron realizados en a diferentes concentraciones de 

As (0.01; 0.05; 0.1 ppm.), presente en el medio de cultivo, por un periodo de 3 

meses continuos de exposiciOn. 

Los datos de viabilidad y crecimiento son los siguientes: 

Tabla 10: tabla de viabilidad y crecimiento, cada 120 horas aproximadamente. 

I   0.01 ppm 0.05 ppm 0,1 ppm control 

Horas Viables Totales Viables Totales Viables Totales Viables Totales 
*105  *105  *105  *105  *.105  *105  *j5 *105  

0 2.5±0.9 2.6±0.9 2.6±0.9 2.5±0.9 2.6±0.9 2.6±0.9 2.6±0.9 2.6±0.9 

120 
60±5 63±9 60±1 65±12 59±5 64±2 66±9 69±8 (tiempo 1) 

240 
63±9 66±9 59±11 66±8 58±6 60±9 65±5 71±11 (tiempo 2) 

360 
61±5 71±8 58±2 62±9 75±2 77±9 65±9 66±3 (tiempo 3) 

480 
61±2 68±5 55±6 59±3 52±6 56±2 66±9 69±5 (tiempo 4) 

600 
55±2 75±5 51±2 65±5 50±9 53±6 63±5 66±5 (tiempo 5) 

790 
52±6 63±5 52±4 75±12 46±6 57±8 62±5 69±7 (tiempo 6) 

1000 
45±6 53±8 41±5 56±8 39±5 49±5 55±2 61±5 (tiempo 7) 

1440 
44±5 49±2 45±2 59±9 38±4 45±9 56±5 62±2 (tiempo 8) 

Nota: Se recolectaron 3 muestras por tiempo para conteo de las células, las cuales se 
contarori por triplicado 
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Figura 19. Gráficos de FPH totales y viables, expuestos a diferentes concentraciones de As 
(Ill). A se presenta la curva control (sin exposiciôn), mientras que B, C y D muestra las 
curvas de FPH expuesto a 0.1; 0.05 y 0.01 ppm respectivamente. 

En la curva de curvas de crecimiento y mortalidad (figura 19), básicamente 

se quiere establecer el come las diversas concentraciones de As (Ill) utilizadas es 

esta investigaciOn afectan la sobrevivencia de las células (FPH) en función de un 

periodo de tiempo prolongado (1440 hrs), para as[ presentar los primeros 

antecedentes de alteraciones en los procesos de celulares que ejerce el arsénico. 

Como se muestra en la figura 19, A indica la curva de FPH control (no expuesto), 

que muestra una tasa de mortalidad prácticamente estable durante todo el periodo 

de trabajo (4.38%), con una pequena baja en el nümero de célu$as totales y viables, 

que esta en relaciOn con el tiempo con el cual se trabajo con las células, efecto que 

absolutamente normal en estas condiciones. Las curvas B, C y D, muestran el 
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crecimiento y viabilidad de FPH expuestos a diversas concentraciones de As (Ill) 

(0.1; 0.05 y 0.01 ppm. respectivamente). Aunque gráficamente no es muy 

evidente, Ia exposiciOn a As(IlI), aumenta la tasa de mortalidad promedio, siendo 

del 5.50% para 0.1 pp.m.; 7.34% para 0.05 p.p.m. y de 8.38% para 0.01 p.p.m., 

además si correlacionamos estas tasas de mortalidad promedio con el nümero de 

células totales por cada experimento (tabla 10), se puede apreciar que a mayor 

concentraciOn de arsénico es menor el nümero de células totales y menor es la tasa 

de mortalidad, lo que puede estar asociado al uso de mecanismos moleculares que 

normalmente se asocia con el crecimiento celular, para la reparación de procesos 

afectados por el Arsénico, teniendo presente que dichos efectos tOxicos no son 

mortales, lo que hace que las células no disminuyan su tasa de viabilidad. 

6.2 Arreqlos 

6.2.1 Macroarreglos 

Los macroarreglos realizados en membranas Clontech, Atlas® Human 

Cancer cDNA ExpresiOn Array (Cat. N° 634513). PermitiO obtener los niveles de 

expresiôn de un pool de células en cultivos expuesta a As (Ill) por 30 dias y su 

correspondiente control no expuesto. Una vez obtenidas las membranas 

hibridizadas y reveladas (figura 20), se procede a generar una imagen digitalizada 

para posteriormente ser analizada por el software Atlas/ma genTM,  el que transforma 

los pixeles de la densidad Optica de la imagen en datos relativos (por no poseer 

unidad dimensional), la correcta determinaciôn de estos valores se logra bebido a 

que el software se gula por una columna y una fila (resaltadas con un recuadro azul 

en la figura 20) formada por "spots" que se hibridizan con cADN de housekeeping, 

de la membrana que permite la correcta alineaciOn Ieyendo ]as coordenadas de los 

genes en la membrana. Al mismo tiempo el software analiza los niveles de 

expresiOn de un grupo de genes (Ubiquitina, fosfolipasa A2, ct-tubulina, -actina, y 
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G3PDH), que se transforman en los controles positivos de la técnica (es cuadro rojo 

en la figura 20). Además los resultados (numéricos) de estos genes (controles 

positivos) permite normalizar los valores de los genes estudiados permitiendo la 

comparaciOn de ambas membranas (control y expuesta a As (Ill)), ya que estos 

valores pueden variar entre hasta 5 veces en términos de densidad Optica (siendo 

el valor máximo permitido para corrección). Para es caso se determinO que la 

membrana de las células expuestas a As (III) 0.05 p.p.m. (figura 20 B), esta 1.693 

veces més densa (en términos de densidad óptica, DO.) que respecto a la 

membrana de las células control (figura 20 A), una vez corregidos los valores de la 

membrana control con el factor de normalización (1.693), se procediO a dividir los 

valores de D.O. obtenidos de la membrana de las células expuestas a As con los 

valores ajustados de la membrana de las células control (D.O.AsID.O.C), to que se 

da como resultado los valores de la tabla 11. En términos simples el resultado de 

esta division da como informaciOn la variaciOn de las cantidades de los mARN, si el 

valor de D.O.AsID.O.C, es mayor que 1 se define el aumento de los niveles de 

expresiOn y silos valores son menores a 1 se define la disminuciOn de los niveles 

de expresiOn, pero si se considera los estadIsticos de confianza (o los errores) 

asociados a procesos experimentales, se generan rangos que permiten definir de 

manera cualitativa dichas variaciones en los niveles de expresiOn, asi los valor 

inferiores 0.499 se consideran como cantidades muy bajos de mARN (verde vivo), 

entre 0.500 y 0.750 (verde lima) se considera como cantidades bajas de mARN, 

entre 0.751 y 1.199 se considera que no hay variaciOn significativa en las 

cantidades de mARN (amarillo), entre 1.200 y 1.399 se asume un leve aumento de 

la cantidad de mARN (color oro), entre 1.400 y 1.699 se asocia a una aiza 

significativa en la cantidad de mARN (anaranjado claro), entre 1.700 y 1.999 se 

asocia a una alta cantidad de mARN (anaranjado) y sobre 2.000 se asocia a una 

gran cantidad de mARN (rojo), en funciOn de la presencia de As. Los valores de la 

tabla 11, además se destacan con colores facititando identificar la condiciOn de los 

niveles de expresiOn de cada mARN. 
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Tabla 11. Se indica la razOn existente entre los valores (DO,) de las células expuestas y el 
control, se destacan en calipso los valores de los genes de interés, p16 (A3g), DAPk1 (1331), 
Rb1 (137f) y MGMT (C2g). 
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Figura 20. imágenes digitalizadas de las membranas Clontech, A) es la imagen de la 
membrana donde se aplicaron los mARN (cADN en estricto rigor) de las células control y B) 
es la imagen de Ia membrana donde se aplicaron los mARN de las células expuestas a 
As(lll). En recuadro azul se destacan la columna y fila de los spots para los mARN de 
genes housekeeping, para alinear las membranas en el software de anãlisis, y en rojo se 
destaca la posiciôn de los controles positivos. 
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De los valores obtenidos, los primeros resultados a destacar son los 

referentes a los genes de estudio de esta tesis (destacados en calipso en la tabla 

11). Para el caso de p16 (coordenadas A3g) los niveles de expresiOn no varlan 

sign ificativamente en las células expuestas a As (Ill), arrojando un valor de 1026. 

En el caso de Rb1 (coordenadas B70, se ye un aumento significativo en la cantidad 

de su mARN por la presencia de As (III), presentando un valor de 1.298. Luego spot 

que señala la posiciOn de DAPk1, ubicado en las coordenadas B31, acusa la 

presencia de una gran cantidad de mARN, presentando una valor de 2.287. 

Finalmente en el caso de MGMT (coordenada C2g), se aprecia una valor bajo de 

las cantidades mARN, presentando un valor de 0.668. Los resultados de estos 

cuatro genes presentan valores dentro de lo esperado, ya que en el caso de los 

genes asociados a regulacion de ciclo celular (p16 y Rb1), estos están en el rango 

de estimaciOn que permite inferir que sus niveles de expresion no son 

significativamente afectados por la presencia de arsénico, a pesar que Rb1 

presente un valor considerado significante, este se encuentra en el limite inferior de 

dicho rango, lo que permite asociar dicho valor a procesos normales de regulacion 

de ciclo celular u otro mecanismo molecular en que participe Rb1 y que coincidiera 

con en el momento de realizar la extracciOn del mARN. Para el caso de DAPk1, las 

proyecciones y la informaciOn bibliografica, también coinciden con el aumento de 

las cantidades de mARN, justificándose, por el largo periodo de exposición al As 

(Ill) por parte de la célula, lo estaria generando un nivel de dano, que estaria 

gatillando la maquinarla de muerte celular programada, donde DAPk1 es un 

importante y polifuncional regulador, para el caso del modelo desarrollado en el 

estudio in silico, DAPk1, estaria inhibiendo a ERK, quien a su vez es inhibidor de 

procesos apoptOticos tipo I, pero también DAPk1, induce procesos apoptóticos tipo 

II, estimulando a Syntaxin-1A, proteina asociada a la autofagia celular. El caso de 

MGMT, presenta reportes bibliográficos [Jacinto, F. & Esteller, M. 2007] de una 

disminuciôn tanto a nivel proteico como a nivel mARN, y que en la actualidad esta 

asociado inequivocamente a procesos de metilación del promotor asociado a 

MGMT, entendiendo que esta disminución se relaciona con el aumento de DAPk1, 

en el contexto de que las células al no poder reparar el daño causado por el 
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arsénico, disminuiria la formaciOn de proteinas reparadoras dando iniclo a la 

smntesis de las proteinas asociadas a procesos de muerte celular programada. 

En un aspecto más global, los resultados del macroarreglo, están 

organizados (ordenados asi en la membrana y no reacomodados), en cuadrantes, 

los que están identificado en letras mayüsculas (de la A a F, tabla 11), estos grupos 

asocia genes que se relacionan con procesos celulares definidos, asi podemos ver 

que el cuadrante 'A", presenta una tendencia general a la disminuciOn de mARN, 

en este cuadrante se presentan los genes que sintetizan proteinas involucradas en 

ciclo celular, principalmente ciclinas, cdks, inhibidores de cdks, etc. Para el caso del 

cuadrante "B', este asocia genes con procesos de muerte celular programada, para 

el cuadrante "C" se agrupan los genes que sintetizan proteinas involucradas con la 

mantenciôn y reparación genômica, y receptores intracelulares (principalmente de 

nUcleo). En el cuadrante "0" se encuentran genes que generan proteinas de 

adhesiôn celular y receptores de membrana, en el cuadrante "E" esta la informaciOn 

para genes asociados a señal celular y comunicación extracelular, y en el 

cuadrante "F" se organizan genes de citoesqueleto, efectores y moduladores. La 

tendencia de los cuadrantes A, D, E y F es el de disminuir las cantidades de mARN 

siendo 40%; 64%; 50% y 56% respectivamente los valores significativamente bajos, 

siendo indicativo que los procesos de evoluciOn normal de la célula están siendo 

minimizados y que simultáneamente los mARN de las proteinas asociadas a 

muerte celular programada están a lo menos presentando un aumento significativo, 

ya que entre los valores no significativo y los que aumentaron en cualquier 

magnitud, conforman el 82% de los resultados del cuadrante (cuadrante B); en el 

caso del cuadrante C, se clasifica como un cuadrante en "equilibrio", ya que existe 

una proporcionalidad entre el nUmero de valores que suben (aprox. 38%) y bajan 

(aprox. 40%), en este contexto es evidente que un nümero significativo de las 

células en cultivo estãn por ingresar a un proceso apoptosis, fenOmeno que explica 

el aumento de la tasa de mortalidad de las células expuesta a As (III), que se 

evidencio en los resultados de crecimiento y viabilidad (punto 7.1). 
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Dos grupos de personas, uno 

proveniente de trabajadores 

laboralmente expuestos a humos de 

fundiciôn y el otro grupo control. Este 

ültimo grupo fue considerado para 

estimar los valores referenciales 

(normales) de expresián, para cada 

uno de los genes estudiados. A los 

grupos de trabajo se le tomaron 

muestras de sangre. A partir de 

estas, se purificaron linfocitos los 

que posteriormente fueron 

almacenados en nitrógeno lIquido. A 

la poblaciôn control (de Ia Region de 

Valparaiso) se le extrajo sangre y se 

purificaron linfocitos, luego se 

procediO a extraer ARN total de 

ambas poblaciones. Ambas 

preparaciones de ARN total fueron 

analizadas mediante microarreglos 

6.2.2 Microarreglos 
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trabajadores laboralmente 
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FIGURA 21. Muestra representacián de un 
segmento del microarreglo con relaciOn al 
modelo in silico reahzado y ciclo celular, 
indicando la organización cluster, con un 
dendograma. 

Los GeneChip de microarreglos "cDNA microarrays human 10K" de la 

empresa Affymetrix® utilizados, son de 10000 genes, de los cuales se analizO sOlo 

aquellos genes que claramente presentan un connotaciOn fisiolOgica en el contexto 
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de nuestro análisis, ya que muchos de los genes que evidentemente variaron sus 

niveles de expresión (en todo el microarreglo) no han sido aCm relacionados con 

una funciOn directa. Dado el costo de este análisis se seleccionaron los siguientes 

genes que se encuentran asociados o relacionados con el modelo generado en el 

estudio in si/ico, realizado al inicio de este estudio (tabla 12). 

labia 12. Lista de genes seleccionados del Microarreglo y analizados por agrupamiento 
jerãrquico. 

ATR 1 YWHAE PTTGIP DAPk1 PDPK1 
AIR 2 ANAPC7 RARB BCL2 E2F8 
Rb1 ANAPC1 YWHAB E21`3 FOX03A 
CDC14A ERBB2IP EMR1 ELAC1 IFDP1 
SKP2 ITGAE CKS1B MGMT YWHAZ 
E2F4 MAP2K1 CDKN2C CDK6  WED 
ITGAV PAK2 PCNA AKT3 - EGFL6 
PLCG1 GRB2 CCNA2 PRKCA SH3GL2 
flGB2_____ CCNH  PITG1 CREBBP RASSF4 
ITGB1 TGFB1 CDKN2D PRKDC CCND1 
11GB4 CHEK1 CDK2AP2 NFKB1 PKMYT1 
RXRB ITGAM GSK3B PIAS1 PLK1 
SIK4 CDC2 NFKBIA PTEN BUB1 
CCND3 MAX CDC20 MYCL1 KRAS 
RBBP4 HDAC11 FHIT E2F2 SP1 
CDC7 CDK2AP1 PTK2B RBL1 HRASLS3 
MDM2 PIK2 ARAF MAPK1 GADD45G 
BUB3 YWHAH PLAS2 SMAD2 LAMC1 
SMC1A CDC25B MYC  GAB-1 RXRG 
CDC6 BCL2 BAD EDTL3 CDC25A 
CDKN2A MCM2 SOS1 ERBB2 CASP9 
IIGA10 HDAC10 APAF1 CKS2  

1P53 11GA213 rrGAL RBBP6  

CDK4 11GB5 CCND2  
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Referente a los genes de interés la informaciOn arrojada por los 

microarreglos, es la siguiente: 

P1 P2 i P3 P4 I P5 i P6 
RB 

I 0.5533 1.4085 1.3026 1.2238 1.2509 11,2590 
p16 0.9761 C. 0782 0.7888 0.010 9.9090 

DAPk1 1.4441 11 1.7611 1 2381 0.8077 1 05091 0.9899 
MGM. 1 J128 1 15344 15321 01923 177 1.51g5 

Figura 22. Muestra los valores mediciôn de los genes de interés de cada paciente 
seleccionado y confrontado contra el pool del grupo control. Además se indica dendograma 
de la distribuciOn jerárquica de los pacientes entre ellos, cabe recordar que esta 
jerarquizaciôn se hizo con todos los genes del microarreglo. 

De la misma manera que con los valores de macroarreglos, los resultados 

que se presentan en los microarreglos son la razOn (divisiOn) existente entre las 

muestra de los personas expuestas y el pool de personas control (esto significa que 

una vez seleccionados los mARN con la calidad necesaria para el ensayc, de las 

personas control, se genera una mezcla ünica que se utiliza con cada persona 

expuesta), he identificando los bajo niveles de mARN con valores menores que I y 

el aumento de las cantidades de mARN, con valores superiores a I, de igual 

manera, pero esta vez de manera estandarizada por procesos estadisticos, se 

definen rangos de niveles de mARN, que se destacan con colores. Muy bajo nivel 

se define al resultado inferior a 0.51000 (verde vivo); un bajo nivel de mARN se 

define en el rango de 0.5001 a 0.7000 (verde); un nivel de variaciOn no significativo 

presenta un rango de 0.7001 a 1.0999 (amarillo), un valor moderadamente alto esta 

entre 1.1000 y 1.1999 (amarillo oro), los valores entre 1.2000 y 1.6900 (anaranjado 

claro) se consideran como un alto nivel de mARN; un nivel alto de mARN se 
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clasifica al valor entre 1.6901  y 1.9999 (anaranjado) se asume un muy alto nivel de 

mARN y cualquier valor sabre 2.000 (rojo) se considera una gran cantidad de 

mARN. 

Para el caso de p16
INK4

,  independiente de la persona expuesta, este 

presenta un nivel de mARN normal (0 de variaciOn no significativa), lo que es 

indicativo de que los mecanismos de regulaciôn (epigenetica y proteica) de la 

expresiOn de los mARN son normales, aunque debe ser considerado que en los 

seis casos, los valores numéricos presentan una tendencia a la disminuciOn del 

mARN, de manera que se puede especular con la posibilidad de que p16 este bajo 

sus niveles de mARN, coma consecuencia de la exposiciOn a As, pero se insiste en 

la idea que solo es una especulacion, pero esta hipotesis se ye reforzada al ver el 

análisis de otra proteinas de la familia de p16INK4/CDKN2A (p15INK4/MTS2 , p4ARF) en el 

microarreglo (datos numéricos no mostrados), estas presentan una más clara 

evidencia de la disminuciOn de los niveles de mARN. 

Para el caso MGMT, con solo la excepciOn del paciente n° 4 que presenta un 

valor sin variaciôn significativa, los demàs presentan elevados los nivele de mARN, 

lo que una muy clara senal de un dana a ADN y del funcionamiento de maquinarias 

de reparaciOn del mismo. Otras metiltransferasas como FRMT2, COQ 3 homolog, 

DMNT1 y 3, As3MT, presentan también elevados niveles de mARN. Esto Ileva a 

concluir que a los niveles de metilaciôn están siendo afectados, lo que hace 

necesario presentar altos niveles de metiltransferasas, y esto puede ser atribuido a 

la exposiciOn crônica a As, el cual se relaciona directamente con variaciones de 

metilaciones normales. 

Los niveles de mARN de Rb1, en términos generales presentan una 

marcada alza de los niveles de mARN, con excepción del paciente n° 1, que 

presenta el efecto opuesto. En el contexto general el alza de estos niveles se puede 

asociar a la necesidad de detener procesos de sintesis de ADN, durante el proceso 
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de reparacion que esta (o estaria) ejerciendo MGMT a alguna protelna reparadora 

de ADN. Para el caso del paciente n° 1, el bajo nivel de Rb1, junto con el alto valor 

de MGMT, permite especular en la posibilidad que este en un estadio más 

avanzado de dano al ADN, to que estaria asociado, quizás, a una mayor posibilidad 

de iniciar transformación celular. 

En el caso de DAPk1, presenta la mayor variabilidad de resultados entre los 

pacientes, segmentando el análisis de los resultados en la siguiente forma, para el 

caso de los pacientes 1; 2 y 3, se presentan elevados valores de mARN, to que 

permite pensar en la posibilidad de estar en presencia de una regulacion negativa 

de la muerte celular programada tipo I, ya que DAPk1, estaria inhibiendo a ERK, 

quien regula de manera negativa la apoptosis. En el caso de los paciente 4 y 6, 

estos presentas resultados que no son significativamente alterados, aunque 

presentan una tendencia a la baja. En el caso del paciente n° 5, este presenta un 

valor muy bajo en los niveles de mARN, que en conjunto con los altos niveles de 

MGMT y Rb1, permiten especular que el daño al ADN esta superando a los 

procesos de reparaciOn, que es necesarlo comenzar a activar los procesos de 

muerte celular programada tipo I (regulada por DAPk1). 

En el contexto de el grupo de genes seleccionados del microarreglo, se 

realiza una jerarquizaciOn de los niveles mARN, y se hace evidente el 

"agrupamiento" de genes que presentan caracteristicas muy semejantes de 

funcionalidad, en donde la genes asociados a receptores (Ej. EGFR; ERBB2), 

intermediarios de señalización (Ej. MAPk1, ERK), proteinas nucleares (Ej. E2Fs, 

Rb1), presentan, en términos generales, valores que están considerados 

"normales" (es decir, sin variaciôn significativa) y genes asociados a procesos de 

regulacion directa, y por to tanto sensibles a las variaciones toxico-fisiolOgicas que 

se presentan (exposiciOn a As), muestran los valores más disimiles que no se 

aglomeran en ningUn grupo de genes de relaciôn directa (cluster prOximo)sino mãs 

bien se encuentran solo o formando parejas, esto se evidencia al analizar si la 
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distribuciOn de la variable coincide con la distribuciOn esperada, observándose el 

alejamiento en los datos de valor extremo con respecto al valor esperado (figura 

23). 
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Figura 23. Se presentan en gráficos de probabilidad Q-Q "sin tendencia", muestra el 
alejamiento de normal estimada (0 en eje y) de los valores extremos (en la mayoria de los 
casos) en circulos rojos, de los valores entregados en el microarreglo. Esta información 
permite corroborar estadIsticamente Jo que se encuentra en la jerarquizaciOn de los 
resultados, es decir, los genes de baja capacidad de agrupamiento son los que presentan 
valores de los niveles de mARN muy altos o muy bajos, alejándose de la expectativa, la 
tendencia de los datos en azul. 

Los gráficos de probabilidad Q-Q "sin tendencia", permiten apreciar que 

independiente de la magnitud de los valores de cada paciente, estos presentan una 

misma tendencia, mediciones que se alejan tanto de la normalización, como de la 

tendencia de los datos, los datos que están por sobre 0 (cero, como valor 

estandarizado observado eje X), son los valores que se asocian al aumento de los 

niveles de mARN, mientras que los valores que están por muy debajo este valor 0, 

son los que presentan bajos niveles de mARN, es decir, tanto los valores que salen 
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por muy sobre la norma coma par muy bajo la norma, son los que están afectados 

por As(llI). 

6.3 Metilaciones 

En el caso de las metilaciones, estas presentaron resultados compiejos, ya 

que no respondieron a un proceso secuencial (o un "cinética" de metilaciOn) como 

se esperaba, pero esta informaciôn hay en dia se condice con la literatura asociada 

al tema [Esteller, M. etal. 2001; Esteller, M. 2005; Laird, P. W. 2005], en donde se 

ha reportado que las metilaciones son evento prácticamente exciusivos en el 

desarrollo de diferentes tipos de canceres y que a medida que se trata de ubicar la 

metilaciOn de más de un promotor (a más de un gen), las posibilidades son muy 

baj as. 

Se utilizo coma control de los ensayos de FOR, a 3-actina (con un amplicOn 

de 97 bp), coma se indica en la figura 24. 

b 

- 
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Figura 24. Control de 3-Actina para PCR de metilaciones, Gel de agarosa al 1%. 

Programa de Doctorado en BiotecnologIa PUCV-UTFSM 68 



En el caso de los genes de interés, se aprecia que DAPk1 presenta la mejor 

calidad de amplificación y par lo tanto de señal en las bandas de mutilaciôn (figura 

25). 
1 2 3 4 5 6 7 8 

A PM MU MU MU MU MU MU MU MU 

B 
6 7 8 

PM MU MU MU MU MU MU MU MU 

. 100 106 bp 

1 2 3 4 5 6 7 8 
PMcMU MU MU MU MU MU MU MU 

•'I.;y t4 

Figura 25. Se presentan geles de agarosa (1%), donde se presentan las señales de 
metilaciOn de DAPk1, expuesto a diferentes concentraciones de As (Ill); A FPH sin As; B 
FPH 0.01 ppm. y C 0.05 ppm. y en el caso del gel C además va incorporado un control 
negativo (C). 

Las variaciones de metilaciOn de DAPk1, de FPH expuestos a diferentes 

concentraciones de As(lIl), donde se hace evidente las variaciones de metilaciones, 

pero de manera irregular, tanto a medida que transcurre el tiempo en una misma 

muestra, como cuando se varia la concentraciOn de As (Ill), 
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DAPk1 IOD max 0.05 

Figura 26. Se muestra a través de gráfico de barras los valores de intensidad óptica 
maxima, de los geles de anáfisis de metilación de DAPk1 a diversas concentraciones de As 
(Ill). 

El anélisis de la IOD (Intensity Optic Density) maxima, de los geles de 

DAPk1, muestra que existe un aumento entre las muestra en la intensidad de las 

bandas correspondiente a la metilación, pero no se aprecia una clara disminución 

de la bandas correspondientes a la no metiladas (o desmetiladas) si se compara 

muestra a muestra en funciOn de la concentraciOn de As (Ill), referente a Pa 

correlaciOn temporal en función de una misma concentraciOn, no es claro que exista 

un influencia significativa del tiempo de exposiciOn a las diferentes concentraciones 

de As, con lo que respecta a los niveles de metilaciOn. 

Los resultados asociados a p16, son menos claros en sus datos, esto porque 

la intensidad de la banda hace que cueste més el análisis densitométrico (figura 
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28), pero que al igual que DAPk1, se puede definir metilaciones del promotor de 

p1 

1 2 3 4 5 6 7 8 
MU MU MUMU MU MUMU MU 

Figura 27. Se presentan geles de agarosa (1%), donde se muestran ]as señales que 
acusan la metilaciOn de p16, expuesto a diferentes concentraciones de As (Ill): A FPH sin 
As; B FPH 001 p.p.m. y C 0.05 ppm. y en el caso del gel C además va incorporado un 
control negativo (C). 

lOb max p16 100 max p16  0.05 

C3 M 

a  

£00 wax p16  0.1 

0 M 

Figura 28. Se muestra a través de gráfico de barras los valores de intensidad Optica 
maxima, de los geles de anãlisis de metilaciôn de p16 a diversas concentraciones de As 
(Ill). 
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Para el caso de Rb1, candad de la banda es un poco mejor, pero al igual que 

los casos anteriores, no se presenta un patron de metilaciôn que sea dependiente 

de la concentraciôn de As (Ill) o del tiempo, solamente se puede detinir si hay a no 

metilación, lo que se evidencia en el análisis densitométrico, y Ia grãfica de dichos 

anãlisis, donde no se puede apreciar ningUn tipo de t6endencia definida, ya sea en 

los resultados de bandas no metiladas a de las bandas metiladas (figura 30) y solo 

queda resaltar que a pesar de la irregularidad no existe un aumento sostenido de la 

metilaciOn. 

i 

Figura 29. Se presentan geles de agarosa (1%), donde se muestran las señales que 
acusan la metilaciôn de Rb1, expuesto a diferentes concentraciones de As (Ill); A FPH sin 
As; B FPH 0.01 p.p.m. y C 0.05 ppm. y en el caso del gel C ademãs va incorporado un 
control negativo (c). 

FILj1 Ui.tll__ 

lOt) 00 00), ,p 

100 00 0.1 pp0 

00 

Figura 30. Se muestra a través de grafico de barras los valores de intensidad Optica 
maxima, de los geles de anãlisis de metilaciôn de Rb1 a diversas concentraciones de As 
(Ill). 
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En el anáhsis de MGMT, se presento la dificultad de la mala calidad de la 

digitalizaciOn de la imagen, ademãs de baja capacidad de amplificación del POR, tal 

vez por la baja cantidad de producto de RT (10 ng), pero se puede apreciar un leve 

aumento de las bandas que acusan la presencia de fenômenos de metilaciôn, 

resultados que se hace más evidente por el análisis densitiométrico, que es capaz 

de determinar las sutiles variaciones de intensidad de los pixeles, bandas que si 

son apreciables de forma directa en transluminador UV, con el filtro adecuado. 

1 2 3 4 5 6 7 8 
PM UMUM UM UM U M U H U M tJM 

AC - -- -- - - 

1 2 3 4 5 6 7 8 
- 

1 U N U N Y -; N U N U N PM 

1 2 3 4 5 6 7 8 
PM UHUM UMUMUM UM UM UM 

I .:. . 

1 
Figura 31. Se presentan geles de agarosa (1%)7  donde se muestran las señales que 
acusan la metilaciOn de MGMT, expuesto a diferentes concentraciones de As (Ill); A FPH 
sin As; B FPH 0.01 ppm. y C 0.05 ppm. 

iF 

 

Figura 32. Se muestra a través de grãfico de barras los valores de intensidad áptica 
maxima, de los geles de análisis de metilaciôn de MGMT a diversas concentraciones de As 
(Ill). 
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En el caso MGMT, este es el ünico de los genes estudiados en metilaciOn, 

que presenta una superioridad densitométrica en las bandas asociadas a 

metilaciOn, con respecto a las no metiladas. Apreciàndose claramente en la 

exposiciOn a 0.05 p.p.m. de As (Ill). Esta condiciOn puede ser asociada a que 

quizás a estas concentraciones de As, se esté afectando la calidad del ADN, lo que 

permite tener expuesta la region del ADN donde se presenta el promotor de MGMT 

para iniciar procesos de transcripciOn y poder asi mARN de MGMT, y 

consecuentemente la proteina para poder reparar el ADN afectado. Evento que no 

estaria ocurriendo con los otros genes en estudio lo que hace irregular los procesos 

de metilaciOn, ya sea por las diferentes concentraciones de arsénico, como por el 

tiempo de exposiciOn. 

Ahora bien, independiente de calidad de la metilaciOn, esta ocurre en los 

cuatro genes y si se revisa el control de FPH no expuestos no presentan banda que 

evidencie una metilación (en ninguno de los casos, figura 33). El resultado de mejor 

calidad es DAPk1, y si este se compara con la condiciOn que presenta las células 

control de cancer broncopulmonar, se aprecia presenta la misma tendencia que las 

células del tipo NSCLC (GA0042) y la SOLO (1310002) (figura 33). Para el caso de 

p16, que también acuso la existencia de metilaciOn por presencia de As, presenta el 

formato solo de las células del tipo NSCLC, caso similar presenta MGMT, es decir, 

p16 y MGMT, en presencia de As, no estarian respondiendo al modelo de células 

cancerosas tipo SOLO. Finalmente el caso de Rb1, es un poco dificultoso de 

comparar con el control, ya que los niveles de metilaciOn de las células control no 

es muy buena, esto de todas formas coincide con lo reportado en la literatura sobre 

metilaciOn, retinoblastoma y cancer broncopulmonar, esto es que la metilación es 

baja tanto en calidad como en cantidad (nCimero de casos estudiados) [Esteller, M. 

et. al. 2001], pero esta informaciôn es clara en lo referente a pacientes, y no hay 

una referencia clara de Rb1 en modelos celulares, por Ic tanto se generO un 

registro dare el As, si genera una metilaciOn en Rb1, pero que esta se puede deber 

al tipo de homeostasis que se genera en modelos celulares y que a pesar de la 
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calidad de los controles, se esta respondiendo al modelo de las células tipo 

NSCLC. 

C GA0042 610002 C 610002 GA0042 

MGMT 

• ± Tii 
p161Nc4A 

22~ 

C B10002 0A0042 C GA0042 610002 

U MUM U M u MUM U M 

In DAPk1 
Rbl 

Figura 33. Se presentan los controles de metilación de los cuatro genes en estudio, donde 
C, es el control de no exposiciôn a As (Ill) a las 600 horas, mientras que B10002 es el 
control de células cancerosas del tipo SCLC y GA0042 es el control de células cancerosas 
del tipo NSCLC. 

6.4 PCR en tiempo real (gPCR) 

Los resultados del qPCR, se generan en el software del equipo LygthCycler 

2.0, en donde lo imprescindible es la generaciOn de la curva de calibrado ya sea 

con un patrOn interno, es decir, la misma muestra generada en cantidades 

conocidas a través de la amplificaciOn de por plásmidos, 0 como se utilizo en esta 

tesis, a través de un patrOn externo, para este caso GADPH, aconsejado cuando la 

cuantificación se realiza por métodos espectrofotométricos (anexo III). Para el caso 

de esta curva, se realizO tres veces y cada punto de la curva a medir a su vez esta 

par triplicado; con un total de cinco diluciones, conformando asi la curva 

almacenada para la cuantificaciOn de las muestras, las muestras por su parte 

fueron realizadas 2 veces y medidas una vez cada una. Inicialmente se cuantificO la 

cantidad de 100 ng producto de la reacciOn de RT, en un volumen de 50 VLL, de la 

cual se tomo una ailcuota de 2 l-tL, diluyéndolo a un volumen final de 20 L, y de la 

misma forma se generO una diluciOn seriada, con la que se realizO la curva patrOn 
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de GADPH. Para el caso de las muestras también comienzan de 100 ng del 

producto RT, con su correspondiente partidor reverso (tabla 5). 

— 00 J  
QQ0Q000 0 

P cO0G)0 'IT  (\J  

IIII IIII oz 
M CL QQOO.00QQ<O 

LL LL LL LL  

Figura 34. A) Control de GADPH para qPCR, Gel de agarosa al 1%. B) muestras de 
punficaciOn de mARN de las distintas muestras en gel de agarosa al 1.2% 

En la figura 35, se muestran los reportes del software de LigthCycler 2.0, de 

la curva patrOn, en donde se aprecian el reporte de obtenciOn de datos, coma la 

curva control per Se, en donde los datos de la curva son: coeficiente de regresiOn 

(r), -0.98; el valor de intercepto (en eje Y, Cycle Number), es 20.08 y la pendiente 

es de -2.468 [n° de ciclosl (log .tgI.iL)]. 

............ 
Orcb *WNW Log C-kfico 

Figura 35. Se presenta el reporte del software de LightCycler 2.0, relacionado con la 
obtenciOn de los datos de la curva patron de GADPH, a la izquierda la curva de mediciOn 
de fluorescencia de las muestras y a la derecha la regresiOn lineal generada con los datos. 

En la figura 36, se presenta la secuencia de eventos en la obtenciOn y 

procesamiento de los resultados de qPCR, primero se obtiene intensidad de 

fluorescencia de la sonda asociada al amplicOn de los genes en estudlo, e 

identificando las muestras en funciOn de su tiempo de crecimiento y/o exposiciOn, 

asI como a las cantidades de As (Ill) a la que se expusieron. Una vez obtenida la 

mediciOn de fluorescencia, se ajustan y extrapolan con la curva de calibrado de 
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patron externo realizada para La cuantficaciôn de la cantidad de cADN, generado 

en el qPCR, para esto siempre es necesario cada vez que se ejecuta una mediciOn 

incorporar un muestra con un punto de la curva patrOn (con el cual es software de 

LigthCycler 2.0 corrige los valores). En el tercer paso los valores ajustados de las 

muestras en estudio, se tabulan entregando el resultado de cantidad (en ngI.tL) de 

cADN producido en cada ciclo del qPCR. Finalmente se define un ciclo y se 

seleccionan las cantidades calculadas de producto PCR. Estos resultados 

tabulados (tabla 13), se grafican para analizar la evoluciOn de las muestras. 

Li-lhtcy~ler 2.0 

T1ooi6r 
ide.d...g eAtdl - - 
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software en fonción 
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ext rer.ctocic.n 
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-ut. a do 
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41 

Figura 36. Se muestra los pasos a seguir en el análisis de las muestras para obtener los 
resultados en forma grafica. 

Una vez graficados los resultados de los qPCR (figura 37), se hace posible 

apreciar, las diferencias en los resultados tanto en funciOn del tiempo, como en 

funciOn de la concentraciOn de As (Ill), pudiendo ser clara la influencia del As. Para 

el caso de DAPk1, lo primero a destacar, es la influencia en los niveles de 

expresiOn del gen, ya que a tiempo 7 (equivalente a 1000 horas de exposiciOn), la 
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muestra control se presenta más de 1000 veces más que los otros tiempos 

controles, fenómeno que también se repite en los FPH expuesto a 0.01 ppm. de 

As (Ill), pero que en el caso de las 1000 horas, el nivel de muestra cuantificado es 

10000 veces más, diferencia que puede ser atribuible al As. En el caso de la 

exposición a 0.05 p.p.m. de AS, no solo se ye incrementado el nivel de muestra a 

las mil horas, sino que también el de tiempo 5 (correspondiente a 600 horas de 

exposición) y que en ambos casos son superiores a las 10000 veces los tiempo 1 y 

3. Finalmente en la exposiciOn a 0.1 ppm. de As, los niveles de DAPk1, se 

presentan totalmente elevados, haciendo indistinto los tiempos de exposición, pero 

que si se compara a nivel los mismo tiempos es evidente que el As comienza a 

ejercer influencia desde de el tiempo 1 (o 120 horas) en comparación a las otras 

concentraciones de As y es control. Esto queda mucho mejor reflejado en el grafico 

3D de DAPk1, en donde se puede apreciar el efecto del As y el tiempo 

simultàneamente, pudiendo definir el claro efecto del As, y las tendencia que toman 

los niveles de exposición, en función de ambas variables fijas. 

Para el caso de MGMT, el grafico de los datos, muestra un comportamiento 

un poco más complejo, ya que los niveles de expresión se yen aumentados en 

tiempos intermedios de exposición más que en algün extremo, esto puede ser 

razonablemente explicado porque a cortos tiempos de exposición al As, recién se 

estaria comenzando a censar el daño al ADN, por parte de las maquinarias 

moleculares adecuadas, mientras que a muy largos periodos de exposiciôn pudiese 

ser que los censores del daño al ADN, reporte un daño irreversible y que por lo 

tanto ahora se estén gatillando procesos de muerte celular programada. Esto que 

mucho mejor plasmado al revisar el gràfico 30 de MGMT, en el cual se aprecia un 

aumento al inicio de los tiempos de exposiciOn y una disminución en los mayores 

tiempos de estar expuesta a As, pasando por un pick en los tiempos intermedios, el 

mayor efecto también se ye influenciado por la mayor concentraciôn de As. La idea 

de la relación entre la disminuciOn de los procesos de reparaciOn (MGMT) y el 

aumento de procesos de apoptosis, toma fuerza al revisar los resultados de DAPk1 

(regulador apoptOtico), ya que a mayor nivel de DAPk1, y siguiendo un proceso 
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lógico se estarian inhibiendo a ERK, quien es inhibidor directo de la muerte celular 

programada tipo I. 

En el caso de retinoblastoma (Rb1), no existe una tendencia definida o clara 

que pueda ser atribuida a la presencia de As, en sus diversas concentraciones, o al 

paso del tiempo, y el anàlisis en los gráficos 3D de cantidad cADN v/s tiempo v/s 

concentraciôn de As, no indican un tendencia clara, más bien se ye una distribuciOn 

pareja de los resultados, aunque a simple vista parezca lo contrario, ya que estos 

resultados son los menos diferentes entre si y por lo tanto hay una desproporciôn 

en comparacion a los otros graficos, tanto de barra como en 30 (los valores 

presentan un diferencia menor a las 100 veces). 

Finalmente el caso de p16 <4a, este presenta una clara tendencia, tanto en 

relación at tiempo como a la concentraciôn de As a la que se expusieron las 

células. En este caso la influencia del As y el tiempo es a disminuir los niveles de 

p16, que se aprecia claramente en las graficas de barra como en la gráfica 3D, es 

eve y es gradual para el caso del análisis del tiempo, visto en la muestra control sin 

arsénico donde la diferencia se aprecia claramente a tiempos de 600 y 1000 horas. 

Mientras que la presencia de As, hace que la disminuciOn sea drástica. La 

disminuciôn de p16 en presencia de As (cualquiera de sus concentraciones) se 

asocia a Pa posibilidad que el As, este afectando los procesos de muerte celular, 

generando asi el inicio de procesos de transformaciOn celular, aunque esto debe 

ser corroborado con otro tipos de marcadores moleculares, como antigenos de 

proliferaciOn celular nuclear, p120, Ki-67/MIB, AgNOR, Fas/FasL, EGF, algunas 

ciclinas, etc. [Chimenos-Küstner. E. et.al. 2004]. 
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Figura 37. Se presenta graficos de barra de los resuitados procesados por el software de 
LigthCycler 2. 0, para cada uno de los genes en estudio. A) DAPk1; B) MGMT; C) p16 y D) 
Rb1. El nivel de certeza de todos por resultados es de 97.5 (p>0.25). 
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Tabla 13. Resultados de qPCR de diferentes muestras de productos RT a una 
concentraciôn inicial de 2 ng4tL. para los valores como <1010,  se indica que el la 
sensibilidad del equipo no los puede cuantificar, pero tampoco se asumen como que no 
existiera amplificaciOn. 

Tiempo de 
exposición 

horas 

Concentraciôn de 
As (Ill) p p.m 

P16 ngltL Rb1 ngIiL MGMT ng/jit DAPk1 ng4tL 

120/tiempo 1 0 <10'°  3.235*1 Q.5 1.247*10-5  <10.10  

360/tiempo 3 0 7.693*10.7  2.482*10.6  <10`0  5.191*10' 

600/tiempo 5 0 <10.10  2.813-1  0-5 1.034*10.4  <10- 10 

1000/flempo 7 0 577*10.3  5.629* 10-5  1.538*10-5  <10.10  

120/tiempo1 0.01 <10.10  1. 093*10-4  5.279*10-3  8.562*10-7  

360/tiempo 3 0.01 6.583*10.3  5.215*10 9,281*10.5  5.22-1 0-5 

600/tiempo 5 0.01 <10.10  7,305*10.6  1.964*10-3  4.891 *10 

1000/tiempo 7 0.01 2.025*10.4  1.469*10 <10.10  8.442*10-3  

120/tiempo 1 0.05 <10.10  6. 818*10-5  2.206*10.4  <1Q 10  

360/tiempo 3 0.05 2.047*10-5  1.098*10.4  <10.10  2.251 *10 

600/tiempo 5 0.05 <10.10  2.017*10 5  2.369*10-7  3.180*10.5  

1000/tiempo 7 0.05 <10 10  4102*10.6  3341*10.5  <10.10  

120/tiempo 1 0.1 <10 10  5.083*10-5  <10.10  <10 10  

360/tiempo 3 0,1 <10 10  5.439*10-5  <10.10  2.268*10 

600/tiempo 5 0.1 <10.10  1.028*10.4  <10.10  <10.10  

1000/tiempo 7 0.1 <10- 10 8.429*10 6  <10.10  <10.10  
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Figura 38. Se muestran los gráficos 3D do DAPk1 (A) y MGMT (B), en donde se puede apreciar las tendencias de las cantidades de 
cADN cuantificadas en qPCR, dependiente tanto del tiempo como do la cantidad do As a la que se expusieron los FPH. Tiempo I 
(120 horas), tiempo 3 (320 horas), tiempo 5 (600 horas) y tiempo 7 (1000 horas). 
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Figura 39. Se muestran los gráficos 3D de Rb1 (A) y p16 (B), en donde se puede apreciar las tendencias de las caritidades de cADN 
cuantificadas en qPCR, dependiente tanto del tiempo como de la cantidad de As a Ia que so expusieron los FPH. Tiempo 1 (120 
horas), tiempo 3 (320 horas), tiempo 5 (600 horas) y tiempo 7 (1000 horas). 
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6.5 Modelo Estadistico 

Como ya se describiO, el modelo estadistico con el cual se pretende generar 

una tabla critica, es decir, la combinaciOn de valores (informaciOn) en donde se 

deba prestar màs atención at paciente, para asi minimizar el riego a la formaciOn de 

un cancer broncopulmonar, se realiza en Análisis de Multiples Variantes, con 

variables de dependencia, en un análisis discriminante. Método estadistico 

frecuentemente usado en estudio clinicos [Perez, C. 20041. Para facilitar este tipo 

se análisis se utiliza el software comercial SPSS (Statistical Package for the Social 

Sciences) 15.0, el cual una vez definidos las variables a considerar permite generar 

una tabla discriminante del análisis de pacientes. 

El análisis de n individuos en los que se han medido p variables cuantitativas 

o "explicativas" y variables cualitativas no numéricas (segmentarias) o 

"clasificativa". El fin de los datos analizados, es relacionar las variables cualitativas 

con estas variables cualitativas, en Ia que corresponde a metilaciOn, niveles de 

expresián cuantificados (por qPCR) y niveles de expresiôn (no cuantitativo) con 

zona geográfica y/o nivel de exposiciOn a arsénico, por ejemplo. 

La informaciôn generada con el análisis de metilaciOn, permite generar una 

variable de tipo cuantitativa (no se puede confundir el concepto trivial de la 

estadistica analItica tipica donde lo cuantitativo es un nümero y/o una mediciOn), 

donde se discrimina si se está a no metilado, lo que se puede representar par los 

nümeros esteros 1 y 0 (donde 1 es metilado y 0 es no metilado), es criterio tan 

tajante se da en el contexto que los datos generados en los estudios de mutilaciOn 

son discretos. Esta condiciOn de 1 o 0, es independiente del gen (DAPk1, Rb1, 

MGMT, p16), pero es independiente entre ellos, es decir, la condiciôn de mutilaciOn 

de uno de ellos puede ser condiciOn suficiente para generar el criteria de potencial 

daño celular. 
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En el caso de la informacibn procesada por los análisis del macroarreglo, 

este permite determinar rangos que definan una condiciôn de sobre expresión, de 

normalidad o de silenciamiento (como minimo), este rango permitirá al paquete 

estadIstico de análisis, poder clasificar el valor de análisis de una muestra 

(paciente), considerando el nUmero como alto, normal o bajo. Para el caso de una 

patologia, este caso el cancer broncopulmonar, se define cual de las condiciones 

(valor de rango que define alto, normal o bajo), medidos de la misma manera que el 

ensayo, es optima y cual (o cuales) es de riego. En el caso de rango, se definen 

como bajo a los valores menores a 0.750, como normales (estadisticamente no 

significativamente) a los valores entre 0.751 y 1.199, y sobre 1.200 como valores 

altos. Para el caso de p16, se considera de riesgo los valores bajos. Con Rb1, 

también se consideran de riesgo los valores bajos, pero para el caso de MGMT y 

DAPk1, serân considerados de riesgo los valores altos. Esta misma informaciOn se 

puede generar con el micrarreglo, lo que generarla una pequena variaciOn el valor 

de los rangos, pero dado que los otros dos experimentos están realizados solo en 

el modelo experimental, se decide generar el rango solo con el macroarreglo. 

En el caso del los resultados generados por el qPCR, el análisis de la 

muestra se condiciona a iniciar el proceso de detecciOn de la muestra, de la misma 

forma como se realizO en el estudio, es decir, misma pareja de partidores, misma 

sonda y tipo de curva de calibrado, además de trabajar con las mismas condiciones 

de laboratorlo. Para definir el criterio de normalidad o riego, se utilizará la condiciOn 

de mâximo valor detectado en condiciones de no exposiciOn a As (Ill), de esta 

forma para el caso de p16, todos los valores por debajo de 5.577*10-3  ng/iL, serán 

considerados como valores de riego. En el caso de DAPk1, todo valor por sabre 

5.191*10 4, también serán considerados como riesgosos. Para los valores de 

MGMT, se considera de riego cualquier valor sobre 1.538*10-5  n94i.L, siempre y 

cuando tamblén se yea riesgo en el resultado de cualquier de los dos genes 

anteriores, ya que el valor de MGMT por si solo puede ser o estar relacionado con 
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otros procesos, que no guarden relación con inicio de procesos de transformaciOn 

celular. El caso de Rb1, es el más complicado de los 4 genes para definir un valor 

de corte, ya que presenta valores muy parejos en todas las condiciones de 

experimentaciOn (tiempo de exposiciOn y concentración de As (Ill)), lo que si es 

claro que valores bajos en los niveles de mARN de Rb1, son los que se deben de 

considerar valores de riego, por lo tanto y siguiendo con el criterlo de se selección 

del valor critico, este seria 2.482*106  ng/.iL. 

Luego la otra variable a definir es Ia clasificativa o segmentaria, y esta se 

genera en base a informaciOn y criterios de la poblaciOn, es decir, se puede generar 

una variable segmentaria en funciOn a la ubicaciOn geográfica, definiendo si las 

zonas definidas, son alto bajo o nulo riego, ejempbo Chuquicamata (zona altamente 

expuesta), Antofagasta (zona expuesta), Valparaiso (zona no expuesta). Otro 

criterio puede ser la ocupaciOn laboral o el sexo, historial clinico, etc. Ia 

recomendable si es la selección de solo una, que en combinación con las 

anteriormente definidas, genera la información para la tabla critica, que debe ser 

entendida como informaciOn incorporada y aplicada por un software estadistico y no 

como un nUmero discriminatorio en un papel. Esto por que una vez incorporados 

criterios de las variable, se condiciona en el software a combinatoria de estos 

variables para definir una condición, esto significa que cada variable por si sofa no 

es suficiente para calificar que un paciente a una muestra generaran alguna 

trasformaciOn real. 
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Tabla 14. Esta tabla que esquematizaria la condiciones de los resultados para definir los 
valores de rango a de discriminaciOn de riesgo (R) y normalidad (N). 

DAPk1 p16 Rb1 MGMT 
Zona de 

geográflcade 
exposcãn 

1 R 1 R 1 R 1 R 
Metiiaciôn  

0 N 0 N 0 N 0 N Alta 

<0.750 R <0.750 N <0.750 R <0.750 N 
Expresiôn 

macroarreglo 0.751 
- N 

0.751 
- N 

0.751 - 
N 

0.751 - 
N Baja 

1.199 1.199 1.199 1.199 

>1.20 N > 1.20 R > 1.20 N > 1.20 R* 

R 5. 577*10.3  N 2.482*10.6  N 1. 538*10 5  R Ninguna 
qPCR 

5
.
191*10 4  

_____ _______ 

N R N ng/j.L ng/tL ng/tL 

Luego se define, a través de estadisticos de multiples variables (selecciOn 

echa en el software) como los criterios de riesgo se combinan para definir a generar 

la toma de decisiOn, por ejemplo, bastará sOlo con la presencia de un factor de 

riesgo (R), por cada metodologia para considerar la potencialidad de daño, o que a 

Ia menos 2 de estos factores de riego pertenezca a un mismo gen, etc. Para esto 

criterios de combinaciOn, será necesarlo trabajar con el estamento clInico 

(oncOlogos), ya que en este caso a diferencia de una patologia definida, la 

combinaciOn de los factores de riesgo supondrã que existe la posibilidad de generar 

la patologIa, con Ia que se pretende disminuir las condiciones de riesgo del 

paciente. 
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Capitulo 7 

Conclusiones 

En el caso individual de cada gen de estudlo, se ye que DAPk1, los niveles 

de metilaciôn están afectados bajo cualquier concentración de arsénico, y que no 

se puede asegurar que a mayor concentraciOn de As, mayor el nivel de metilación. 

En el caso de los resultados asociados al estudio en arreglos, se puede definhr que 

existe una correlacián en los resultados del modelo celular con las muestras de 

pacientes, presentando un aumento en los niveles, lo que se asocia (en el caso de 

los pacientes) a la presencia del metaloide de manera crónica, y finalmente en el 

caso de los análisis por qPCR, indica una relaciOn directa entre los niveles de 

mARN y la concentraciOn de As. 

Para p16 INK4A o CDKN2A, el anàlisis de metilaciôn, indica aumento en las 

metilaciones del promotor asociado, confirmando que el arsénico afecta 

hypermetilando el promotor; que los niveles de mARN analizados por arreglos de 

cADN, son congruentes entre el modelo de FPH y los pacientes, la variaciOn no es 

significativa, concluyendo que el As todavia no afecta los niveles de expresión de 

mARN, y por lo tanto tampoco al ciclo celular (p01 esta via), en el caso de los 

resultados de qPCR, la relaciOn entre las cantidades de mARN de p16 y las 

concentraciones de As son inversa (a mayor concentraciôn de As menor nivel de 

p16). 

En el caso de MGMT, este presenta senal de metilaciôn, es muy baja pero 

detectable, lo que indicaria que el As no estaria afectando considerablemente, en Ia 

que a procesos de metilaciOn se refiere. En el caso de los arreglos, estos presentan 

resultados dispares (bajos en el macroarreglo y altos en el microarreglo), son 

atribuidos a la capacidad homeostática del paciente, dada la naturaleza de la 
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función proteica (reparacián de ADN), finalmente en el caso de los resultados de 

qPCR, solo se les puede interpretar si están asociados a otros valores. 

Retinoblastoma, por otra parte, también presenta señal de metilaciôn, pero 

que at ser de baja calidad, supondria una baja influencia del arsénico. Referente a 

los arreglos, Rb1 presenta la misma tendencia, a aumentar los niveles de mARN en 

las células y pacientes expuestos (en términos generates), pero en pacientes en 

más leve el alza, esto junto con el resultado de qPCR, en donde no se presenta un 

diferencia evidente entre el control y las células expuesta, ni donde tampoco se 

genera algUn tipo de tendencia, hace creer que el tiempo de exposicion ni la 

concentraciôn de As, están afectando directamente procesos de regulaciOn del ciclo 

celular. 

Las variaciones (en FPH) de los niveles de expresiOn de los mARN, de los 

genes seleccionados y la señal de metilaciOn de los mismo, poseen un valor 

pronostico, asociado a la variación, regulaciôn o alteraciOn de algunos procesos 

moleculares, que se asocian a un proceso inicial de muerte celular programada o 

transformaciOn celular, en donde este Ultimo se proyecta y/o asocia con 

mecanismos moleculares descritos en cancer de pulmOn. 

Los valores pronOsticos, antes señalados, utilizados como criterios 

estadIsticos en técnicas de anàlisis multivariante de datos, en un software 

estadIstico (SPSS®), permitirá generar junto con variables segmentarias, permitirá 

generar análisis discriminantes que permitan asociar el análisis de una muestra (0 

paciente) en una poblaciOn predefinida. 
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Capitulo 8 

Proyecciones 

Sin lugar a duda, que el simple estudio de parámetros predictivos en 

modelos in vitro, no son suficientes para generar los parámetros de setecciôn en 

análisis discriminantes con pacientes, pero si son una aproximación, que permitiria 

acotar el desarrollo y determinaciOn de los parámetros con el estudio a reatizar en 

pacientes, que es el paso siguiente a esta tesis. 

Además de comenzar con los procesos de patentación (de ser posible), la 

gestion y desarrollo de la transferencia tecnologica, asociada at "producto final", en 

este caso un paquete estadistico de aplicaciôn clinica y/o un protocolo o kit 

especifico de selecciôn de biomarcadores preventivos, 
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Capitulo 9 

Abreviaturas 

As Arsénico 

ADN Ac/do Desoxirribonucleico 

APC Adenomatous polyposis co/i 

ARN Ac/do Ribonucleico 

cADN ADN cop/a 

Cdk Ciclinas dependientes de quinasa 

CDKN2A cyclin-depen dent kinase inhibitor 2A, p16 <4'4  

C-F Chomczynski-Fenol 

DAPk Death-Associated Protein kinase 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNMTasa Metiltransferasas 

dNTPs Desoxy nucleOtidos fosfatados 

DTT Dititreitol 

ECACC European Collection of Cell Cultures 

FPH Fibroblastos de Pu/rn On Humano 

HIC hypermethylated in cancer 

IGF-1 Insulin-like Growth Factors 1 

INK4 Inhibitor of Kinase 4 

mARN ARN mensajero 

MBD Methyl-binding domain 

Met Met//ado 

M GMT 06-metilguanina-DNA -me t//trans ferasa 

NSCLC No-small cell lung cancer 

PCR Polymerase Chain Reaction 

P DG F Platelet-Derived Growth Factors 

qPCR PCR en Tempo Real 

Progrania de Doctorado en Botecnoiogia PUCV-UTFSM 91 



RASSFIA RAS effector homologue 

Rb Retinoblastoma 

ROS Radical oxygen species 

RT Reverse Transcriptase 

SAM S-adenosinmeteonina 

SCLC Small cell lung cancer 

SPSS Statistical Package for the Social Sciences 

Tm Temperatura de melting 

UnMet No metilado 

UPSH Universal ProbeLibraty Set Human 
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Capitulo 11 

Anexos 

Anexo I. Titulos de Articulos asociados a la tesis. 

• Mandiola, C. Rios, M. Jara-Leon, M. Sandoval, M. Escobar-Fica, J. 2008 

"Niveles de Estrés Oxidativos en poblaciones expuestas a Arsénico, en 

ía Region de Antofagasta." Enviado a la Revista Medica Chilena, en Enero 

2008. 

Miguel Rios, Lorena Varela-Nallar, Maria Soledad Hidalgo, Claudio Acuña-

Castillo, Claudio Coddoul, Monica Imarail, Pablo Nelsoni, Kevin Maiseyl, 

Christian Mandiola, Jorge Escobar 'Chronic exposure to arsenic induces 

an in vivo increase of oxidative damage in human lymphocytes" 

Enviado a Biological Research, Enero 2008. 

Anexo II. Soluciones y Mezclas. 

Gel de agarosa al 1% en TBE 

SoluciOn amortiguadora de Tris-Boratos-EDTA (TBE). La soluciOn se prepara 

5X y se utiliza 1X. Para preparar 1 L de una solución 5X TBE mezclar: 54 g de 

Tris Base, 27.5 g de ácido bOrico, 4.7 g de EDTA sOdico, Ilevar a 1 L con agua y 

autoclavar. 

Pesar la cantidad de agarosa requerida para obtener un gel de agarosa al 1%. 

El volumen final es de 50 mL o 250 mL 

Disolver en placa de agitaciOn magnetica con placa calefactora a una 

temperatura aproximada de 60 00  hasta obtener una soluciOn homogenea. 
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Rellenar la bandeja de la câmara electroforética horizontal y esperar que cuaje 

la agarosa. 

'pre cocer' el gel por 7 minutos a 70 V. 

cargar [as muestras y patrones y correr a 7 V/cm. 

Solución de Bromuro de Etidio 

Bromuro de etidio (10 mg/mL) 100 mg Agua destilada 10 mL, agitar y aislar de la 
luz, conservar a 4 00.  
SoluciOn de tinción con Bromuro de etidio es de 0.75 Lg/mL. 

Soluciôn de PBS 1X 

Pesar y mezclar 8 g NaCl; 0.2 g KCI, 1.44 g Na2HPO4; 0.24 g KH2PO4; in 800 

mL of distilled H20. Adjustar el valor de pH a 7.4 con HCl 1 M; ajustar con H20 

a 1 litro de volumen final, esterilizar en autoclave. 

Anexo Ill. Cálculos. 

CuantificaciOn espectrofotométrica de ADN y ARN. Concentración de 

OligonucleOtido en Unidades de Densidad Optica (O.D.) 

La cantidad de oligonucleotido también se expresa como Unidades de Densidad 

Optica (O.D.); esto es, Ia cantidad de Oligo disuelto en 1 mL de agua con un valor 

de A260  igual a 1.00 en una celda de 1 cm de longitud, y se calcula por la ecuaciôn: 

Unidades O.D.= A250 X volumen del stock X factor de diluciOn 

El valor de A260  se convierte a tg/ml usando el coeficiente de extinción para 

dsADN la cual es 1 m1/50 .Lg para una celda de 1 cm de longitud. Por lo tanto, para 

un valor de O.D. de 1 .0, en principio la muestra contiene 50 tg de dsADN por mL o 

en la ecuaciOn: 

1 unidad de O.D.de dsADN = 50 tg 
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El calculo de la relaciôn A260  /A280  es una manera comün para expresar la pureza 

del DNA. Dependiendo de la composiciOn nucleica, un valor de 1.65 a 1.9 indican 

una muestra pura. 

La concentraciOn de ARN de determina por el mismo protocolo que el 

utilizado para la mediciOn de dsDNA. Sin embargo se aplica la siguiente relaciOn: 

1 unidad A260  de ssARN = 40pg / ml 

Las preparaciones puras de RNA tienen una relación A260  /A280  de 2.0 

Anexo IV Modelo de la carta consentimiento informado para las muestras de 

pacientes y grupo control utilizadas en los microarreglos. 

Proyecto BIOMARCADORES 
lnformac/On a los voluntarios y Consent/mien to informado 

Pontificia Universidad Ca tO//ca de Valparaiso, U de Santiago, U de Antofagasta y 
AsociaciOn Chilena de Seguridad 

Biomarcadores tern pranos para cancer de pu/mon 
Sub-estud/o de ADN de cO/u/as epitel/ales bronquiales en muestras de esputo. 

Este consentirniento puede contener palabras que usted no ent/enda. Por favor 
pregunte a los invest/gadores por cualquier palabra o informac/On que usted no 
entienda claramente. 

Antes de comprometer su participaciOn en este estudio, es importante que usted lea 
esta informaciOn que describe el propOsito, proced/mientos, beneficios, riesgos, 
molest/as y precauciones de este estud/o. 

Su part/c/pa c/On es completamente voluntaria. 

Descrip c/On del pro yecto. 
Usted ha s/do invitado a part/c/par en ci sub-estud/o sobre evaluac/On de la forma 
de sus células (citologia) y del material genetico de las ce/u/as que cubren las 
paredes de la via aérea (ADN), las cuales pueden verse afectadas por nurnerosos 
mecanismos, entre los cuales está ci tabaco y arsOn/co. Ciertos genes (piezas del 
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ADN que instruyen a la cO/u/a para producir sustancias qulmicas) son heredados 
(están presentes al nacer) y pueden ser completamente funciona/es o estar 
dañados desde el nacimiento o por efecto de sustancias nocivas. Por otra parte, la 
expresiOn de estos genes puede verse modificada tambiOn por Ia acciOn de estas 
sustancias nocivas. Al dano de un gen que nos es reparado o su reparac/On es 
defectuosa se le denomina mutación genetica. En este estudio nosotros 
evaluaremos tanto los genes geneticamente alterados como la expresion alterada 
de estos. Nosotros desearnos encontrar los patrones geneticos re/acionados 
especIficamente a modificaciones ce/u/ares precancerosas re/acionadas a la 
exposiciOn a arsénico. 

Antecedentes. 
Los cambios en la forma de las ce/u/as pu/monares toman muchos años y pasan 
por diferentes etapas. Algunos de estos cambios se conocen en etapas tern pranas 
de /a pro gresiOn al cancer y entonces pueden ident/ficarse antes de que e/ cancer 
ocurra. Estos cambios son denorninados biomarcadores intermed/os. Algunas de 
las pruebas de ADN servirán para ser usados corno estos biomarcadores 
in termed/os. 

Anal/s/s genét/co. 
Si usted está de acuerdo en part/c/par en este estudio, sus muestras de esputo 
obtenidas serán usadas para pruebas genéticas (ADN). También serán aislados 
I/n focitos presentes en el esputo. So procesara el ADN para buscar las var/ac/ones 
en genes especificos. 
Riesgo y10 discon fort. 
Usted pLiede experimentar una respirac/On más corta o fat/ga respirator/a leve luego 
de hacer el esfuerzo de toser. 

Bene f/c/os. 
La participac/On en este estudio no le garantiza recibir n/n gUn beneficio en salud, 
excepto la sat/s facciOn de colaborar en ac/arar un problema de sa/ud que afecta la 
region y el pals donde usted v/ye. 

Fuentes de Fin anciamiento. 
Las instituciones Pont/f/cia Universidad CatO/ica de Valparaiso, Universidad de 
Santiago, Universidad de Antofagasta, A soc/ac/On Chi/ena de Seguridad y FONDEF 
aportan recursos hurnanos y financieros para el estudio en curso. 

Costos. 
Este estudio no imp//ca n/n gUn costo para usted. 

Pagos. 
No hay pagos por la part/cipac/On en este estudio. 

Retiro de/ Estudio. 
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Usted puede dec/dir no ingresar al estudio a retirarse en cualq u/er momento de 
éste. Sin embargo, el retiro una vez ingresado perjudica en forma importante la 
marcha del estudio, del mismo modo que no seguir las instrucciones. Por otro lado 
los investigadores pueden suspender su participaciOn par (no exciusivamente): si 
usted está cursando con alguna enfermedad que no permita un buen anal/s/s de 
sus muestras, no seguimiento del plan de estudio, uso de medicamentos no 
declarados. 

Uso de los Datos de las muestras de ADN. 
Las instituciones que desarro f/an este pro yecto /0 realizan con fines de 
/nvest/gación y desarrollo de nuevas herramientas para enfrentar el cancer, tanto en 
SL/S aspectos preventivos, de tratam/ento, curativos o do adquisiciOn de 
conoc/miento para la comprensiOn del proceso canceroso. Por favor indique Si 

usted autoriza a que las muestras de usted obtenidas se uti/icen en otros anal/s/s 
futuros. 

Autorizo No autorizo 

Con fidenc/alidad. 
Los datos obtenidos en este estudio serán tratados con fines estadIsticos y 
cientIf/cos y no involucran su ident/ficaciOn en términos pt.bl/cos. 
En caso de encontrar ,nformación relevante para su salud, esta será entregada par 
los investigadores solo a usted. 
Los ha//az gas pueden ser publicados, sin identifica c/ones particulares de los 
voluntarios, en revistas de cientIficas y en informes técnicos a los organismos 
estatales e institucionales. Los informes tOcnicos entregados a FONDEF de de 
carácter pub//co y por Jo ten to ptieden ser conocidos por med/os de prensa. En 
estos informes no serán mencionados los nombres de los volun tar/os. 
N/n guna informac/On sobre sus resultados será entregada a su medico, familiares u 
otras personas sin su sol/citud y consentimiento escrito. 

lnvitación a resolver sus dudas. 
Usted recibirá una cop/a de este consentimiento. Por favor siOntase fibre de 
preguntar respecto de este ahora a en el futuro. Usted puede contactarse 
directamente con el Dr. Mario Sandoval (02-6852723), Dra. Isabel Lilayu (055 .......  ), 
PhD Miguel Rios (......) o PhD Jorge Escobar ( .... ..) 

A UTORIZA C/ON 

He le/do este consentimiento respecto del estudio genetico. El objet/va de la 
/nvestigaciOn me ha s/do comp/etamente explicado. Yo conozco of plan de 
muestreos. Yo escojo ester en este estudio. Se que puedo retirarme en cualquier 
momenta. He recibido cop/a de este consentimiento (todas las paginas deben tenor 
las in/c/ales del voluntario) 

Autorizo No autorizo 
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