
2005A-201 OA 301356984 

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 
CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y AGROPECUARIAS 

"ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LA ORNITINA
DESCARBOXILASA (ODC) EN EL MODELO MURINO BALB/c DE 

CÁNCER DE COLON" 

TRABAJO DE TITULACIÓN EN LA MODALIDAD DE 

TESIS 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

LICENCIADO EN BIOLOGÍA 

PRESENTA: 

MARÍA DE LA LUZ BLANCA ISABEL MÁRQUES GONZÁLEZ 

Las Agujas, Zapopan, Jalisco. Noviembre de 2011 



Universidad de Guadalajara 
Centro l,'nivcrsitario de ('icncias IJiolbgicas y .-\gropccuarias 

( ·oordiltal·iá11 de (ºarr<•ru de la Lict•nciatura en Biología 
- COORD-610-098/201 O. 

C. l\1ARlA O~ LJ~ LUZ BLAf\JC,6- JS,~SEL J\'i;.\i~C"JUCS ~ONZALEZ 

PRESENTE 

í-,,::ar-:1;e;:-.¡:]r:1:;::, ::~ ,;s~ei'. ,~'.,,<: "c;r~ t.:-.:,-, '.(<. ~ :1 '.:,·.·:~' ?:ipi,J'.)a::;c 3l~ :erra de t1'.u!ac1ór er: :a 
r'.;:-;.S;,1!•da:c Ce TESIS E JNFORMES cu<>;:· 'ESiS ·.~~~:¡ E"d t·::.>0 ··Estudio de la expresión 
de fa Ornítín0 Descarboxííasa :C··DC_i <---',..' (;f nrodcfo nn1rino- BALB/c de cáncer de 
colon·· ;:·,·:~.::i .:.::•:-:·;:·· ·~i · ·~· ,,, .. , 

· · ,~--·sr:·,c :12:'~:>c 'e !r~:;;;n1,--::,·,·1cs )•.1c:- i;::i :-,,,!<,:-, _·1:_'.:;· ::::-.1~; ;:or:'c d;:->: :::ra de C'cli::i troba10 a 
Ora Mari3 de! Rosario Huizar López ::':·''' ., ;;o::: ::so~ <1 !a Dra. Anne !\~.H. Santerrc y 
Dra. Luz Patricia Castro ceLx 

,.,, . '•'. 
'-:-!· .... -, .. , 

.. 2010 Bicentenario de!~~ indcp0ndc0cí2 y Cc1itenarfo de !a Revolución l\~cxicana 



Dra. Teresa de Jesús Aceves Esquívias. 
Presidente del Comité de Titulación. 
Licenciatura en Bio!ogta. 
CUCBA 
Presente 

FORMA F 

Nos permitimos informar a usted que habiendo revisado el trabajo de titulación. 
modalidad de TESIS E INFORMES, opción TESIS con el titulo: "Estudio de la 
expresión de la Ornitina Oescarboxilasa (ODC) en el modefo murino 
BALB/c de cáncer de colon" que realizó la pasante María de la Luz Blanca 
Isabel Márques González con número de código 301356984 consideramos 
que ha quedado debidamente concluido. por lo que ponemos a su 
consideración el escrito final para autorizar su impresión. 

Sin otro particular quedamos de usted con un cordial saludo. 

Atentamente 

Las Agujas. Zapopan. Jal.. 21 de Octubre del 2011 

/ _______ _ 

r López Dra. Anne M. H. Santerre 
Asesora 

--~~tJ:.i.i:... ____ c,_,h:r~-
Ora. Luz Patricia Castro Félix 

Asesora 

Flt11"l2<!e~ .- Fecna~apióbaoon -, 

Oceanólogo Salvador Velazquez Magaña 

Dr. Edgardo Flores Torales 

Ora. Nídia Jannette Carnl!o González 
. · - :Z.•jo,jju11 

Supl. Ora. Anne M. H. Santerre 
~ .. -,lilu: 21~_ tJ.,.,,:.11 

~ v{-
;X,, \'' 

/'' \ 



SEDE 

Et presente trabajo se realizó en el laboratorio de Biomarcadores Moleculares y Genética 

Molecular del Centro de Investigación en Genética Molecular del Departamento de 

Biología Celular y Molecular del Centro Universitario de Ciencias Biológicas y 

Agropecuarias, Universidad de Guadalajara, bajo la dirección de la Ora. Ma. del Rosario 

Huizar López y asesorías de la Dra. Anne M. H. Santerre y la Dra. Luz Patricia Castro 

Félix. 



El presente trabajo forma parte de los productos de un proyecto de investigación 

financiado por e! Consejo Estatal de Ciencia y Tecnología de Jalisco-Universidad de 

Guadalajara (COECYTJAL-UDG) con clave PS-2008-617 y por e! Consejo Nacional de 

Ciencia y Tecnologia (CONACYT) con clave SALUD-2008-C01-87231. 
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RESUMEN 

La ornitina descarboxilasa (ODC) es la primera enzima limitante en ta biosíntesis de las 

poliaminas (PAs), un grupo de componentes importantes en Ja regulación de la 

proliferación celular, tanto en células normales como en células malignas. La regulación 

de la ODC se da a múltiples niveles: transcripcional, traduccionat y postraduccional. En el 

presente trabajo se estudió Ja expresión del fragmento del gen Odc y se evaluó la proteina 

ODC en riñón y colon. en un modelo murino de cáncer de colon en ratones Balb/c 

inducido con el carcinógeno 1,2-dimetilhidracina (DMH). 

Nuestros resultados demuestran que !as técnicas de RT-PCR semicuantitativa y 

Western blot fueron útiles para detectar diferencias en la expresión de la ODC a nivel 

transcripciona! y traduccional entre ratones control y ratones tratados con DMH. Con 

ambas técnicas el riñón mostró una menor dispersión de los datos en relación a! colon por 

lo que se considera ar riñón un tejido más adecuado para detectar diferencias en los 

niveles de la ODC entre ratones control y ratones tratados con DMH. 

En riñón existe una sobreexpresión de la Odc en ratones tratados con DMH en 

comparación con ratones control, así como un aumento de la proteína ODC, mientras que 

el análisis de las muestras de colon no arrojó resultados que permitieran llegar a la misma 

conclusión. Los datos experimentales permiten concluir que !a OOC juega un papel 

importante en la patología del CCR, por lo que se propone a la ODC como una molécula 

biomarcadora de CCR en modelos murinos. 



ANTECEDENTES 

Generalidades del cáncer 

El cáncer es un conjunto de enfermedades crónico degenerativas (más de 100 tipos) 

(Organización Mundial de la Salud OMS a, 2009), provocadas por factores genéticos y 

ambientales. Se caracteriza por la alteración del equilibrio entre la proliferación y los 

mecanismos normales de muerte celular; como consecuencia del desequilibrio se 

desarrolla una clona celular que puede invadir y destruir los tejidos adyacentes. 

extendiéndose hacia sitios distantes en !os que se forman nuevas colonias u ocurre 

propagación metastásica. Con frecuencia esta anomalía conduce a !a muerte del individuo 

por deterioro del órgano que infecta. Este trastorno se puede referir desde los genes 

supresores y los oncogenes cuyos productos controlan la diferenciación y proliferación 

celulares (Granados y Herrera, 2010). 

Los tumores malignos representan aproximadamente e! 13o/o de las defunciones 

mundiales, 7.9 mi!lones de muertes por año, de las cuales más del 72% se registran en 

países de ingresos bajos y medios. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima 

que para el año 2020, el cáncer podria cobrar la vida de 10.3 millones de personas en el 

mundo. Entre el 2007 y 2030, como resultado del crecimiento demográfico y el 

envejecimiento de la población; la mortalidad por cáncer a nivel mundial aumentará en un 

45º/o, se estima que pasara de 7 .9 a 11.5 millones de defunciones por año, además, 

durante el mismo periodo, el número de casos nuevos de cáncer aumentará de 11.3 a 

15.5 millones (Instituto Nacional de Estadística y Geografía INEGI, 2009). 

La OMS señala algunos factores de riesgo para el desarrollo de cáncer como el 

consumo de tabaco, alcohol, sobrepeso u obesidad, una dieta baja en frutas y hortalizas, 

el sedentarismo, la presencia de enfermedades de transmisión sexual tales como el Virus 

de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Virus del Papiloma Humano (VPH), la 

contaminación del aire urbano y la presencia de humo por ta utilización doméstica de 

combustibles sólidos como la leña (OMS b, 2009). 

De acuerdo al estudio realizado por la OMS, es posible prevenir el 30°/o de los 

casos de cáncer a través de la disminución de factores de riesgo. Por ello, como resultado 

de las recomendaciones internacionales, en México se llevan a cabo programas 

encaminados a los principales tipos de cáncer, a través de estrategias de prevención y 

detección oportuna, dos ejes fundamentales para disminuir la morbilidad y mortalidad por 

dicho padecimiento (op. cit.). 

Página 1 



La Secretaría de Salud (2008) (SSA) reporta la distribuc¡ón porcentual de egresos 

hospitalarios por tipo de tumor maligno para cada sexo: en las mujeres el cáncer de 

mama tuvo mayor presencia (8.3o/o), seguido por leucemia (5.6°/o), cuello de útero (4.8º/o), 

ovario (3.1°/o) y colon (1.2°/o). La leucemia afectó principalmente a los hombres (15.2º/o), 

seguído por cáncer de próstata (6.0°/o). tráquea bronquios y pulmón (4.1 º/o) y colon (3.2º/o) 

(Cuadro 1) (INEGI, 2009). 

Cuadro 1. Egresos hospitalarios por tumor maligno en el 2008 (tomado de INEGI, 2009). 

Tipo de tumor maligno Total Hombres Mujeres 

Total 100.0 100.0 100.0 

leucemias 87 15.2 5.6 
Mam; 58 0.4 8.3 
Cuello del útero 3.3 O.O 4.8 
Ovario 2.1 O.O 3.1 
Tráquea, bronquios y pulrrón 20 4.1 1 o 
Próstata 1.9 6.0 O.O 
Del estómago 1.8 3.1 1.1 

Del colon 1.8 3.2 1.2 
Higa do 1.2 1.9 0.8 
Del rectosigrroides, recto y ano 1.1 2.0 0.7 
Vejiga 1.0 2.2 0.4 
labio, cavidad bucal y faringe 09 1.9 0.5 
Pancreas 09 15 0.7 

Cuerpo del útero 08 O.O 1.1 
rv'ielanoma y otro turmres de la piel 0.5 0.6 03 
Esófago 0.4 1.1 0.1 

Otros 65.8 56.8 70.3 

Fuente: SSA, DGIS (2008). Egresos Ho sp1talario s 2008. Pro cesó IN E G 1 

En nuestro país, la tasa de defunción por tumores tiende a aumentar de 1998 a 2008, la 

tasa de mortalidad por cáncer incrementó, de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil habitantes: en 

las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil habitantes, mientras que 

en los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mi! habitantes, tomado de INEGI 2009 (Figura 1) 

(op. cit.). 

El incremento en dicha tasa es aproximadamente de diez puntos; esta tendencia 

resulta preocupante por las implicaciones sobre los años de vida perdidos en el proceso 

de ta enfermedad, por la capacidad de las Instituciones para dar atención adecuada y 

oportuna, así como por el impacto que tiene la enfermedad en la familia. 
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Figura 1. Estadisticas de defunciones por tumor maligno en México 1998-2008 (tomado de INEG! 
2009). 

En el año 2009 se registraron en Jalisco 37 mil 7 44 defunciones, 54.6º/o ocurrieron en 

hombres y 45.4º/o en mujeres. Los tumores malignos ocupan el tercer lugar en la lista de 

las principales causas de d~función en el estado; por dicha causa fallecieron 4 mil 878 

personas, volumen que representa el 12.9°/o del total de defunciones registradas en e! año 

tomado de INEGI 2009 (Figura 2) (op. cit.). 

13.6 13.4 • • 
11.9 12.1 . - ...... 

2000 2001 

13.4 • 
12.3 _.__ 

2002 

13.4 • 13.6 • 13.5 • 13.9 • 
12.2 12.1 12.0 12.3 ·--·--·--· 

2003 2004 2005 2006 

fuente: INEGI Es!od1s11cas Vitales. 2000-2008 Cifras preliminares 2009 

13.5 • 
12.4 _._ 
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12.4 11.8 
-+- - .. 
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-Gener~I 
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Figura 2. Defunciones generales por sexo causadas por tumor maligno en Jalisco 2000-2009 
(tornado de INEGI 2009). 

En los varones, los tumores malignos son la tercera causa de muerte con 2 mil 432 

defunciones, lo que significó 11.8°/o de los fallecimientos en hombres. En las mujeres, 

también se ubica en el tercer lugar de las principales causas de muerte con 2 mil 446 

decesos; es decir el 14.3o/o de !as defunciones en la población femenina (op. cit.). 
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En los varones, de !as muertes causadas por tumores malignos en el año, las de mayor 

incidencia corresponden a los de: próstata (19.1o/o), tráquea, bronquios y pulmón (14.5º/o), 

estómago (7.6°/o) y de colon {5.0°/o). En las mujeres, las defunciones por cáncer maligno 

corresponden al de mama (15.5º/o), cervico-uterino (9.6º/o), tráquea, bronquios y pulmón 

(9.5%) hígado y vías biliares (6.1%). estómago (6.0o/o) y de colon (5.3o/o) (op. cit.). 

Cáncer colorrectal 

El cáncer colorrectal (CCR) es una enfermedad en la cual las células del colon o del recto 

se vuelven anormales y se dividen sin control, por !o que causa un tumor. Las células del 

CCR invaden y destruyen el tejido a su alrededor, además, pueden desprenderse del 

tumor y diseminarse para formar nuevos tumores en otras partes del cuerpo (metástasis) 

(American Cancer Society, 2008 ). 

El CCR representa aproximadamente el 10º/o de todos las neoplasias y es !a 

segunda causa de muerte por cáncer en los países occidentales, con un estimado de 

146,970 nuevos casos y 49,900 muertes en e! 2009 en los Estados Unidos (Jemal et al., 

2009). 

El CCR en México es el cuarto de los tipos más comu~es de cáncer en hombres 

(después de leucemia, cáncer de próstata y de pulmón), y en mujeres es el quinto 

(después del cáncer de mama, leucemia, cuello de útero y de ovario). Sin embargo el 

índice de casos nuevos y de muerte por esta enfermedad ha disminuido, debido en gran 

parte al uso de pruebas que permiten la detección y eliminación de pólipos colorrectales 

antes de que progresen a CCR (INEGI, 2009). 

En Jalisco la incidencia de muertes por CCR ha disminuido en hombres, para el 

2008 el total de muertes por tumor maligno colorrectal fue de 5.8°/o y en el 2009 bajó a 

5.0o/o mientras que en mujeres hubo un incremento, en ef 2008 la tasa de defunción fue 

4.8o/o y en el 2009 de 5.3°/o (op. cit.). 

Factores de riesgo de cáncer colorrectal 

El riesgo de desarrollar CCR aumenta con la edad; el 91 º/o de los casos se diagnostican 

en personas mayores de 50 años, varios factores se asocian con un mayor riesgo del 

CCR (American Cancer Society, 2010). Estudios recientes muestran que ciertos factores 

están ligados a una probabilidad mayor de padecer CCR, como los siguientes: 
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Edad. Es más probable que el CCR ocurra al envejecer, aunque esta enfermedad 

puede presentarse a cualquier edad, la mayoria de las personas que padecen CCR 

son mayores de 50 años (Hill et al., 2006). 

Antecedentes familiares. Los familiares cercanos de una persona que ha tenido 

CCR tienen más probabilidades de padecer este tipo de cáncer, especialmente si el 

pariente presentó cáncer a una edad joven. Si varios miembros de la familia han 

tenido CCR, las probabilidades aumentan todavía más (Norat et al., 2005). 

Factores genéticos. Los grupos que tienen incidencia alta de CCR incluyen aquellos 

con afecciones hereditarias, como la poliposis familiar, e! cáncer colorrectal no 

polipoide hereditario (CCNPH) o las variantes 1 y 11 del síndrome de Lynch y aquellos 

con antecedentes personales de colitis ulcerosa o colitis de Crohn (Thorson et al., 

1999; Smith et al., 2001). 

Además, otras afecciones comunes que representan un aumento de riesgo, incluyen 

los antecedentes personales de CCR o adenomas de pacientes de primer grado, y 

antecedentes de cáncer de mama, endometrio u ovario (Ransohoff y Lang 1991; 

Fuchs et al., 1994). Estos grupos de riesgo alto representan solo el 23°/o de todos los 

CCR (Winawer et al .. 2011 ). 

Dieta_ La formación de CCR se relaciona con el consumo de una dieta rica en carnes 

rojas y procesadas y pobre en consumo de grano integral, frutas y verduras (Koushik 

et al, 2007). 

Falta de ejercicio. Un estilo de vida sedentario puede ser un riesgo mayor de 

padecer CCR por el contrario, las personas que hacen ejercicio con regularidad 

pueden tener un riesgo menor de padecerlo {Howard et af., 2008). 

Tabaquismo. Los estudios epidemiológicos ofrecen cada vez más evidencia que el 

fumar cigarrillos, especialmente por largo tiempo, aumenta el riesgo de padecer CCR 

(Paskett et al., 2007; Chao et al., 2000). 
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Marcadores tumorales en cáncer colorrectal 

El antígeno carcinoembrionario (ACE) es una glicoproteína sérica que se utiliza con 

frecuencia para la detección de pacientes con CCR, un estudio sobre el uso de este 

marcador tumoral indica Jo siguiente (American Society of Clinical Oncology, 1996): 

El análisis de la concentración del ACE no es una prueba contundente para la 

detección selectiva del CCR, debido a que arroja un gran número de resultados 

falsos positivos y falsos negativos. 

La prueba pos-operatoria del ACE se debe restringir a pacientes aptos para 

someterlos a la extirpación de metástasis en el hígado o el pulmón. 

No se deberla recomendar el uso rutinario de la concentración del ACE solamente 

para observar la respuesta al tratamiento. 

Existen métodos de vigilancia, como la inmunocentellografía del ACE (Lechner et al., 

2000) y la tomografía por emisión de positrones (Lonneux et al., 2002) que se encuentran 

bajo evaluación clínica. Como se mencionó, el marcador más utilizado es el ACE, sin 

embargo, debido a la ausencia de sensibilidad para la enfermedad temprana, tiene poco 

valor en su identificación en etapas clínicas iniciales. La baja sensibilidad y especificidad, 

en combinación con !a baja prevalencia del CCR en poblaciones asintomáticas impide que 

se empleé como prueba de escrutinio o tamizaje. Aun así en personas con síntomas 

apropiados, una elevación significativa del ACE debe considerase como indicativa de 

cáncer (Instituto Nacional de Cáncer, 2010). 

Estadios del cáncer colorrectal 

El AJCC (American Joint Committee of C8ncer) por sus siglas en ingles citado por Rice et 

al., (2010) designó la estadificación mediante !a clasificación de Tumor Primario (T), 

Ganglios linfáticos regionales (N), Metástasis a distancia (M), para definir el CCR, la 

misma clasificación se usa tanto para !a estadificación clínica como patológica. 

Definiciones TNM 

Tumor Primario (T) 

o TX. No puede evaluarse el tumor primario 

o TO. No hay prueba de tumor primario 

o Tis. Carcinoma in situ: intraepitelial o invasión de la lámina propia" 
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o T1. El tumor invade la submucosa 

o T2. E! tumor invade la muscular propia 

o T3. El tumor invade a través de la muscular propia hacia los tejidos 

pericolorrectales. 

o T 4. Et tumor invade directamente otros órganos o estructuras o perfora el 

peritoneo visceral o ambos**,*** 

* Tis incluye !as células cancerosas confinadas a la membrana glandular basal 

{intraepite!ial) o a la lamina propia {intramucosa) sin extensión a través de las mucosas 

musculares a la submucosa. 

** La invasión directa en T4 incluye Ja invasión de otros segmentos colorrectales por vía 

serosa; por ejemplo, la invasión del colon sigmoideo por un carcinoma del ciego. 

*** El tumor adherente macroscópicamente a otros órganos o estructuras, se clasifica 

como T4. Sin embargo, si no hay tumor presente en la adherencia, microscópicamente, la 

clasificación deberá ser p T3. 

Ganglios linfáticos regionales (N) 

o NX. No pueden evaluarse los ganglios linfáticos regionales 

o NO. No hay metástasis de los ganglios linfáticos regionales 

o N1. Metástasis en uno a tres ganglios linfáticos regionales 

o N2. Metástasis en cuatro o más ganglios linfáticos regionales 

Un nódulo tumoral en el tejido adiposo pericolorrectal de un carcinoma primario sin prueba 

histológica de ganglio linfático residual en el nódulo, se clasifica en la categoría pN como 

metástasis de ganglio linfático reglona! si el nódulo tiene la forma y el contorno uniforme 

de un ganglio linfático. Si el ganglio tiene un contorno irregular debe clasificarse en ta 

categoría T y codificarse como V1 (invasión venosa microscópica) o como V2 {si es 

macroscópicamente evidente), ya que hay una gran probabilidad de que represente 

infiltración venosa. 

Metástasis a distancia (M) 

u MX. No puede evaluarse la metástasis a distancia 

o MO. No hay metástasis a distancia 

o M1. Hay metástasis a distancia 
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Agrupación por estadios del AJCC 

Estadio O 

o Tis. NO, MO 

Estadio 1 

T1, NO, MO 

o T2, NO, MO 

Estadio llA 

o T3, NO, MO 

Estadio HB 

o T4, NO, MO 

Estadio tllA 

o T1.N1.MO 

o T2,N1,MO 

Estadio lllB 

u T3, N1, MO 

o T4,N1,MO 

Estadio lllC 

o Cualquier T, N2, MO 

Estadio IV 

o Cualquier T, cualquier N, M1 

En el presente estudio se trabajo con un modelo murino de cáncer colorrectal lnducido 

con el compuesto carcinogénico 1,2-dimetilhidracina (DMH) en el laboratorio de 

Biomarcadores Moleculares (DBCM CUCBA-UDG). La DMH administrada semanalmente 

a dosis de 20 mg/kg de peso, induce er cáncer colorrectal después de 20 a 24 semanas 

de tratamiento. Según los resultados reportados en Cazares (2010), a la semana 31 los 

ratones tratados con la OMH se encuentran en el Estadio 1 en la clasificación del AJCC. 

Sin embargo no se puede comentar sobre en los estadios más avanzados del CCR ya 

que el trabajo de Cazares (201 O), se limitó al estudio histopatológico del colon distal con 

base en la literatura existente que reporta la presencia de lesiones preneop!asicas (focos 

de criptas aberrantes) características del procesos de carcinogénesis del colon tanto en 

humano como en modelos murinos (Di Gregario et al., 1997). 

Aun con los avances antes mencionados, se requiere de modelos experimentales 

y de moléculas bfomarcadoras del desarrollo de CCR. Las po!iaminas {PAs) juegan un 
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papel importante en el CCR, esto se ha confirmado en estudios donde encuentran 

concentraciones elevadas de estas biomoléculas en pacientes con carcinoma de colon 

(Loser et al., 1990). 

Poliaminas 

Las PAs son biomoléculas policatiónicas alifáticas que se encuentran en casi todas !as 

células vivas (Wallace y Caslake 2001 ). Las principales PAs biogénicas son espermidina y 

espermina y su precursor es la putrescina. Su carga positiva a pH neutro, distribuida a lo 

largo de la molécula, facilita su interacción con moléculas aniónicas como !os ácidos 

nucleicos (Matthews, 1993). La mayoría de los organismos vivos son capaces de 

sintetizar los precursores de PAs como los aminoácidos arginina y metionina (Davis et al., 

1992; Marton y Pegg 1995; Morgan 1999). 

Las vías metabólicas de la síntesis y la interconversión de las PAs son bien 

conocidas. Los primeros pasos comprometidos con la biosíntesis de las PAs son las 

descarboxi!aciones de la ornitina para formar putrescina, C02 y de !a S-adenosilmetionina 

para formar S-adenosilmetionina descarboxilada. Estas reacciones irreversibles son 

catalizadas por la ornitina decarboxilasa (ODC, EC 4.1.1.17) y la S-adenosllmetionina 

descarboxílasa (AdoMetDC, EC 4.1.1.50), respectivamente, tomado de Kilpeláinen, 2002 

(Figura 3). 
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Figura 3. Blosintesis y conversión de las PAs. Las enzimas que catalizan reacciones son: 1. ATP: 
L-metionina S-adenosiltransferasa (EC 2.5.1.6), 2. S-adenosilmetionina descarboxilasa (EC 
4.1.1.50), 3. Ornitina descarboxi!asa (EC 4.1.1.17), 4. Espermidina sintasa (EC 2.5.1.16), 5. 
Espermina sintasa (EC 2.5.1.22), 6. Espermidina/espermina N1-acetiltransferasa (EC 2.3.1.57), y 7. 
Po!iamina oxidasa (EC 1.4.3.4) (tomado de Ki!pelainen, 2002). 

Se han atribuido diferentes funciones a Ja PAs (putrescina, espermidina y espermína) por 

ser cationes polivalentes orgánicos que se unen a varios aniones celulares, como el DNA, 

RNA, proteínas, polisacáridos y fosfolípidos. Se considera un papel importante en la 

replicación, la transcripción y la traducción. Las PAs son esenciales para el crecimiento y 

diferenciación de las células eucariotas y en consecuencia niveles elevados de PAs son 
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indispensables para la transformación neoplásica y la proliferación celular (Kucharzewska 

et al .. 2010). 

Ornitina descarboxilasa (ODC) 

La ornitina descarboxilasa es !a principal enzima que regula la vía biosintética de las PAs. 

estas se han utilizado como marcadores universales de proliferación celular en pacientes 

con leucemia, linfoma y con cáncer de glándula mamaria, ya que se detectan durante 

etapas tempranas de proliferación celular (Morgan, 1999). La ODC de mamífero es un 

dímero altamente conservado formado de subunidades idénticas de peso molecular de 51 

kDa. Esta enzima catallza e! primer paso en la vía biosintética de las PAs que forma 

putrescina, la cual se convierte en espermidina y espermina. 

La ODC tiene una vida media muy corta, en un rango de 20 a 60 minutos, lo que 

representa la vida media más corta de todas las enzimas estudiadas recientemente. lo 

que ha estimulado et interés por esta enzima, ya que sugiere un papel regulador 

(Schipper y Verhofstad, 2002). La expresión de la ODC es inducible, en respuesta a una 

gran variedad de estímulos de crecimiento. tales como hormonas, factores de crecimiento, 

estímulos regenerativos y promotores de tumores. La característica más importante de la 

ODC, es su rápido recambio que es un reflejo de su regulación, ya sea por !os cambios en 

la velocidad de síntesis, por estímulos de crecimiento, o cambios en la velocidad de 

degradación, en respuesta a niveles intracelulares de las PAs (Pegg, 2006). 

Estructura y actividad de la ODC 

La ODC es una enzima dependiente de fosfato de piridoxal (PLP) como cofactor. la ODC 

es activa como homodímero y presenta dos sitios activos. E! monómero contiene dos 

dominios, el cofactor se une al dominio N-terminal. Los sitios activos de la enzima se 

forman en la interface del dímero. entre e! dominio N-terminal de una subunidad y el 

dominio e-termina! de la otra (Coleman et al., 1994 ). La asociación entre las subunidades 

es débil; de tal forma que bajo condiciones fisiológicas los dímeros se encuentran en un 

rápido equilibrio con los monómeros inactivos. La mutación del aminoácido Cys360 a 

Serina o Alanina produce una fuerte disminución de la actividad de la ODC. La 

dif!uorometilornítina (DFMO), es una molécula sintética que se utiliza como inhibidor de la 

ODC y actúa de manera irreversible así forma un enlace covalente con Cys360 he inhibe la 

actividad de la misma (McCann y Pegg, 1992). 
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La actividad de !a ODC es regulada a través de cambios en la cantidad intrace!ular de la 

enzima. La regulación de la proteína ocurre a tres niveles: transcripcional. traduccional y 

postraduccional (Almrud et al., 2000; Jackson et al., 2004). 

Degradación de la ODC 

Se requiere !a asociación no cova!ente de la ODC con una proteina denominada antizima 

para su degradación por el proteasoma 26 S. La antizima favorece la interacción de la 

ODC con el proteasoma e incrementa su degradación. La degradación inicia en el 

extremo e-terminal, con la deleción de 37 residuos que le confieren estabilidad a la ODC 

aún en presencia de antizima. Entre estos residuos la Cys441 es clave para la degradación 

(Hayashi y Marakami, 1995). 

La antizima se sintetiza en respuesta a un incremento en la concentración de las 

PAs. La antizima se une fuertemente al monómero ODC y forma un heterodimero (ODC

antizima), lo que impide la formación de homodimeros de la ODC e inhibe su actividad. Es 

probable que la débil asociación de las subunidades de la ODC favorezca la interacción 

con la antizima (Coffino, 2001) y su degradación a través del proteosoma 26 S. La síntesis 

de ta antizima es regulada principalmente a nivel traduccional. Los RNAm de.la antizima 

contienen dos marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) solapados, el 

ORF1 es corto y el ORF2 es más largo y no contiene codón de iniciación. La síntesis de la 

antizima requiere de la traducción de ambos ORFs. La lectura de OFR2 por el ribosoma 

ocurre cuando por un error la traducción no termina en el extremo final de ORF1, de tal 

forma que continúa con la secuencia de OFR2. Este error en la lectura de Jos RNAm es 

estimulado por las PAs. La concentración de ta antizima se incrementa cuando los niveles 

de PAs aumentan (Mangold, 2005; !vanov et al., 2000). Sin embargo, la síntesis de la 

antizima también es regulada transcripciona!mente, ya que una disminución en !a 

concentración de PAs a través de DFMO, produce una reducción en los RNAm de la 

antizima. La degradación de la antizima también es inhibida por las PAs. De tal manera 

que a!tos niveles de PAs incrementan la síntesis de la antizima y reducen su degradación. 

La espermidina y la espermina son más efectivas que la putrescina en la estimulación de 

la traducción de los RNAm de la antizima (Nilsson et al., 1997). 
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Regulación transcripcional de la ODC 

Muchos factores incrementan la síntesis los RNAm de la ODC. El promotor del gen Odc 

contiene múltiples secuencias que responden a hormonas, factores de crecimiento y 

factores promotores de tumores, tomado de Katz y kahana 1988 (Figura 4). Se conoce 

que Odc es blanco del oncogen c-myc y que el incremento en !a actividad del complejo de 

trascripción Myc/Max produce un incremento en la ODC (Zhao y Butler, 2001; Qin et al .. 

2004 ). El promotor del gen Odc contiene dos cajas E con las secuencias CACGTG que se 

unen al factor de la transcripción Myc/Max y se activan cuando los niveles de c-Myc se 

incrementan. En células en reposo, estos sitios se encuentran ocupados por e! complejo 

Mnt/Max y la transcripción de Odc es muy baja (Packham y Cleveland, 1997; Nilsson et 

al .. 2004). 

, 
' • 5 ' ' • ' " " 1 -• -- • . • ---' ' 5 ' ' • ' ' 1 • 

ATG '* ... 
Fuente: Katz y kahana 1988 

Figura 4_ Estructura del gen Odc en ratón. Los exones se indican en forma de cajas con su 
número en la parte superior, los números por debajo de la línea representan la longitud en pares 
de kilobases. Se señala además la posición de la caja TATA, del codón de iniciación ATG, del 
codón de terminación TAG, y de las dos señales de po\iadenllación AATMA tomado de Katz y 

kahana 1988. 

Existe un polimorlismo en el intron 1 del gen Odc humano el cual consiste en una 

variación NG en la posición 317 (O'Brien et al., 2004). Este sitio se encuentra localizado 

entre las dos cajas E a cinco nucleótidos de la segunda secuencia y el cambio puede 

afectar la unión del complejo Myc/Max. Se ha demostrado que el promotor Odc con el 

alelo A es más activo que el alelo G. Los alelos A y G representan el 24o/o y el 76°/o 

respetlvamente, en población caucásica. Así, los individuos pueden presentar diferencias 

en la concentración de la ODC como respuesta a un aumento en la expresión de Myc. 

Estas diferencias pueden influir en la susceptibilidad a cáncer de colon y cáncer de 

próstata (Martínez et al., 2003). 
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Regulación traduccional de la ODC 

La ODC puede ser regulada a nivel traduccional; e! RNAm de la ODC contiene una larga 

región en el extremo 5' que no se traduce (5.-UTR) {275-313 nuc!eótidos en mamíferos), 

pero que le confiere determinada estructura secundaria. Por lo tanto, la traducción es 

fuertemente estimulada por niveles altos del factor de iniciación elF-4E de tal forma que 

las células que sobre-expresan elF-4E presentan un alto contenido de ODC. Además un 

ORF corto y una secuencia rica en GC localizados dentro del extremo 5 · -UTR son 

elementos que intervienen durante la inhibición de la traducción de la ODC tanto in vivo 

como in vitro (Kozak, 1989; Gray y Henze 1994 ). 

Numerosos estudios han mostrado que se requiere de PAs para la traducción de la 

ODC, sin embargo un exceso de estas moléculas inhibe el proceso de traducción de esta 

enzima. Aunque aún no es claro el mecanismo que determina la sensibilidad de !a ODC a 

una alta concentración de PAs, es posible que ésta se deba a alteraciones en el proceso 

de ta degradación de la enzima (Lóvkvist et al., 2001 ). Es importante señalar que la ODC 

no solamente se encuentra controlada por el encogen c-myc sino que también el encogen 

ras regula su expresión. La activación de la vía Ras tiene un efecto estimulante tanto en la 

transcripción del gen Odc como en la traducción de los RNAm. El principal efecto de Ras 

es en ra traducción y este es mediado a través de cambios en la fosforilación del complejo 

formado por e!F-4E y la proteína e!F-4E-BP1 (Shantz, 2004 ). 

Distribución de la ODC en tejidos 

El interés por el estudio de la OOC inició tras la observación del dimorfismo del riñón en 

ratón y muchas otras especies, ya que este órgano es generalmente más grande en 

machos que en hembras. El tratamiento de hembras con la hormona testosterona, u otros 

esteroides androgénicos, incrementan el tamaño de! riñón y promueve la expresión de 

múltiples genes, que incluyen también !a OOC. En los años so·s se realizaron números 

estudios sobre la expresión de la ODC a nivel de transcripción y traducción en riñón de 

ratones hembras y machos castrados tratados con testosterona (e! andrógeno 

biológicamente activo en tejido renal de ratón). Se comprobó que la diferencia en el 

tamaño del riñón entre sexos estaba relacionada con !a presencia de receptores a 

andrógenos en la superlicie de las células (Janne et al., 1984). Los datos experimentales 

indican que, en condiciones basales, la actividad enzimática de !a ODC es 12 veces más 

alta en machos en comparación con hembras, mientras que !a concentración del RNAm 

es 5 veces más elevada en machos que en hembras. Así, !a inducción de esta enzima en 
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el riñón de ratón es altamente especifica y dependiente de receptores para los 

andrógenos. 

Ademas de su corto tiempo de vida media en un rango de 20 a 60 minutos 

(Schipper y Verhofstad, 2002), la ODC se caracteriza por representar un porcentaje muy 

bajo de las proteínas totales de la célula. Solamente del 0.03 al 0.05o/o de las proteínas 

solubles totales corresponden a la ODC aun después de su inducción en riñón con 

estímulos (Janne et al., 1984) tales como: hormonas factores de crecimiento, toxinas y 

carcinógenos (Kontula et al., 1984; Berger et al., 1984; Brabant et al., 1988). Por lo 

anterior, múltiples estudios del gen Odc se han realizado en riñón de modelos murinos, 

tras la inducción de su expresión con andrógenos. 

Por lo anterior el riñón es un órgano blanco adecuado para e! estudio de la 

expresión de la ODC como biomarcador de eventos celulares. Ademas de que es el 

órgano con la concentración más alta de ODC, se destaca que es preferible utilizar riñón 

de ratones hembra para descartar el efecto de estímulos hormonales que existen en 

machos (Levillain et al., 2005). 

Modelos murinos de CCR 

Los modelos murinos químicos de CCR han contribuido significativamente a comprender 

la importancia de los factores ambientales en esta pato!ogía, facilitan el estudio del efecto 

de agentes preventivos y el avance en la búsqueda de alternativas terapéuticas. Diversos 

laboratorios han implementado modelos animales de CCR con DMH o su derivado 

azoximetano, sin embargo, debido a la heterogeneidad de Jos datos reportados en la 

literatura, fue importante estandarizar un modelo experimenta! de CCR en ratones Balb/c 

en !as condiciones de nuestro laboratorio (Cazarez, 2010). El modelo consiste en !a 

administración semanal subcutánea de OMH a una dosis subletal de 20 mg/Kg de peso 

corporal; la manipulación de la DMH se realiza en campana de extracclón, e! carcinógeno 

se pesa al momento de la inyección y se disuelve en solución salina (200 µL/ratón). El 

estudio histopatológico, con hematoxilina-eosina de la porción distal de colon ha 

demostrado que a partir de la semana tres el colon de !os ratones presentaba alteraciones 

iníciales (típicamente inflamación) y que estos daños se agravaban de manera progresiva 

en relación con el tiempo de inducción. Por ejemplo a partir de la semana siete, el colon 

de los ratones presentan los primeros slgnos atípicos; a la semana 24 se visualizan las 

primeras displasias mientras que a la semana 31 el desarrollo tumoral es muy obvio con 

presencia de adenocarcinoma intramucoso y evidencia de displasia (op. cit.). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cancer de colorrectal (CCR) representa un serio problema de salud pública en México, 

es la segunda causa de muerte por cáncer y la cuarta más frecuente dentro de la 

patología oncológica en la población general. Actualmente no existe un tratamiento 10Do/o 

eficaz, para el CCR y los disponibles son agresivos y no son selectivos. 

La evaluación de tratamientos alternativos requiere de modelos experimentales de 

CCR y de moléculas biomarcadoras de su desarrollo. Se ha reportado la utilidad de las 

PAs y la actividad de la ODC como biomarcadores del desarrollo tumoral ya que los 

niveles de estas moléculas incrementan en diversos tipos de cáncer de tejido epitelial. 

En el modelo murino de cáncer de colon inducido con OMH se ha comprobado que Jos 

niveles de las PAs urinarias son biomarcadores de! desarro!!o tumoral, sin embargo, es 

necesario complementar el estudio a través de Ja evaluación de la expresión de Ja ODC, 

la enzima limitante del metabolismo de las PAs en este mismo modelo. 
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JUSTIFICACIÓN 

Para entender los mecanismos involucrados en la patología del CCR se requiere de 

moléculas biomarcadoras de su desarrollo. Los niveles de PAs se incrementan en 

diversos tipos de cáncer y la ODC es la enzima !imitante de! metabolismo de fas PAs, por 

lo que podría ser un buen marcador del desarrollo de! CCR. 

Con el objeto de valorar Ja utilidad de Ja OOC como marcador del desarrollo del 

CCR, es importante estudiar su expresión en tejidos de ratones Balb/c tratados con DMH. 

Debido a la complejidad de la regulación de la actividad de la enzima es necesario 

analizar su expresión a nivel transcripciona! y traduccional. 
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HIPÓTESIS 

La expresión de la ornitina descarboxi!asa (ODC), se incrementa durante e! desarrollo de 

cáncer de colon en ratones Ba!b/c tratados con 1,2-dimetilhidracina (DMH). 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar Ja expresión de la ornitina descarboxilasa (OOC) en un modelo murino Balb/c de 

cáncer de colon. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Establecer las técnicas de RT-PCR y Western Blot para el estudio de Ja expresión 

de la ODC en riñón y colon de ratones Balb/c tratados con DMH y control. 

2) Analizar la transcripción del gen Odc en riñón y colon de ratones Balb/c tratados 

con DMH y control por RT-PCR. 

3) Evaluar Ja expresión de la enzima ODC en riñón y colon de ratones Balb/c tratados 

con DMH y control por Western Blot. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales de experimentación 

Se trabajó con hembras de 18 a 20 g de peso corporal de Ja cepa Balb/c, colocadas en 

jaulas en bioterio a temperatura de 22 a 24ºC, humedad constante y fotoperiodo 

controlado de 12 horas luz y 12 horas oscuridad; se alimentaron con dieta comercial 

(Purina) que cubre Jos requerimientos nutricionales básicos. 

Grupos de estudio 

Nuestro grupo de trabajo estableció el modelo murino Balb/c de CCR inducido con DMH 

(Cazares, 2010) en el laboratorio de Biomarcadores Moleculares y Genética Molecular del 

Departamento de Biología Celular y Molecular. 

El cáncer se indujo con DMH preparado al momento del experimento en solución 

salina isotónica, a una dosis subletal de 20 mg/kg de peso corporal; inyectado 

subcutáneamente en la parte ventral de cada ratón, semanalmente durante 24 semanas, 

y posteriormente se sacrificaron a la semana 31. El grupo control consistió en ratones que 

recibieron inyecciones subcutáneas semanales de solución salina isotónica durante 24 

semanas y posteriormente se sacrificaron a Ja semana 31. 

Análisis de la expresión de la Odc por RT-PCR semicuantitativa 

Extracción de RNA 

La extracción del RNA se realizó en frío y en campana de flujo !aminar (Novatek) bajo 

condiciones libres de RNAasas. Se anestesió el ratón subcutáneamente con 200 µL de 

pentobarbital sódico al 0.065°/o de la marca Aranda, se extrajo el riñón y e! colon, en 

condiciones asépticas los cuales se congelaron a -80ºC hasta su uso. Para la extracción 

de RNA se utilizó 40 mg de cada tejido mismo que se lavó con H20 MilliQ tratada con 

dietil pirocarbonato (DEPC) al 0.1o/o. Posteriormente se agregó a cada una de ras 

muestras 1 ml de TrizoJ (lnvitrogen) y se homogenizó vigorosamente, se centrifugó a 

12,000 rpm por 10 mina 6ºC en una microcentrifuga y se pasó el sobrenadante a otro 

tubo eppendorf. Se incubo cada muestra durante 5 min a 25ºC, se añadió 200 µL de 

cloroformo al 100º/o {Sigma) y se agitó el tubo durante 15 seg. Posteriormente se incubó 3 

min a 25ºC, y se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 min a 6ºC. Se transfirió la fase 

superior a un tubo nuevo, se precipitó el RNA con 500 µL de isopropanol al 1 OOo/o 
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(Sigma), se incubó durante 10 mina 25°C, se centrifugó a 12,000 rpm durante 10 mina 

6ºC y se retiró el sobrenadante. El RNA formó una pastilla, se lavó con 1 ml de etanol al 

75°/o (Sigma) y se agitó vigorosamente, se centrifugó a 7,500 rpm durante 10 mina 6ºC, 

se retiró el etanol y se secó ef RNA en campana de flujo laminar. 

Finalmente se re suspendió el RNA en 50 µL de H20 MilliQ tratada con OEPC y se 

incubó durante 10 min a 55ºC en baño maría, se regresó rápidamente a hielo y se 

congeló a -80ºC hasta su uso (Sambrook y RusseJJ, 2001 ). 

Análisis de la calidad de RNA total 

Se aplicó 3 µL de RNA total más 2 µL de amortiguador de carga (6x), en cada pozo en gel 

de agarosa al 1o/o preparado con solución TBE 1x pre-corrido 1hr/50volts en una camara 

de electroforesis (BIO-RAD). Se corrió a 75 volts durante 60 min, se tiñó el ge! con 

bromuro de etidio preparado a una concentración de 20 ng/ml y se observó en un 

transluminador de luz UV (UVP modelo M-20E) (op. cit.).Se tomó una fotografía con una 

cámara Kodak digital Science. 

Determinación de Ja concentración del RNA total 

Se cuantificó el RNA total con un espectrofotómetro (SpectroUV-VISRS modelo UV-2500) 

a una longitud de onda de 260 nm a una dilución 1 :60. Ef valor de la densidad óptica 

obtenido a 260 nm se dividió con el obtenido a 280 nm para la evaluar la calidad del RNA 

total. La concentración del RNA (ng/µL) se obtuvo al multiplicar el valor de Ja densidad 

óptica por 40 (valor constante) por 60 (factor de dilución). 

Síntesis de cDNA a partir de RNA total 

E! protocolo se elaboró según recomendaciones del proveedor (lnvitrogen ), todos los 

reactivos fueron agregados a un tubo para reacción de PCR y !as incubaciones se 

realizaron en un termociclador {MJ Research modelo PTC-100). 

Se agregó 1 µL de oligo (dT) 12-18 (500 µg/ml), 1000 ng de RNA total, 1 µL de 

mezcla de dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTPs) a 10 mM y se ajustó el volumen a 12 µL 

con agua estéril tratada con DEPC. Se calentó la mezcla a 65ºC/5min y rápidamente se 

pasó a una cama de hielo, se centrifugó brevemente la mezcla y se agregó 4 µL de 

amortiguador First-Strand SX, 2 µL de ditiotreitol (OTT) 0.1 M y 1 µL de RNaseOUT™ 

(lnhibidor de ribonucleasa recombinante (40 unidades/µL), se mezcló el contenido del 

tubo y se incubó a 37ºC por 2 min. Se agregó 1 µL (200 unidades) de M-MLV-RT, se 
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mezcló con la micropipeta y se incubó a 37ºC por 50 min. Se inactivó la reacción a 1 

incubar a ?OºC por 15 min y finalmente se guardó a -20ºC hasta su uso (op. cit.). 

Diseño de cebadores para cDNA 

A partir de las secuencias de Odc y ¡3-actina, que se encontraron en la base de datos de 

NCBl (National Center for Biotecnology lnformation) y con las herramientas de 

bioinformática (Rozen y Skaletsky, 2000) se elaboraron los cebadores para la 

retrotranscripción del fragmento del gen de interés (Odc) y del fragmento del gen 

constitutivo (¡3-actina). Para va!idar los cebadores se utilizaron los programas de libre 

acceso, Autodimer (Vallone y Butler, 2004) y NCBl/BLAST/b!astn proporcionado por NCBI 

(Altschul et al., 1990). Uno de los criterios para el diseño de los cebadores fue que las 

temperaturas de alineación con el cDNA molde estuvieran dentro de un mismo rango de 

temperatura para su coamplificación por PCR. Los cebadores fueron sintetizados por 

Uniparts S.A. de C.V. 

Estandarización de PCR multiplex 

Se estandarizó la PCR multiplex del fragmento del gen Odc al utilizar como constitutivo a 

la ¡3-actina en las condiclones de nuestro laboratorio. Para determinar las condiciones de 

PCR se consideraron varios parámetros como son la temperatura de alineación, la 

concentración de cloruro de magnesio, concentración del amortiguador y proporción de 

cebadores, y concentración de Taq polimerasa. Cada experimento de PCR incluyó un 

control negativo el cual consiste en agregar todos los componentes de la PCR menos el 

cDNA y para minimizar la variabilidad en la preparación de la mezcla de reacción, soto 12 

muestras fueron analizadas en una sola determinación de PCR (Allenberg y Silverman, 

1997). 

Validación de RT-PCR multiplex 

La validación de la prueba se realizó después de identificar las condiciones ideales para Ja 

coamplificación de Odc y ¡3-actina se valido la prueba. El primer paso fue la optimización 

de la concentración de cebadores, enseguida se determinó la cantidad ideal de RNA, se 

optimizó el número de ciclos de PCR asi como la reproducibilidad de la reacción RT-PCR. 
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Cuantificación de los productos de PCR 

Para evaluar los productos de PCR, se elaboraron geles de agarosa al 1.5º/o en solución 

de TBE 1X. Cada muestra se aplicó por cuadruplicado y se separó por electroforesis a 75 

V por 120 min, se utilizó un marcador de 100 pb (lnvitrogen). Una vez separadas las 

muestras, el gel se tiño con bromuro de etidio a una concentración de 20 ng/ml y se 

observó en un transluminador de luz UV (UVP modelo M-20E). Se tomó una fotografía 

con una cámara de Kodak digital Science, el gel se analizó con el programa Kodak EDAS 

3.5 (Efectrophoresis Documentation and Anafysis System). 

Determinación de la intensidad de las bandas 

La intensidad de las bandas de la Odc se obtuvo en pixe!es con el programa EOAS 3.5 y 

los valores fueron ponderados con respecto a !a intensidad de las bandas de la f3-actina, 

se realizaron cuatro replicas. 

Análisis estadístico 

Los valores de intensidad se pasaron a una hoja de Excel y se calculo el coeficiente de 

variación (CV) en porcentaje entre las replicas, un valor inferior a 10°/o, indica que el 

proceso experimenta! es adecuado y reproducible de acuerdo con (Ailenberg y Silverman, 

1997; Willey et al., 2002 y Joyce, 2002). Además se aplicó una distribución de f de Fisher 

comparar las varianzas de cada grupo, y se utilizó !a prueba de t Student para medir las 

medias entre los grupos de estudios. Se estableció que una p<0.05 representa a una 

diferencia significativa entre grupos. 

Evaluación de la expresión de la ODC por Western Blot 

Preparación de las muestras 

Para la extracción de proteínas se utilizaron 30 mg de riñón y colon, los tejidos se lavaron 

con solución salina. Las muestras se trituraron y lisaron sobre hielo durante 15 min, con 1 

ml de amortiguador de lisis que contiene inhibidor de proteasas y fosfatasas de la marca 

Santa Cruz (Tris HCI 50 mM pH 7.4, NaCI 150 mM, EGTA 1 mM pH 8.0, EDTA 5 mM pH 

8.0, NaF 10 mM, NaV04 1 mM, NP40 0.5o/o, tritón X-1001°/o, PMSF 10 mg, aprotinina 2 µg, 

leupeptina 5 µg), se utilizó un homogenizador Ultra-Turrax (IKA). Posteriormente se 

centrifugaron a 12,000 rpm por 20 mina 4 ºC, se recuperó el sobrenadante, se descartó Ja 
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pastilla y finalmente se guardó a -20 ºC hasta su uso (Hames y Rickwood, 1998; Harlow y 

Lane. 1999; Bolt y Mahoney, 1997). 

Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

Las proteínas totales de las muestras experimentales se cuantificaron por el método de 

Bradford (Bradford. 1976). Se realizó una curva de referencia con albumina de suero 

bovino (BSA). Las muestras experimentales se diluyeron 1:10 con solución de Bradford, 

se analizaron después de 5 min en un espectrofotómetro (LaboMed) a una longitud de 

onda de 595 nm. Se determinó la concentración de proteínas de cada muestra en relación 

a !a curva estándar. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 

Las proteínas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE). Se 

prepararon los geles de poliacrilamida (Sigma) en dos partes: el gel inferior al 12.5°/o de 

acrilamida (acrilamida: bis-acri!amida 29:1 Tris base 2 M pH 8.8, persulfato de amonio 

1.5°/o, SOS 10°/o TEMED 10°/o) y gel superior al 4°/o de acrilamida (acrilamida: bis

acrilamida 29:1, Tris HCJ 0.5 M, pH 6.8; persulfato de amonio 1.5°/o, SOS 10°/o TEMED 

10o/o). Se colocaron en una cámara de electroforesis vertical (BIO-RAD). se adicionó una 

solución amortiguadora (Tris base 0.0248 M, glicina 0.19 M, SOS 10%, pH 8.3). 

A cada muestra se Je añadió amortiguador de carga en proporción 1 :1 {SOS 4o/o, 

mercaptoetanol 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.004°/o, Tris HCI 0.5 M pH 6.8). 

Las muestras, se calentaron a 100ºC durante 5 min, se enfriaron a 4ºC durante 1 min, se 

agitaron vigorosamente y finalmente se cargaron. En el gel la separación se !levó a cabo 

durante 2 h a 100 V. Para analizar el tamaño de las proteínas se utilizó un marcador de 

peso molecular de 10-225 kDa {Promega). 

Los geles se tiñeron con azul de Coomassie {metano! 45º/o, Coomassie brilliant 

blue R-250 0.1°/o y ácido acético 10o/o) y se lavó el exceso en agitación con una solución 

decolorante {ácido acético 10% y metano! 10%) (Hames y Rickwood, 1998; Harlow y 

Lane, 1999; Bolt y Mahoney, 1997). Con el objetivo de seleccionar la concentración de 

proteínas totales que produjera el mejor patrón electroforético, se utilizaron muestras de 

25, 50, 75 y 100 µg de extracto proteico. 
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Identificación de proteínas por Western Blot 

Las proteínas separadas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de 

PVDF (Polivinildenedifloride, Millipore). La membrana fue sumergida por 10 min en 

metanol absoluto (Fermont) y lavada con agua desionizada, de igual manera la 

almohadilla de fibra, papel filtro y el gel se sumergieron en ef amortiguador de 

transferencia. El gel se colocó en ta cámara de electrotransferencia; se agregó 

amortiguador de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metano! 20o/o a pH 8.3) 

Se real"lzó Ja transferencia durante 3 horas en frío, finalmente la membrana se tiñó con 

rojo de Ponceau (écido acético al So/o, rojo de Ponceau al O.So/o) para comprobar Ja 

transferencia (Akhaven-Tafti et al .. 1994; lsacsson y Watermark, 1974; Towbin y Gordon, 

1984). 

Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con solución de 

caseína al 5% y Tween 20 al 0.1°/o en TBS (Tris-HCI 1 M pH 7.6, NaCI 0.13 M) durante 1 

h. Una membrana se expuso con el anticuerpo primario de la ODC (Sigma) a una dilución 

de 1:200 en TBS-T (TBS con Tween 20 al 0.1%), otra membrana se expuso con el 

anticuerpo primario de la j3-actina (Santa Cruz) a una dilución de 1:8000 en TBS-T. Las 

membranas se incubaron a temperatura ambiente y se lavaron 4 veces (15 min cada una) 

en TBS-T. Posteriormente se expusieron con el anticuerpo secundario (lgG-HRP) a 

diluciones de 1 :50,000 para la ODC y 1: 10,000 para la j3-actina. Se utilizó un anticuerpo 

secundario de la marca Sigma en el caso de la ODC y Santa Cruz para la ¡3-actina. 

La detección de las proteínas se realizó en cuarto oscuro, se utilizó luz roja de seguridad. 

Se utilizó el método de detección quimioluminiscente ECL de GE Healthcare. Se fes 

agregó Ja mezcla de detección (2 mL de solución A ECL +Plus y 50 µL de solución B ECL 

+ Plus) y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. Se expusieron a una 

película de rayos X (Hyperfilm ECL) por 15 seg, se sumergió en solución reveladora 

durante 1 min se enjuagó en agua desionizada por 30 seg y se sumergió en solución 

fijadora durante 1 min, posteriormente se volvió a enjuagar y finalmente se observaron las 

bandas de interés (op. cit.). 
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RESULTADOS 

Diseño de cebadores oara cDNA 

A partir de las secuencias Odc y ¡3-actina, que se encontraron en la base de datos de 

NCBI (National Center for Bíotecnology lnformation) y con las herramientas de 

bioinformática (Rozen y Skaletsky, 2000) se elaboraron los cebadores para la 

amplificación de ambos fragmentos (Cuadro 2). Para validar los cebadores se utilizaron 

los programas de libre acceso, Autodimer (Vallone y Butler, 2004) y NCBl/BLAST/blastn 

proporcionado por NCBI (Altschul et al., 1990). 

Cuadro 2. Cebadores utilizados para la amplificación de la Ocie y {3-actina 

Secuencia de 
referencia 

NM_013614.2 
Odc 

NM_007393.3 
/3-actina 

Cebador sentido 
Cebador antisentido 

TTTCCACCACTCCAAGAAGG 
GTTCCAAGAGAAGCCTGCTG 
ACAGCTTCTTTGCAGCTCCTT 

GAGAGCATAGCCCTCGTAGATG 

Estandarización de la PCR multiplex 

Temperatura Tamaño 
de alineación teórico de 

teórica producto 

60.08 659 pb 
60.13 
60.69 566 pb 
60.38 

La estandarización de la PCR consistió en optimizar los siguientes parámetros: 

temperatura de alineación, concentraciones de cloruro de magnesio, de amortiguador, de 

cebadores y de Taq polimerasa para la coamplificacion de ambos fragmentos de los 

genes. El la figura 5 se muestra un collage de las electroforesis representativas para los 

diferentes parámetros analizados. 

Temperatura: 

Se optimizó la temperatura de alineación en un rango de 62"C hasta 67"C. La 

temperatura óptima fue la de 66ºC tanto para Odc (659 pb) como fJ-actina (566 pb) ya que 

a esta temperatura se observa una banda bien definida del tamaño esperado para cada 

uno de los fragmentos del gen. En la figura 5 A se observa las muestras 1, 3, 5 y 8 la 

amplificación del fragmento Odc y en las muestras 2, 4, 6 y 7 la ¡3-actína. Se utilizó un 

marcador molecular de 100 pb. 
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Figura 5. Optimización de los parámetros de PCR multiplex. Electroforesis representativas en 
geles de agarosa (1 .5%). de los productos de PCR A) Temperatura de alineación, B) Cloruro de 
magnesio C) Amortiguador O) Taq polimerasa. 

Cloruro de Magnesio: 

Se utilizaron diferentes concentraciones de cloruro de magnesio de 2, 3, 4 y 5 mM y se 

determinó que la concentración óptima para la coamplificación fue de 3 mM a esta 

concentración se visualizan claramente las dos bandas esperadas que corresponden a los 

fragmentos de interés. En la figura 5 B se observa en las muestras 1 y 3 la amplificación 

de {3-actina y Odc respectivamente y en las muestras 5, 7, 9 y 11 la coamplificacion de 

Odc/{3-actina. las muestras 2, 4, 6, 8 y 1 O corresponden a los controles negativos de la 

PCR. 

Amortiguador: 

Se estandarizaron las concentraciones óptimas del amortiguador 1X y 1.SX y se observó 

que la concentración de 1.SX mejora el patrón de bandeo. En la figura 5 C se observa en 

las muestras 1 y 2 la coamplificación de Odc/{3-actina a la concentración 1X, por duplicado 

y en las muestras 4 y 5 a 1.SX, los carriles 3, 6 y 7 corresponden a los controles negativos 

de la PCR. 
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Taq polimerasa: 

Finalmente se utilizaron volúmenes de Taq polimerasa de 0.5, 0.75, 1, 1.25 y 1.5 u y de 

acuerdo al patrón de bandeo se determinó que la óptima fue de 1.25 U por reacción de 

PCR de 25 µL. En la figura 5 D se observan Jos resultados de la PCR, en tas muestras 1, 

3, 5, 7 y 9 corresponden a la coamplificacion de Odc/{3-actina y las muestras 2, 4, 6, 8 y 

1 O a los controles negativos de la PCR. 

Validación de la RT-PCR multiplex 

Una vez optimizadas las condiciones de la PCR multiplex se procedió a validar la RT

PCR, la cual consistió en optimizar los siguientes parámetros: cantidad de RNA, 

concentración y proporción de cebadores, optimización de la cantidad de ciclos y 

reproducibilidad de la RT-PCR multip1ex. 

Optimización de la cantidad de RNA 

Un parámetro importante para la validación de la técnica de RT-PCR multiplex fue la 

determinación de la cantidad optima de RNA total (ng), ya que la cantidad de producto 

final de PCR depende en gran medida de la abundancia de la secuencia blanco. Mientras 

menor es la concentración de cDNA utilizada en la PCR mayor será el coeficiente de 

variación (CV) al momento de evaluar las replicas de la PCR (por cuadruplicado) 

(Ailenberg y Silverman, 1997). 

Se realizaron PCR multiplex por cuadruplicado con cantidades decrecientes de 

RNA (1000 a 31.25 ng). Donde se calculó el CV expresado en porcentaje para cada 

reacción. La concentración de RNA total óptima fue de 1000 ng con un CV de 3.9o/o, lo 

que significa una menor variabilidad entre las muestras (Figura 6 A). Posteriormente se 

realizó una curva donde se representa la normalización del Odc con respecto a {3-actina 

para diferentes cantidades de RNA (Figura 6 8). 
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Figura 6. Optimización de RNA total A) Coamplificación de Odcl{J-actina con diferentes 
cantidades de RNA total y su respectivo CV. B) Curva de RNA. 

Optimización de la concentración y proporción de Cebadores 

Por otra parte la concentración de cebadores es un factor limitante de la reacción, sin 

embargo, la adición excesiva de cebadores podría inhibir la reacción debido a que captura 

MgCl2 y disminuye la actividad de la Taq polimerasa. 

Se realizaron dos experimentos de PCR multiplex por triplicado con diferentes 

concentraciones y proporciones de cebadores para Odc y {3-acüna con las condiciones de 

PCR multiplex previamente definidos. Fue necesario mantener a la Odc a un nivel 

constante de expresión y ajustar la concentración de los cebadores de la {3-actina para 

obtener una cinética de reacción similar para ambos fragmentos (numero de pixeles en la 

Figura 7 A donde indica la flecha). 

En el primer experimento los cebadores para la Odc se mantuvieron a una 

concentración de 0.2µM y los de la {3-actina se modificaron progresivamente entre 0.2µM 

y 0.004µM. El producto de la PCR se cuantifico por pixeles (Figura 7 A) y se realizó una 

curva de regresión lineal para Odc y {3-actina (Figura 7 B). Se observa que al modificar la 

concentración de cebadores de la {3-actina en estas condiciones se modifican también la 

intensidad de la banda representativa de Odc. 
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Figura 7. Optimización de cebadores Odcl¡J-actina. A) Coamplificación de Odc/{3-actina con 
diferentes cantidades de cebadores. B) Regresión lineal para los cebadores de Odc (azul) y {3-
actina (rojo). 

Por lo tanto, se realizó otra PCR multiplex por triplicado donde la Odc se mantuvo a una 

concentración constante de 0.32 µM y la /3-actina fue diferente de 0.2 µM a 0.004 µM 

(Figura 8 A donde indica la flecha) y posteriormente se realizó la curva de regresión lineal, 

para determinar las concentraciones óptimas de ambos cebadores. Los resultados 

muestran que la concentración óptima para la Odc fue de 0.32 µM y f3-actina de 0.08 µM 

(Figura 8 B) ya que se observa que la intensidad de la banda de la Odc es menos 

afectada (R= 0.807) cuando se modifica a la /3-actina. 

A 

!~1~11¡·~1~1¡ Odc/0.32JIM 11.S lka/D.2JIM 
Otk/0.'2 ¡iM 11.S 6-oct/O.l2 JIM 

~1; J t, , , Odc/0.32¡¡M11.<kt;t/0.08 ¡¡M 

• t:.000 . ... .. 
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o 

B 

R-0.807 

o 0.2 O..l OA 0 .5 0.6 

Figura 8. Optimización de cebadores Odc/fJ-actina. A) Coamplificación de Odc/{3-actina con 
diferentes cantidades de cebadores. B) Regresión lineal para los cebadores de odc (azul) y {3-

actina (rojo). 
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Optimización de la cantidad de ciclos 

La reacción de PCR depende además del número de ciclos que se utilice en el programa 

de PCR ya que existe una relación directa entre el número de ciclos y la cantidad de 

producto durante la fase exponencial de la reacción. Se estableció que el número óptimo 

de ciclos para la coamplificación fue de 35. 

Se evaluaron diferentes ciclos (20 a 45) para la PCR multiplex por cuadruplicado, 

en el ciclo numero 35 se observa una adecuada coamplificación con un CV de 5.1 % 

(Figura 9 A donde indica la flecha). La figura 9 B representa la curva correspondiente al 

experimento. 
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Figura 9. Optimización de ciclos Odclf3-actina. A) Coamplificación de Odc/{3-actina a diferentes 
Nº de cidos. B) Curva de ciclos para la PCR multiplex. 

Reproducibilidad de la RT- PCR multiplex 

Finalmente para la validación de esta prueba se necesitó evaluar la reproducibilidad del 

ensayo el cual se evaluó con dos experimentos completamente independientes en las 

mismas condiciones experimentales con una misma muestra y se analizó la expresión de 

cada experimento por cuadruplicado (Figura 1 O A), (Henegariu et al., 1997). Se obtuvieron 

CV de 8.5 % y 4.6 % (Figura 10 B) menores a 10 similar a lo reportado anteriormente lo 

cual confirmó la validación de la RT-PCR multiplex (Ailenberg y Silverman, 1997; Willey et 

a/., 2002 y Joyce, 2002) y permitió la evaluación semicuantitativa de la transcripción del 

gen Odc en muestras de riñón y colon de ratones experimentales y control. 
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CV(%) 
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8.5 

Figura 10. Reproducibilidad de Odc//j-actina. A) Experimentos independientes de la 
coamplificación de Odd1'3-actina. 8) Coeficiente de variación de los experimentos. 

Condiciones establecidas para la RT-PCR multiplex 

En el cuadro 3 y 4 se resumen los diferentes parámetros estandarizados previamente 

para la RT-PCR multiplex de Odc y /3-actina y el programa de coamplificación. 

Cuadro 3. Condiciones de reacción de las PCR de Odc y {3-actina 

Reactivo 
Concentración 

Cantidad (µL) 
Concentración 

Inicial Final 

Amortiguador 10X 3.75 1.5X 

dNTP's 10 mM 0.5 0.2 mM 

MgCl2 50mM 1.5 3mM 

Cebador F P,-actina 10 µM 0.2 0.08 µM 

Cebador R (J-actina 10 µM 0.2 0.08 µM 

Cebador F odc 10 µM 0.8 0.32 µM 

Cebador R odc 10 µM 0.8 0.32 µM 

TaqONA 
5 U/µL 0.25 1.25 U/reacción 

poli me rasa 
cDNA 

0.5 
(a partir de 1000 ng RNA total) 

H,O MilliQ 16.5 

Vol. total (µL) 25 
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Cuadro 4. Programa de la amplificación de Odc y {3-actina 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

Desnaturalización previa 95 2min 

Desnaturalización 95 45 s 

} 3Scíclos Alineación 66 1 min 

Elongación 72 45 s 
Extensión final 72 10 min 

Comparación de la variabilidad de la expresión de la Odc en riñón y colon 

En un estudio previo se comparó la dispersión de los datos de la expresión de la Odc en 

colon (n::::S) y riñón (n::::7) de ratones tratados con DMH, donde se indica mediante la 

prueba f de Fisher que no hay diferencias significativas entre colon y riñón con un nivel de 

signfficancia del 95o/o (Cuadro 5). 

Cuadro 5. Comparación de varianzas en riñón y colon de ratones tratados con DMH 

Prueba F para grupo DMH Colon Riñón 

Media 0.44388 0.73812857 

Varianza 0.045329147 0.01053646 

Observaciones 5 7 
Grados de libertad 4 6 
F 4.302124759 

Valor cñtico para F 4.53367695 

Distribución f de fisher para grupo OMH, p<0.05 

En cambio al comparar la dispersión de los datos de la expresión de la Odc en riñón (n==4) 

y colon (n::::4) de ratones control. Se encontró que la varianza en colon (0.032} existen 

diferencias significativas en comparación con riñón (0.003) (p<0.05) lo que indica que la 

expresión del fragmento Odc tiene menor varianza en riñón que en colon (Cuadro 6). 
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Cuadro 6. Comparación de varianzas en riñón y colon de ratones control 

Prueba F para grupo control Colon Rinón 

Media 0.4634750 0.673175 

Varianza 0.03285387 0.0031827 

Observaciones 4 4 

Grados de libertad 3 3 
F 10.32265441 

Valor crítico para F 9.276628154 

Distribución f de fisher para grupo control, con una p<0.05 

Análisis de la transcripción de la Odc por RT-PCR semicuantitativa 

Para el análisis de la transcripción del la Odc se trabajó con tejido de riñón en el grupo 

DMH (n;5) y grupo control (n;4). En la figura 11 se observa el resultado de una PCR 

representativa donde la intensidad de la banda de 659 pb que corresponde al fragmento 

de la Odc es más alta en ratones tratados con DMH en comparación con ratones control 

(Figura 11 ). 

A 
M 1 2 3 4 

B 
5 6 7 8 

(kkftHKt;na 

659/566pb 

Figura 11. Coamplificación de Odc//j-actina. A) Gel de agarosa a una concentración 
de 1.5%, marcador de 100 pb, carriles 1, 2, 3 y 4 Odcl{3-actina de muestra DMH. B) 
carriles 5, 6, 7 y 8 Odcl/3-actina de muestra control. 

Página 36 



Se observó un incremento notable de la transcripción de la Odc en las muestras del 

grupo DMH (media de 0.60494 ± 0.1776161) en comparación con el grupo control (media 

de 0.346375 ± 0.827532) (Figura 12). 
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Figura 12. Representación de la media de grupo DMH y control. Los resultados representan la 
media ± desviación estándar, donde se observaron diferencias significativas entre ambos grupos 
con una p<0.05. 

Se realizó la prueba de f de Fisher, para determinar si las varianzas entre los grupos 

experimentales fueron iguales o diferentes, los resultados de la misma muestras que las 

varianzas fueron iguales para ambos grupos. (Cuadro 7). 

Cuadro 7. Comparación de varianza entre grupos. 
Prueba F para dos grupos DMH Control 

Media 0.60494 0.346375 

Varianza 

Observaciones 

Grados de libertad 

F 

Valor critico para F 

0.03154759 

5 

4 

4.60671481 

9.11718225 

0.00684818 

4 

3 

Distribución f de fisher para dos grupos, con una p<0.05 
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Posteriormente se aplicó la prueba de t de Student para comparar las medias de la 

expresión de la Odc entre grupos y se encontró que existen diferencias significativas 

entre las medias de los grupos tratados con DMH y grupo control (Cuadro 8). 

Cuadro 8. Comparación de la expresión de Odc entre ratones tratados con DMH y control 

Prueba t para dos grupos DMH Control 

Media 0.60494 0.346375 
Varianza 0.031547593 0.006848176 

Observaciones 5 4 

Grados de libertad 7 

Estadístico t 2.662231336 

Valor crítico de t 2.364624251 
Prueba t Student para dos grupos, con una p<0.05 
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Evaluación de la expresión de la ODC por Western Blot 

Cuantificación de proteínas por método de Bradford 

Se obtuvo la curva estándar con BSA (R= 0.997) (Figura 13). Se cuantificó la 

concentración de proteinas de las muestras de interés en relación a la curva estándar. La 

concentración proteica de las muestras de riñón fue de 985 a 515 µg/µL con una media 

de 757.5 y las muestras de colón fueron de 715 a 465 µg/µL con una media de 580.62. 
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Figura 13. Curva estándar de BSA. Cuantificación de proteínas 
por micrornétodo de Bradford. 

La cantidad óptima de proteínas totales para detectar la 13-actina y ODC fue de 50 a 75 

µg, carriles 2 y 3 de la figura 14 donde se muestra el experimento para la ¡3-actina (43 

Kda). La intensidad de la señal quimioluminiscente fue débil con 25 µg de proteína total y 

fuerte cuando se aplicaron 100 µg de proteína, carriles 1 y 4 respectivamente de la figura 

15. 
1 2 3 4 

Figura 14. Revelado por quimiolumiscencia de diferentes 
concentraciones de 13-actina Carriles, (1) 25 µg; (2) 50 µg; (3) 75 
µg; (4) 100 µg. 
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Electroforesis en geles de Poliacrilamida (PAGE) y electrotransferencia 

Una vez establecida la concentración de proteína, se cargaron 50 µg de muestra. En 

figuras 15 A y 16 A se observa la separación de proteínas en geles de acrilamida de los 

extractos de riñón y colon para los grupos DMH y control. En las figuras 15 8 y 16 B se 

muestra la electrotransferencia de los geles de acrilamida a las membranas PVDF 

teñidas con rojo de Ponceau. 

A B 
ICDaM12 345678 M 1 2 l 4 5 ' 7 8 

Figura 15. Electroforesis y transferencia de riñón. A) Se observa el patrón electroforético de 
extractos de riñón el primer carril contiene el marcador, el carril 1, 2, 3, 4 muestras de grupo DMH y 
5, 6, 7, 8 muestras de grupo control. B) Se observa el patrón de corrimiento electroforético 
transferido a la membrana de PVDF el primer carril contiene el marcador, el carril 1, 2, 3, 4 
muestras de grupo DMH y 5, 6, 7, 8 muestras de grupo control. 

A B 
ICDa M 1 ' 7 8 M 1 2 l 4 5 6 7 8 

225-+ 

75 -+ 
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Figura 16. Electroforesis y transferencia de colon. A) Se observa el patrón electroforético de 
extractos de colon el primer carril contiene el marcador, el carril 1, 2, 3, 4 muestras de grupo DMH 
y 5, 6, 7, 8 muestras de grupo control. B) Se observa el patrón de corrimiento electroforético 
transferido a la membrana de PVDF el primer carril contiene el marcador, el carril 1, 2, 3. 4 
muestras de grupo DMH y 5, 6, 7, 8 muestras de grupo control. 
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Identificación de proteínas por Western Blot 

Una vez realizada la electrotransferencia, la detección se realizó con los anticuerpos 

primarios y secundarios como se describe en materiales y métodos. Las señales 

detectadas para el anticuerpo de la ODC fueron más intensas en el grupo DMH en 

comparación con el grupo control en riñón (Figura 17), lo que representa una mayor 

expresión de la proteína en ratones con DMH. Las muestras de riñón de ambos grupos 

fueron expuestas al anticuerpo de la j3-actina como control para el experimento (Figura 

18). 

A B 

- 1 > 3 4 5 6 7 8 

53~ 
Figura 17. Revelado por quimiolumiscencia de riñón con OOC. A) Muestras 
de riñón del grupo DMH, carriles 1, 2, 3, 4. B) Muestras de riñón de grupo control 
5, 6, 7, 8. 

A B 
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 

43 

Figura 18. Revelado por quimiolumiscencia de riñón con ~-actina. A) 
Muestras de riñón del grupo DMH, carriles 1, 2, 3, 4. B) Muestras de riñón de 
grupo control 5, 6, 7, 8. 

El análisis de detección de ODC por western blot en muestras de colon no mostró 

diferencia entre grupo DMH y el grupo control (Figura 19) para el anticuerpo de la ODC. 

Las muestras de colon de ambos grupos fueron expuestas al anticuerpo de la j3-actina 

como control para el experimento (Figura 20). 

Página 41 



A B 
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53~······ 
Figura 19. Revelado por quimiolumiscencia de colon con ODC. A) 
Muestras de colon del grupo DMH, carriles 1, 2, 3, 4. B) Muestras de colon de 
grupo control 5, 6, 7, 8. 

A B 

Figura 20. Revelado por quimiolumiscencia de colon p-actina. A) Muestras 
de colon del grupo DMH, carriles 1, 2, 3, 4. B) Muestras de colon de grupo 
control 5, 6, 7, 8. 
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DISCUSIÓN 

El cáncer co!orrectal (CCR) es un serio problema de salud pública para el cual los 

tratamientos disponibles son agresivos, no son selectivos ni eficaces al 1 OOo/o. Para el 

estudio de este padecimiento se requiere de modelos experimentales y moléculas 

marcadoras de su desarrollo. La ornitina descarboxilasa (ODC) es la principar enzima 

limitante en la biosíntesis de las PAs y se induce en respuesta a estímulos de crecimiento, 

como hormonas, factores de crecimiento y promotores de tumores. La regulación de !a 

ODC puede ocurrir en varios niveles, la transcripción del gen {Evan et al., 1992; tyengar et 

al., 2001 ), Ja traducción del RNAm (Wallon et al., 1995; Kahana y Nathans, 1985; Shant y 

Pegg, 1999) y las interacciones y modificaciones post-traduccionales de !a enzima (Helfer 

et al., 1976; F!amigni et al., 1994). Diversos estudios se centran en la regulación de la 

ODC y el metabolismo de las PAs para posibles blancos terapéuticos. Se ha encontrado 

que los inhibidores de la ODC suprimen la formación de tumores en modelos 

experimentales de carcinogénesis de vejiga, mama, colon y piel (Loprinzi et al., 1996; 

Carbone et al., 1998 y Love et al., 1993). 

En e! presente trabajo se estudió la expresión de la ODC a nivel transcripciona! y 

traduccionar en ratones Balb/c tratados con DMH. Para evaluar !a transcripción del 

fragmento del gen Odc se implementó la técnica de RT-PCR semicuantitativa. Una de las 

aportaciones de este trabajo consistió en la estandarización de las condiciones de la PCR 

múltiplex para Odc y {3-actina (gen control). Se inició con la optimización de la temperatura 

de alineación de los dos pares de cebadores ya que es un factor determinante para una 

reacción de coamplificación por PCR (Henegariu et al., 1997). Ambos pares de cebadores 

deben de presentar una cinética similar en la reacción de PCR y unirse de manera 

selectiva y específica a sus sitios complementarios respectivos (entre más aumente la 

temperatura de alineación, más selectiva es la unión a la secuencia blanco). La 

concentración de cloruro de magnesio y la concentración del amortiguador son dos 

factores importantes para la optimización de la reacción, el primero es el cofactor de la 

Taq polimerasa y contribuye a una mejor actividad de la enzima y el segundo genera un 

ambiente adecuado para Ja reacción, (Favre y Rudin, 1996). Finalmente, se determinó la 

concentración de Ja Taq polimerasa ya que es Ja molécula que lleva a cabo el proceso de 

amplificación (Henegariu et al., 1997). 

Para la validación de esta prueba se verificó la reproducibilidad de la RT-PCR 

semicuantitativa en muestras biológicas, con dos experimentos independientes y se 
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analizó el producto de la RT-PCR por cuadruplicado. Se obtuvieron CV menores a 10 lo 

cual confirmó la validación de la RT-PCR multiplex de acuerdo a lo reportado por 

(Ailenberg y Si!verman 1997; Willey et al., 2002 y Joyce, 2002) y permitió proceder a la 

evaluación semicuantitativa de la transcripción de la Odc en muestras de riñón y colon de 

tos grupos experimentales. 

Con la finalidad de definir el tejido más apropiado para el presente estudio, se 

comparó !a varianza en la expresión de la Odc en riñón y colon de ratones tratados con 

DMH y ratones control. Los resultados muestran una mayor dispersión en el colon de 

ambos grupos. Por lo tanto, se decidió estudiar la transcripción de !a Odc solamente en 

riñón. Nuestro modelo murino muestra !as primeras evidencias de CCR después de 7 

semanas de inducción (Cázares, 2010); Newberne y Rogers en 1973, encontraron que el 

100º/o de los ratones tratados con DMH desarro!!aron CCR entre la semana 22 y 30. Por 

!o tanto los ratones empleados en este estudio se sacrificaron a la semana 31; en todos 

!os ratones del grupo experimental se observaron anormalidades en el colon. 

Los resultados de este trabajo muestran que el nivel de transcritos de Odc en 

riñón de ratones Balb/c tratados con DMH por 24 semanas y sacrificados a la semana 31, 

fue significativamente más elevado en comparación con el grupo control. Nuestros 

resultados coinciden con Hu et al., en el 2005, quienes encontraron que la expresión de la 

Odc se asocia con la etapa de malignidad. Sus hallazgos sugieren que e! aumento del 

RNAm de la ODC tiene un papel importante en el proceso de progresión del tumor 

colorrectal. De manera similar Kaminski et al., en el 2010, en un estudio in vitro (línea 

celular de cáncer de colon CaCo-2) encontraron un incremento de la Odc de 3 a 4 veces 

en comparación con el gn.ipo control. Sin embargo, existen factores postranscripcional 

que regulan la expresión de la ODC; por lo que se analizó la expresión de la OOC a nivel 

proteína por Western blot para comparar y confirmar los resultados obtenidos por RT-PCR 

semicuantitativa. 

Después de analizar !os resultados por RT-PCR semicuantitativa se estandarizó Ja 

técnica de Western blot Ja cual consistió en definir las condiciones de extracción, 

cuantificación, electroforesis en geles de poliacrílamida {PAGE), electrotransferencia y 

detección de las proteínas de interés de muestras de riñón y colon de ratones tratados 

con OMH y de! grupo control. Se determinó que 50 µg de protelnas totales separadas por 

PAGE permitieron detectar la ODC, esta cantidad se encuentra dentro del rango {25 a 100 

µg) empleado por otros autores (Kaminski et al., 2010; Levillain et al., 2003; Ning et al., 

2007 y Yuan et al., 2001 ). Los resultados confirmaron el tamaño reportado para la ODC 
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(53 Kda) y la ~-actina (43 Kda) (Hayashi, 1989; Janne et al., 1991; Paschen, 1992 y 

O'Brien et al., 1992). 

Uno de los factores que determinó el éxito de la técnica de Western blot fue el 

factor de dilución de !os anticuerpos. Una dilución de 1 :200 del anticuerpo primario y de 

1 :50,000 del anticuerpo secundario fueron óptimas para detectar la ODC, mientras que 

una dilución de 1:8,000 del anticuerpo primario y de 1:10,000 del secundario permitieron 

una apropiada detección de la ~-actina. Estas diluciones se encuentran dentro del rango 

reportado en otros trabajos (Kaminski et al., 2010; Ning et al .. 2007) 

La evaluación de la expresión de la ODC a nivel traduccional mostró que fue más 

elevada en riñón de ratones tratados con OMH que en el grupo control. Mientras que el 

análisis de !as muestras de colon no mostró resultados que permitieran llegar a la misma 

conclusión. Estos resultados confirman lo observado con RT-PCR semicuantitativa y 

sugieren que para el estudio de la expresión de la ODC, el riñón es un órgano más 

adecuado que el colon. 

Nuestro estudio no mostró diferencias en la cantidad de ODC entre colon del grupo 

experimenta! y el del grupo control. Sin embargo, varios autores han reportado diferencias 

en la expres.ión de la ODC en mucosa de colon de pacientes con CCR. Por ejemplo, Hu et 

al., en el 2005, reportaron una alta expresión de la ODC en muestras de pacientes con 

CCR, también Hixson et al., en 1993 trabajó con muestras de pacientes con CCR y 

reporta un aumento de la ODC en neoplasia de mucosa de colon ascendente, 

descendente, sigmoideo y recto en comparación con mucosa norma!. Debido al tamaño 

de! colon del ratón y a la cantidad de tejido disponible, nuestro estudio se llevo a cabo en 

colon total, lo que podría haber afectado Jos resultados. La variabilidad observada en la 

expresión de la ODC en colon del grupo experimental y de! grupo control sugiere la 

necesidad de trabajar con mucosa colónica. 

A pesar de que la DMH es un carcinógeno específico de colon (Newberne y 

Rogers, 1973), nuestros resultados confirman que la ODC en riñón es un buen marcador 

tumoral. Cabe mencionar que desde !os años 80s, se conoce que el riñón presenta mayor 

expresión de Ja ODC que muchos otros órganos y desde entonces es ampliamente 

utilizado para estudiar la ODC en modelos murinos (Janne et al., 1984; Kontula et al., 

1984; Berger et al., 1984; Brabant et al., 1988). 
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CONCLUSIONES 

1) La técnica de RT-PCR semicuantitativa es útil para detectar diferencias en la 

expresión de la Odc a nivel transcripcional entre ratones control y ratones con CCR 

inducido por DMH. 

2) El análisis de la expresión de la OOC a nivel traduccional con Ja técnica de Western 

blot mostró el mismo patrón en Jos diferentes grupos de estudio. Por !o que ambas 

técnicas son adecuadas para estudiar la expresión de la ODC. 

3) En RT-PCR semicuantitativa y Western bfot el riñón mostró una menor disperslón de 

Jos datos en relación al colon por lo que se considera que el riñón es un tejido más 

adecuado para detectar diferencias en los niveles de !a ODC entre ratones control y 

ratones tratados con DMH. 

4) Los resultados de este trabajo muestran un aumento en la expresión de la Odc a nivel 

transcripcional y traduccional en riñón de ~atones tratados con DMH en comparación 

con los controles. 

5) El presente estudio permite sugerir que la ODC juega un pape! importante en la 

patología de! CCR, por Jo que se propone a la ODC como una molécula biomarcadora 

de CCR en modelos murinos. 
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PERSPECTIVAS 

Estudiar la ODC durante el desarrollo de CCR inducido con DMH. 

Estudiar la ODC en mucosa de colon de ratón para disminuir la variabilidad de la 

expresión de esta enzima en este tejido. 

El análisis de la ODC permitirá evaluar diversos factores involucrados en el 

desarrollo de! CCR. 
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GLOSARIO 

Adenoma: Tumor de estructura semejante a la de las glándulas. 

Alelo: Cada uno de tos genes de un par, que ocupan el mismo lugar en dos cromosomas 

homólogos. Ejercen una misma función sobre un carácter o rasgo de organización, color o 
forma, con efectos diversos. 

Biogénesis: Teoría biológica según la cual todo ser vivo procede de otro ser vivo. 

Biomolécula: Molécula constituyente de los seres vivos; está compuestas 
mayoritariamente de carbono, hidrógeno, oxígeno o nitrógeno 

Carcinoma: Cáncer formado a expensas del tejido epitelial de los órganos, con tendencia 
a difundirse y producir metástasis. 

Carcinoma in situ: Grupo de células anormales que permanecen en el mismo lugar en el 

que se formaron. 

Caucásica: Es un término usado para designar a personas cuya tonalidad de piel clara 

suele ser asociada a poblaciones de origen europeo. 

Cepa: Una variante fenotípica de una especie o, incluso, de un taxón inferior, usualmente 

propagada clonalmente, debido al interés en la conservación de sus cualidades 
definitorias. 

Cofactor: Es un componente no proteico, termoestable y de bajo peso molecular, 

necesario para la acción de una enzima. 

Colon sigmoide: Parte del Intestino grueso que, en el hombre, continúa después del 

colon descendente, a la altura de la pelvis y es seguido por el recto. 

Dímero: Especie química que consiste en dos subunidades estructuralmente similares 

denominadas monómeros unidas por enlaces que pueden ser fuertes o débiles. 

Fenotipo: Conjunto de caracteres que manifiestan los individuos de una especie en un 

ambiente determinado. 

Gen: Cada una de las unidades dispuestas en un orden fijo a lo largo de los cromosomas 
y que determinan ra aparición de los caracteres hereditarios en los seres vivos. 

Heterodímero: Molécula formada por dos componentes diferentes, pero estrechamente 

relacionados, como una proteína compuesta por la unión de dos cadenas separadas 
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Homoímero: Proteína compuesta por dos cadenas peptídicas idénticas 

lnmunocentellografia: Procedimiento de imaginología en el que se administran a fa 
persona anticuerpos marcados con sustancias radiactivas. Se toma una imagen de los 
sitios del cuerpo donde se localiza el anticuerpo. 

lntraepitelial: Interior de una capa de tas células que forman la superficie o recubrimiento 
de un órgano. 

Linfoma: Tumor del tejido linfático o linfoide 

Metástasis: Propagación de un foco canceroso a un órgano distinto de aquel en que se 
inició; ocurre generalmente por vía sanguínea o linfática 

Monómero: Compuesto de bajo peso molecular cuyas moléculas son capaces de 
reaccionar entre sí o con otras para dar lugar a un polímero 

Neoplasia: Tumor producido por la multiplicación incontrolada de células. Según el grado 
de diferenciación de sus células y ta capacidad invasiva y metastásica se dividen en 
benignas y malignas. 

Nódulo: Pequeño tumor nudoso. 

Nucleótido: Molécula orgánica formada por una base nitrogenada, una pentosa y ácido 
fosfórico, que constituye la unidad estructural de los ácidos nucleicos. Según que la 
pentosa sea la ribosa o la desoxirribosa, el nucleótido resultante se denomina 
ribonucleótido o desoxirribonucleótido 

Oncogén: Gen celular desencadenante de un tumor canceroso. 

Peritoneo: Membrana serosa que reviste la cavidad abdominal de los vertebrados y 
forma pllegues que envuelven las viseras situadas en esta cavidad. 

Polimorfismo: Propiedad de los ácidos nucleicos y las proteínas que pueden presentarse 
bajo varias formas moleculares. Es un fenómeno importante en Ja genética y en la 
patología molecular. 

Pólipo: Crecimiento que sobresale de una membrana mucosa. 

Positrón: Partícula elemental de antimateria de masa igual a la del electrón, pero de 

carga positiva 

Proteosoma: El proteasoma es un complejo macromolecu!ar cuya función es la 

degradación de proteínas. 
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Tamizaje: Examinar o seleccionar concienzudamente. 

Tomografía: Técnica de registro gffifico de imagenes corporales, correspondiente a un 
plano o corte predeterminado. 
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