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Evaluacion delaexpresiondel factordetranscripcionasociado con
microftalmia (MITF) en sangre periféricadeindividuoscony sin
melanomamalignoy enlineas celulares*
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RESUMEN

Introduccion: La incidencia de melanoma maligno se ha incrementado mas rapido que cualquier otro tipo de cancer,
intensificando asilabusqueda de herramientas que faciliten la identificacion temprana del melanoma. El factor de transcripcion
asociado con microftalmia (MITF) es conocido como el regulador maestro de melanocitos. En el presente estudio se analiza
la expresion del gen MITF en sangre periférica de un grupo de individuos con melanoma, comparandola con un grupo de
personas sin cancer y en algunas lineas celulares.

Materialesy métodos: Se extrajo ARN de 31 muestras de sangre periférica: 19 de pacientes con melanomay 12 de personas
sin ningln tipo de cancer. Se cuantificaron niveles de expresion tanto para el gen MITF como para los genes de expresion
constitutiva (32M y GAPDH) mediante PCR tiempo real. Asimismo se evalud la expresion de los mismos genes en cinco lineas
celulares.

Resultados: En todos los individuos se observé expresion del gen MITF, aunque no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de expresion en los grupos de estudio (p=0.09). Sin embargo, la expresion de MITF en el grupo
de pacientes con melanoma fue mas variable que la observada en el grupo de personas sin cancer. Asimismo, en la linea celular
de adenocarcinoma gastrico se detect6 expresion del gen MITF, no descrita hasta el momento.

Conclusiones: Se encontraron niveles de expresion del gen MITF en sangre periférica tanto de personas con melanoma
como en personas sin cancer. Sin embargo, la variabilidad en los niveles de expresion del gen MITF observados en personas
con melanoma, sugiere la posible presencia de células tumorales en circulacion.
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Evaluation of microphthalmia associated transcription factor (MITF) expression in peripheral blood of a population
with malign melanoma and control population and cell lines

SUMMARY

Background:The incidence of malign melanoma tumours has increased more rapidly than any other type of cancer; this
has intensified the search for tools that facilitate early identification of melanoma. Microphthalmia associated transcription
factor (MITF) is currently known as being a master melanocyte regulator; we analyse MITF gene expression in peripheral blood
from individuals suffering from melanoma, compared to people without any type of cancer and ones cell lines.

Materialsand methods: Thirty one samples of peripheral blood were used: 19 from patients having melanomaand 12 from
people without any cancer. RN A was then extracted from these samples. MITF and housekeeping genes (2M and GAPDH)
expression levels were then quantified by real-time PCR. Five cell lines were also used to determine the MITF expression

Results:MITF gene expression could be observed in all individuals, though no statistically significant differences were
found among expression levels in the groups studied (p=0.09). Even so, MITF expression in the group of patients suffering
from melanoma was much more variable than that observed in the group of cancer-free people. Expression was detected in
the cell line AGS (gastric adenocarcinoma), not yet described.

* Este trabajo fue realizado con el soporte del Fondo de Investigaciones de la Universidad del Rosario (FIUR), aprobado
en el afio 2003.
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Conclusions: MITF gene expression levels were detected
inthe peripheral blood of both people suffering from melanoma
and people without any type of cancer. However, variability
in the number of molecules in MITF gene expression was
observe in people with melanoma, this suggest the presence
of tumour cells in circulation.

Keywords: Melanoma; MITF; gPCR,;
Circulation tumor cells; Cancer.

El melanoma maligno es un tipo de cancer conside-
rado en algunos paises (Estados Unidos y Australia)
como un problema de salud publica, al extremo de
catalogarse epidemia, debido a que en los ltimos afios
la incidencia de la enfermedad a aumentado!. Esta
considerado entre los tipos de cancer mas agresivosy en
Colombia es la causa de aproximadamente 40% de las
muertes por cancer de piel?, por lo cual se hace impor-
tante implementar pruebas de deteccion temprana, pro-
nostico y seguimiento basadas en marcadores
moleculares, ademas de orientary facilitar el desarrollo
de nuevas opciones de tratamiento. Actualmente la
atencion se centra en la deteccion de células tumorales
circulantes en sangre periférica, como herramienta
promisoria para la identificacion ya sea de personas con
estadios tempranos de la enfermedad y/o conresultados
clinicos potencialmente pobres.

Smith et al.? fueron los primeros en sugerir que
células de melanoma podrian ser detectadas en sangre
periférica al identificar moléculas de ARNm especifi-
cas de células tumorales circulantes (ARNm de tiro-
sinasa), pero ausentes en células normales no malignas.
A partir de este informe original varios grupos de
investigacion han utilizado ésta y otras metodologias
para detectar la expresion de genes especificos de
melanocitos en circulacion (Tirosinasa, Dct, Mart-1)*>.
Sin embargo, en otros estudios se argumenta que estos
genes no son candidatos suficientemente buenos parael
analisis, sobre todo en estados avanzados de la enferme-
dad, porque sus moléculas de ARNm no son detectadas
de manera constante en sangre periférica de individuos
con melanoma®.

En cuanto al factor de transcripcion asociado con
microftalmia (MITF) se ha demostrado que cumple un
papel fundamental en la diferenciacion y proliferacion,
asi como en la viabilidad post-natal (sobrevida) de los
melanocitos porque regula la expresion de genes como
p21, INK4a, CDK2, BCL2, TYR, DCT, entre otros, al
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ser activado principalmente a través de las vias de
sefializacion MAPK, cAMP/PKA/CREB y WNT-3
catenina’®, Han sido descritos en el gen MITF 9
promotores diferentes, cada uno de los cuales codifica
una isoforma con extremo 5’ Uinico, aunque tienen en
comun los exones 2 al 9 que codifican para los dominios
funcionales de los factores de transcripcion. Se ha
informado la presencia de algunas de las isoformas de
manera tejido-especifica como es el caso de laisoforma
MC, expresada especificamente en mastocitos y la
isoforma M expresada en melanocitos’. Ademas, téc-
nicas de inmunohistoquimica en tejido tumoral han
mostrado que la expresion del gen MITF, adiferenciade
otros marcadores especificos de células pigmentadas,
se mantiene en muchos, sino en todos los tumores de
origen melanocitico, estableciéndolo como un marcador
lo suficientemente sensible para tenerlo en cuenta como
posible herramienta que complemente las que en la
actualidad se usan para el diagnostico del melanoma y
relevando suimportancia en el desarrollo de la enferme-
dad!®!, Por tal motivo en el presente estudio analitico
de casos y controles, se evalud la expresion del gen
MITF en sangre periférica de individuos con melanoma
maligno (estadios Il y IV), y se compard con la
expresion en sangre periférica de personas sin ningun
tipo de cancer mediante PCR tiempo real (QPCR) y en
diferentes lineas celulares.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares. Cinco lineas celulares se utiliza-
ron para evaluar la expresion del gen MITF. La linea
celular A-375 (melanomamaligno) utilizada como con-
trol positivo, fue obtenida directamente de la ATCC
(American Type Culture Collection) mientras que las
lineas celulares AGS y MCF-7 (adenocarcinoma gastri-
coy cancer de mama, respectivamente) fueron donadas
por launidad de Inmunologia del Instituto Nacional de
Cancerologia (INC), Bogota, Colombia. Las lineas ce-
lulares se mantuvieron en cultivo segln las especifica-
ciones del proveedor. En general, el medio de cultivo
DMEM se suplement6 con suero fetal bovino (SFB) al
10% y se incubaron a 37°C con una atmosfera de 5% de
CO,. Se generaron cultivos primarios de melanocitos
(CPM)y fibroblastos (CPF) a partir de biopsias de piel,
los cuales se sometieron a la accion de la solucion
Dispasa II (Roche Molecular Biochemicals) al 0.5%.

17



Colombia Médica

Los fragmentos disgregados de epidermis (melanocitos)
se colocaron en caja de Petri estéril con 2 ml de medio
de crecimiento especifico de melanocitos (Cell
Application) y los fragmentos de dermis (fibroblastos)
en caja de Petri estéril con 2 ml de medio DMEM
enriquecidos con 10% de SFB. Las células obtenidas se
incubaron a 37°C y 5% de CO, , hasta que alcanzaron
una confluencia de 70%, momento en el cual se trataron
con tripsina EDTA (0.25% por 60 seg) para desprender
las células y usando el reactivo TRIZOL para preparar
los extractos celulares con el fin de aislar el ARN total.
Seleccion de casos y controles. Teniendo en cuenta
la incidencia de la enfermedad en la poblacion del
presente estudio e informes previos’, se calculd el
tamafio de muestra representativo a ser tenido en
cuenta, utilizando el programa tamafios de muestra 1.1.
Se reclutaron para participar en el estudio 13 hombres
y 6 mujeres entre 13 y 86 afios de edad; 19 con
melanoma maligno diagnosticados clinica e histologica-
mente de acuerdo con el AJCC (American Joint Comité
on Cancer), 12 con metastasis a nodulos linfaticos
regionales (estadio III) y 7 con metastasis distantes
(estadio IV). Todos fueron diagnosticados, tratados y
seguidos en las Unidades de Dermatologia y Seno y
Tejidos Blandos del Instituto Nacional de Cancerologia
(INC), Bogota, Colombia. Se excluyeron del estudio los
pacientes que recibieron terapia sistémica anti-neoplasica
(quimio o radioterapia). Se incluyeron como controles
12 personas (8 hombres y 4 mujeres) sin ningun tipo de
cancer que cumplieron con caracteristicas de género,
edad, ocupacion y condicion socioecondomica semejan-
tes a las de los pacientes, con el fin de realizar analisis
pareados y controlar posibles variables de confusion
como lo es la exposicion aradiacion ultravioleta. Todos
los individuos participantes firmaron consentimiento
informado aprobado por los comités de ética de la
Universidad del Rosario y del INC, de acuerdo con lo
establecido en la declaracion de Helsinki.
Recoleccién y procesamiento de muestras san-
guineas. Se recolectaron en tubos vacutainer con
EDTA muestras de sangre (5 ml) de pacientes con
melanoma y personas sin ningln tipo de cancer y se
procesaron en maximo 2-3 h después de la recoleccion.
Se separaron los globulos blancos y otras células
mononucleares utilizando un gradiente de Ficoll
Histopaque-1077 (Sima Aldrich)y centrifugando a2000
rpm por 20 min. Se aislo6 ARN total de células
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mononucleares utilizando TRIzol (Invitrogen™, Life
Technologies), técnica que se fundamenta en el método
de extraccion por fenol-cloroformo-isotiocianato de
guanidina. La concentracion, pureza e integridad del
ARN total obtenido fue determinada por espectro-
fotometria y visualizado por electroforesis en gel de
agarosa denaturante al 1% para la posterior sintesis del
ADNec.

RT-PCR (sintesis de ADN complementario-
ADNC). Se sometio ARN total a digestion enzimatica
conla ADNsal grado amplificacion (Invitrogen™, Life
Technologies), para eliminar trazas de ADN gendmico.
Para cada una de las muestras incluidas en el estudio,
dos reacciones de RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction), se llevaron a cabo con el
Kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System
(Invitrogen™, Life Technologies). Se sintetizo ADNc
siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente,
semezcld 1 pg de ARN total con 0.4 mM de dNTPs, 20
ngoligo (dT)yagua DEPC. Lasolucion se sometid aun
paso de denaturacion, calentando a 65°C por 5 min.
Luego se completo aun volumen final de 25l agregando
buffer RT 1X, 4 mM MgCl,, 8 mM DTT, 40 U
RnaseOUT™ y 50 U SuperScript™ II. La mezcla de
reaccion se incubo a 42°C por 50 min y se bloque¢ la
actividad polimerasa aumentando la temperaturaa 70°C
por 15 min. 2U de RNasa H se adicionaron a la mezcla,
la cual se incub6 a37°por 20 min para eliminar restos de
ARN contaminante.

PCR tiempo real (qPCR). Mediante PCR tiempo
real, con cebadores especificos de cada gen se amplifi-
caron regiones del ADNc para evaluar la expresion de
los genes GAPDH, 2M y MITF utilizando el tinte
fluorescente de union a ADN de doble hebra SYBR
Green I™ en el detector de fluorescencia Opticon II
(MJ Research). Se llevaron 4 ul del ADNc obtenido en
laRT-PCR,aunvolumen final de 20 plusando lamezcla
de reaccion del Kit Platinum® SYBR® Green qPCR
SuperMix UDG 2X (Invitrogen™, Life Technologies).
Laconcentracion final de los componentes en lamezcla
para la amplificacion por PCR tiempo real fue: Master
Mix 1X, (1.5U Platinum® Taq DNA Polimerasa, 20
mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 3 mM MgCl,, 200
UM c/udNTPs, 1lUUDG)y 0.5 uM de c/ude los primers
(Cuadro 1)!? en H,0 destilada estéril. Las condiciones
de PCR utilizadas fueron las mismas para los tres genes:
50°C por 3 min, 94°C por 15 min, 40 ciclos a 95°C por
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Cuadro 1
Secuencias oligos usados como cebadores

Gen Primer? Secuencia SIAS Tamano producto
GAPDH GAPD-5’ GAAATCCCATCACCATCTTCCAGG S 121 Pb
GAPD-3' TGAGCCCCAGCCTTCTCCAT AS
B2M B2M-5' AATTCACCCCCACTGAAAAA S 124Pb
B2M-3' GCGGCATCTTCAAACCTC AS
MITF MITF-5’ GCGCAAAAGAACTTGAAAAC S 124 Pb
Consenso MITF-3’ CGTGGATGGAATAAGGGAAA AS

a. Los primers fueron disefiados usando el programa Oligo 5, de acuerdo con las recomendaciones reportadas por Bustin SA'?

15 seg, 58°C por 30 seg, Plate Read (Lectura de
Fluorescencia)y 72°C por 30 seg, luego 72°C por 5 min
y porultimo se obtuvo la curva de disociacion entre 70°C
y 90°C. Los productos amplificados de los genes f2M
y GAPDH, se purificaron con el Kit QIAquick® PCR
Purification (Quiagen), cuantificados por espectro-
fotometria (TECAN® Genios) y utilizados directamen-
te para realizar diluciones y generar curvas estandar en
el equipo de PCR tiempo real. El producto de PCR del
gen MITF fuepurificadoy clonado en el vectorplasmidico
TOPO 2.1 (Invitrogen™, Life Technologies) para ge-
nerar un producto mas estable y especifico a utilizar en
las curvas estandar.

Analisis estadistico. Los niveles de expresion entre
los grupos estudiados se compararon utilizando analisis
de cuantificacion relativa con el método publicado por
Pfaffl, M'3. Asimismo, analisis de cuantificacion abso-
luta para determinar el nimero de moléculas permitie-
ron establecernormalidad en la distribucion de los datos,
aplicando la prueba Shapiro-Wilks. Diferencias signifi-
cativas entre los grupos estudiados para los niveles de
expresion en cuanto al nimero de moléculas de los
genes MITF, GAPDH y 32M fueron evaluadas utilizan-
do las pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis y la
prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Todas las
pruebas se evaluaron con un nivel de significancia del
95% (p=0.05) en el programa estadistico SPSS (Ver-
sion 12).

RESULTADOS

Lapoblacionde casos que inicialmente se incluy6 en
el estudio fue de 19 personas con melanoma maligno,

cuya caracteristica principal era el estadio clinico de la
enfermedad (III y I'V). En los ensayos de PCR tiempo
real realizados para los genes GAPDH y B2M se
detect6 amplificacion de los mismos en todas las mues-
tras estudiadas. Sin embargo, 7 casos se excluyeron
porque en el analisis de exploracion con graficos de caja
y bigote (datos no mostrados), se observaron valores
atipicosy atipicos extremos indicando que la integridad
y calidad de estas muestras fue baja y ademas podrian
generar resultados erroneos en el analisis final. Como se
hizo un equiparamiento 1:1 por sexo, edad, estrato y
ocupacion, los analisis estadisticos pareados se realiza-
ron con 12 pacientes con melanoma maligno y 12
personas sin ningtn tipo de cancer. La cantidad de ARN
obtenido a partir de este grupo de muestras vario6 entre
10 y 15 pg por muestra, usando por ensayo 1 pg.
Asimismo, también se calcul6 la absorbancia a 280 nm
y su relacion con la absorbancia 260 nm (260/280)
proporcion6 datos superiores a 1.7, indicando la buena
calidad y pureza del material extraido.

Curvas estandar y andlisis de eficiencia. Los
métodos de cuantificacion (absoluta y relativa), requie-
ren que las eficiencias de PCR de todos los genes sean
iguales o muy similares con un nivel bajo de variacion
(preferiblemente entre 90% y 100% de eficiencia), con
el fin de obtener datos reales y confiables para los
analisis de cuantificacion'4. Los productos purificados y
cuantificados de los genes GAPDH y 32M, asi como el
producto clonado del gen MITF, se utilizaron para
generar ocho diluciones seriadas (1/10) incluidas en
cada una de las curvas estandar. El limite de deteccion
para todas las curvas se ubicd entre 1x10° y 100
moléculas que corresponden al menor y mayor C(t)

19



Colombia Médica Vol. 40 N° 1, 2009 (Enero-Marzo)

y = -0.30x + 10.98; r~2= 0.999

i ]
z 7.5 4
= .
= ]
a 20
o]
=} N
H i
m —
u =

25

I T T T ¥ l Ll 1] | L] I L] 1] 1 T I | | T Ll . L | T ] I L} T
a 5 10 15 20 25 30
Ciclo ¢ (T)

Fluorescencia

b Temperatura

Grafica 1. a. Curva estandar del gen GAPDH. Curva generada por el software Opticon Monitor 2.0 (MJ
Research). Serealizaron 8 diluciones seriadas estableciendo un limite de deteccién idéntico paralos tres
genes analizados: 1x10°moléculas (max) y 100 moléculas (min). Los datos de slope o pendiente para
GAPDH, p2My MITF fueron -0.30, -0.31y -0.29 respectivamente (no se muestran curvas para MITFy B2M).
b. Curva de disociacién (curva de Melting) especifica para el gen MITF, realizada con cada una de las

muestras incluidas en la curva estandar.

(Cycle threshold) detectados, respectivamente (Grafi-
ca la). La eficiencia en la amplificacion de los tres
genes estudiados se ubico entre 95% y 100% y se
analizé utilizando la formula E = [10¢Y-9] donde S
representa el valor de la pendiente o slope de la curva.
Ademas, los analisis de curva de melting en el rango de
temperatura entre 70°C y 90°C permitieron determinar
la especificidad de los primers, porque solo se observo
un pico o punto de melting para cada uno de los genes
(Grafica 1b).

Cuantificacion del gen MITF en lineas celula-
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res. En las lineas celulares (A-375, AGS, MCF-7) y en
los cultivos primarios (CPM, CPF) se obtuvo producto
de amplificacion cuando se usaron cebadores especifi-
cos de los genes GAPDH y [2M. Por lo menos se
realizaron dos experimentos independientes por dupli-
cado para cada cultivo, obteniendo datos muy similares,
que aseguraron la reproducibilidad de los ensayos de
PCR tiempo real. Los datos entre cultivos y entre genes,
mostraron semejanzas importantes en sus C(t)s, lo cual
permitié establecer inicialmente a GAPDH y 2M
como genes que se expresan de forma relativamente
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Grafica 2. Nivel de expresion del gen MITF en lineas
celulares. Los niveles de expresion en MCF-7 y CPF
fueron muy bajos, por tanto estos cultivos celulares se
consideraron negativos para la expresion del gen MITF.

constante en los cultivos celulares analizados (datos no mos-
trados).

Enlalineacelular de melanomamaligno A-375 y enel cultivo
primario de melanocitos (CPM), se pudo detectar la expresion del
gen MITF. En la linea celular de cancer gastrico (AGS), también
se evidencio expresion del gen MITF, hecho inesperado, ya que
estas c€lulas son de origen epitelial gastricas en las que no se
esperaba encontrar expresion del mismo y para las cuales no
existe ninglin tipo de informe con respecto a la expresion del gen
evaluado. Los niveles de expresion detectados en el cultivo
primario de fibroblastos (CPF) y enlalinea celular de cancer seno
(MCF-7) fueron bastante bajos, ubicandose fuera del limite de
deteccion, por lo que se consideraron negativos para la expre-
sion del gen MITF (Grafica 2).

Cuantificacion del gen MITF en casos y controles. Al
realizar analisis de cuantificacion absoluta, lamedia calculada
paralosniveles delaexpresion del gen GAPDH se ubico entre
10 y 12 millones de moléculas, tanto para el grupo de casos
como para el grupo de controles. Por otro lado la media en la
expresion del gen 2M se ubico entre 41 y 43 millones de
moléculas tanto para los pacientes con melanoma maligno
como para las personas sin cancer (Grafica 3). Como los
controles fueron seleccionados teniendo en cuenta caracteris-
ticas de género, edad, ocupacion y condicion socioecondmica
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semejantes a las de los pacientes, los analisis se
realizaron de forma pareada aplicando la prueba
no paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon,
con la cual no se encontraron diferencias signifi-
cativas en los niveles de expresion de los genes
GAPDH (p=0.388) y B2M (p=0.347) entre las
parejas de los grupos de estudio.

Analisis de cuantificacion absoluta permitie-
ron detectar niveles de expresion del gen MITF
en todos los individuos con melanoma y en todos
los individuos sin cancer, sin embargo se observo
mayor variabilidad en los niveles de expresion en
el grupo de casos, hecho que es corroborado al
comparar la dispersion de sus muestras con res-
pecto a la dispersion de las muestras del grupo
control (Grafica 3). Los niveles de expresion
observados para cada uno de los grupos evalua-
dos, se ubicaron entre 2,700 y 3,300 moléculas.
No se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) enlosniveles de expresion del gen MITF
entre pacientes con melanoma y personas sin
ningun tipo de cancer, al aplicar las pruebas
estadisticas con los datos crudos de C(t)
(Wilcoxonp=0.38). Deigual forma, no se encon-
traron diferencias significativas al comparar el
nimero de moléculas del gen MITF, entre casos
y controles (p>0.05). Sin embargo, se reflejan
pequenas diferencias en el hecho de que en 8 de
las 12 parejas analizadas los casos mostraron
mayores niveles de expresion (Cuadro 2a, Grafi-
ca 3). Analisis de cuantificacion relativa realiza-
dos con el método publicado por Pfaffl'3, el cual
tiene en cuenta la eficiencia de amplificacion
tanto del gen blanco (MITF) como la del gen
normalizador (GAPDH), permitieron evidenciar
que en promedio, la diferencia en el nivel de
expresion del gen MITF fue de 1.34 veces mas en
el grupo de casos respecto al grupo control (Cua-
dros 2ay 2b), confirmando las pequefias diferen-
cias encontradas en el analisis de cuantificacion
absoluta.

DISCUSION
La deteccion de células tumorales en sangre

periférica de pacientes con cancer es un procedi-
miento que ha sido ampliamente utilizado para
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identificar moléculas de ARNm espe-
cificas de tumor en varios tipos de
malignidad como por ejemplo en el can-
cer de proéstata, cancer de seno y
melanoma maligno's. Sin embargo, se
presentan dificultades para detectar y
cuantificar dicho ARNm, particular-
mente por la gran variabilidad y faltade
sensibilidad de las técnicas empleadas,
siendo la RT-PCR una de las técnicas
conmayor grado de sensibilidady espe-
cificidad, motivo por el cual se utiliza
con frecuencia para analisis de expre-
sion génica. Asimismo, el biomarcador
mas utilizado para detectar células
tumorales en circulacion de pacientes
con melanoma, la tirosinasa (enzima
clave para la biosintesis de melanina),
presenta variaciones considerables en
la deteccion del mismo que van desde
0%1% hasta 100%'7, lo cual hace nece-
saria la busqueda de otros marcadores
en los que se observe menor variabili-
dad. A diferencia de los estudios cita-
dos en el presente trabajo se us6 la PCR
cuantitativa (QPCR) para detectar los
niveles de expresion del gen MITF en
sangre periférica de pacientes con
melanoma maligno como indicador de
la presencia de células tumorales en
circulacion.

Elanalisis cuantitativo de laexpresion
del gen MITF se realiz6 aplicando los
métodos de cuantificacion absoluta y re-
lativa, basados en la generacion de curvas
estandar. Estas se crearon a partir de un
vector plasmidico que contenia el inserto
de 124pb correspondientes a la secuencia
consenso del gen (melanocitos expresan
otras isoformas ademas de MITF-m).
Analisis en cultivos celulares, revelaron
niveles de expresion del gen MITF en la
linea celular de melanoma maligno (A-
375) y en el cultivo primario de mela-
nocitos (CPM). En la linea celular de
cancer de seno (MCF)-7 y en el cultivo
primario de fibroblastos (CPF), se detec-
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Gréfica 3. Andlisis de cuantificacion absoluta. La distribucion de
casosycontroles paralos genes GAPDHy B2M muestraniveles de
expresion muy semejantes, indicando la utilidad de los mismos
como genes de expresién constitutiva, asicomo el buen procesa-
mientoy calidad delas muestras analizadas. Ladistribucion delos
casos refleja la variabilidad en la expresion del gen MITF compa-
rada con la expresion de este en el grupo de controles. La media
en la expresion del grupo de casos fue de 3,269 moléculas (Ct:
24.64)mientras queenelgrupo depersonas sincancerfuede 2,730
(Ct: 24,91). Lavariabilidad en laexpresion del gen MITF puede ser
corroborada por el hecho de que a pesar de que las pruebas
estadisticas no revelaron diferencias significativas (p<0.05), sus
valores se ubican muy cercadel limite (p=0.09), sugiriendo que en
futuros estudios es necesario ampliar el panel de marcadoresyy el
tamafio de la muestra a analizar.

taron sefiales de amplificacion muy tardias, datos que fueron practica-
mente no cuantificables y por tanto considerados negativos para la expre-
sion del gen MITF. La reproducibilidad de los datos, obtenida de 2 expe-
rimentos independientes por triplicado de estos cultivos celulares (MCF-7y
CPF), podria explicarse por transcripcion ilegitima del gen, reportada en
algunasinvestigaciones'® como laresponsable de generar niveles muy bajos
de expresion de cualquier gen en cualquier tipo celular. En lalinea celular de
cancer gastrico (AGS) un promedio de 90 moléculas fue detectado después
derealizar2 experimentos independientes por triplicado. Poco onada hassido
informado sobre la expresion de MITF en el tejido gastrico, por tanto estos
datos se constituyen en el primer reporte de la expresion del gen en esta linea
celular y posiblemente el primero en sugerir la expresion de una o mas
isoformas del gen MITF en el tejido gastrico.

Se encontrd expresion del gen MITF tanto en los 12 pacientes con
melanoma maligno (estadios III-IV) como en las 12 personas sin ningtin
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Cuadro 2
Andlisis de expresion relativa

Pareja Ct MITF Ct GAPDH Pareja Ct MITF Ct GAPDH  Expresion
Caso/Control Ct caso/ Ct caso/ Caso/Control  Ct caso/ Ct caso/  relativa Pfaffl
Ct control Ct control Ct control Ct control et al. 2002
1 (Mel12/Cont7) 22.08/22.30 12.52/12.80 1 -0.22 -0.28 0.96
2 (Mel13/Cont8) 25.30/24.30 12.31/12.96 2 1.09 -0.65 0.31
3 (Mel14/Cont9) 23.11/24.22 12.55/12.47 3 -1.10 0.07 2.20
4 (Mell5/Contl5) 23.90/25.38 12.22/13.01 4 -1.49 -0.80 1.56
5 (Mell7/Cont12) 24.39/25.51 12.61/13.62 5 -1.12 -0.91 1.12
6 (Mell9/Cont10) 23.46/25.45 12.81/14.09 6 -2.00 -1.28 1.58
7 (Mel20/Cont21) 22.48/25.32 12.57/12.35 7 -2.84 0.23 7.81
8 (Mel21/Cont18) 24.51/25.10 12.94/12.62 8 -0.59 0.33 1.86
9 (Mel24/Cont22) 24.84/25.42 12.90/13.06 9 -0.58 -0.16 1.32
10 (Mel26/Cont17) 27.06/25.45 12.94/13.22 10 1.61 -0.28 0.28
11 (Mel27/Cont20) 28.73/25.34 17.65/12.77 11 3.39 4.88 3.02
12 (Mel28/Cont16) 25.72125.13 13.86/13.04 12 0.62 0.83 1.17
Promedio 24.64/24.91 13.16/12.99 Promedio  0.27 0.16 1.34

a. El cuadro muestralos casos, cada uno pareado
consurespectivo controldeacuerdo conlas carac-
teristicas de género, edad, ocupacion y condicion
socio-econdmica semejantes a las de los pacien-
tes,asicomolos C(t)respectivos delos genes MITF
y GAPDH para cada unade las parejas analizadas.

tipo de cancer. El analisis de cuantificacion relativa
mostré que en promedio los casos expresaron 1.34
veces mas el gen MITF con respecto al grupo de
personas sin cancer; en el analisis de cuantificacion
absoluta al comparar los datos obtenidos (nimero de
moléculas) de manera pareada (caso-control), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de expresion del gen MITF, entre los
grupos evaluados (p>0.05). Se descartaron estimacio-
nes erroneas durante el proceso de cuantificacion por-
que tampoco se encontraron diferencias significativas
en los genes de expresion constitutiva GAPDH y 32M
(p>0.05), indicando que los procedimientos se realizaron
correctamente. MITF es esencial para el desarrollo y
sobrevida de melanocitos y al parecer también cumple
este importante papel en otros tipos celulares al codifi-
car isoformas que tienen diferentes extremos amino-
terminales. Una de ellas es MITF-A expresada en
mastocitos', células reconocidas por ser efectores

b. Andlisis de cuantificacion relativa de acuerdo
con el método de Pffafl, realizado tomando como
normalizador el gen GAPDH. No se muestran datos
de expresion del House Keeping Gen B2M.

principales de reacciones alérgicas e inflamatorias,
derivadas de células madre hematopoyéticas. La circu-
lacion normal de estas células en el torrente sanguineo,
asi como la identificacion de la proteina MITF en
analisis inmunohistoquimicos en linfocitos?’, podrian
explicar la deteccion del gen tanto en personas con
melanomamaligno como en personas sin ningunatipo de
cancer y de la misma forma justificar por qué no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos
estudiados. A pesar de que no se observaron diferencias
significativas en la cuantificacion absoluta, pequefias
diferencias (p=0.09) son reflejadas por la amplia varia-
bilidad en los niveles de expresion del gen MITF (Gra-
fica 3), asi como también por el aumento pequefio en el
nivel de expresion de los casos observado al realizar
analisis de cuantificacion relativa (Cuadro 2b), sugirien-
do que puede existiruna mayor inestabilidad genéticaen
las células circulantes del grupo de casos, hecho confir-
mado por estudios de citogenética en nuestro grupo
(articulo en preparacion), la cual podria explicarse porla
presencia de células tumorales en sangre periférica de
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pacientes con melanoma.

Las similaridades en los niveles de expresion del gen
MITF entre los grupos estudiados, sugiere que este gen es
ampliamente expresado, indicando que puede ser un gen
de expresion constitutiva que poco puede contribuir en el
diagnostico especifico del melanoma, tal como lo informan
algunos autores'®!!. Sin embargo, se debe tener en cuenta
que mientras la expresion del gen MITF en personas sin
cancer fue relativamente constante, en el grupo de perso-
nas con melanoma la expresion observada fue mucho
mas variable. Portanto, es posible que ampliando el niimero
de individuos a analizar y utilizando un panel de bio-
marcadores que incluyan por ejemplo la tirosinasa y la
isoforma especifica de melanocitos del gen MIFT (MITF-
m), se pueda obtener una mayor especificidad y sensibili-
dad para desarrollar y validar pruebas de diagnostico
molecular, que permitan detectar células tumorales en
circulacion de pacientes con melanoma.
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