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Resumen

Andlisis proteémico del efecto protector de larutinay el lunasin
de amaranto en células NIH3T3 quimicamente transformadas

La nutrigendmica es un area de investigacion novedosa enfocada al estudio de la
interaccion de los compuestos bioactivos de los alimentos con las células del
organismo. El amaranto es un alimento funcional que contiene flavonoides vy
biopéptidos con propiedades benéficas para la salud de los consumidores. La
rutina es un flavonol descrito como el fitoquimico de mayor poder antioxidante,
ademas tiene la capacidad de inhibir el desarrollo de cancer. El lunasin de
amaranto es capaz de inhibir la formacion de focos cancerosos en células NIH3T3
cuando son quimicamente transformadas con el agente carcinogénico 3-
metilcolantreno (3-MCA). Sin embargo, las respuestas celulares del 3-MCA y la
accion de los compuestos bioactivos son muy poco conocidas. La transformacion
maligna de fibroblastos NIH3T3 y el efecto de tratamientos con rutina, lunasin y
rutina/lunasin fueron analizados empleando las herramientas de la protedmica
comparativa. Las proteinas celulares fueron separadas en geles de dos
dimensiones, los patrones 2-DE fueron comparados y las proteinas diferenciales
fueron caracterizadas por espectrometria de masas. Se identificaron 29 proteinas
diferencialmente expresadas. El tratamiento con rutina afecto mayormente a
proteinas citoplasmaticas como por ejemplo se observé un aumento de la
expresion del inhibidor Rho de disociacion GDP2 y la disminucion de la expresion
de la proteina 1 del complejo T. La accién de lunasin se vio reflejada en cambios
en proteinas nucleares. Entre las proteinas que incrementaron su expresion se
identificé la Histona H1.2 y la prelamina A/C isoforma A. Ademas, se encontré que
proteinas como la citoqueratina 10 y la ribonucleoproteina heterogénea nuclear Q
incrementaron su expresion por el efecto del 3-MCA, sin embargo, su expresion
fue regulada con los tratamientos de rutina y lunasin. El empleo de técnicas como
la electroforesis bidimensional y la espectrometria de masas permitieron analizar
los efectos de compuestos bioactivos sobre un modelo de cultivo celular
transformado quimicamente. Esto permitié identificar posibles nuevos blancos
moleculares para los tratamientos dirigidos contra el cancer.

PALABRAS CLAVE: bioactivos, nutrigenOmica, NIH3T3, electroforesis
bidimensional, espectrometria de masas
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Abstract

Proteomics analysis of the protective effect of rutin and amaranth
lunasin in chemically transformed NIH3T3 cells

Nutrigenomics is a novel research area focused on the study of the interaction of
bioactive food with the cells of the body. Amaranth is a functional food rich in
flavonoids and biopeptides that provide benefits to the health of the consumers.
Rutin is a flavonol describe as the phytochemical with the most powerful
antioxidant properties, also has the ability to inhibit cancer development. There are
evidences that peptides like- lunasin can inhibit the foci formation on NIH3T3
induced by 3-methylcholanthrene (3-MCA). However, the cellular response of 3-
MCA and the protective action of bioactive compounds is poorly known. Malignant
transformation of NIH3T3 fibroblast and the effect of the treatment with rutin,
lunasin, and rutin/lunasin were analyzed using the tools of comparative proteomics.
Cellular proteins were separated on two-dimension gels. 2-DE patterns were
compared and differential proteins were characterized by mass spectrometry. We
identified 29 differentially expressed proteins. Rutin treatments affects mostly
cytoplasmic proteins were the over-expression of Rho GDP-dissociation inhibitor 2
was observed while the T-complex protein 1 was down-regulated. Lunasin action
was reflected in changes in nuclear proteins. Among the over-expressed proteins
was identified the Histone H1.2 and prelamin A/C isoform A. In addition, it was
observed that proteins such as cytokeratin 10 and heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein were over-expressed by the effect of 3-MCA, however, its
expression was controlled by rutin and lunasin’s treatments. The use of techniques
such as two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry let identified
effects of bioactive compounds on a cell culture model of chemically transformed.
This will let the identification of potential new molecular targets that could be used
as target therapies against cancer.

KEY WORDS:  bioactives, nutrigenomics, NIH3T3, two-bidimensional
electrophoresis, mass spectrometry
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1. INTRODUCCION

La nutrigendmica estudia la interaccion y los efectos de los compuestos bioactivos
de los alimentos sobre las células del organismo (Tai et al; 2007). Los alimentos
funcionales ademas de nutrir, ofrecen un beneficio adicional a la salud del
consumidor (Schwager et al; 2008). El amaranto es considerado un alimento
funcional con un contenido energético mayor al de muchos cereales. Las semillas
poseen alto contenido de proteina (13-17%) y la composicion de aminoacidos es
cercana al balance 6ptimo requerido en la dieta humana (Paredes et al; 1990). Las
hojas contienen también niveles altos de proteina (28-49%) y otros compuestos
como grasas insaturadas, fibra y minerales (Segura-Nieto et al; 1994). Los
trabajos de investigacion del amaranto en el campo de alimentacion se han
enfocado a conocer sus compuestos bio-activos. Se ha encontrado que contiene
péptidos funcionales con potencial preventivo en cancer y como anti-hipertensivos
(Silva-Sanchez et al; 2008). También se ha evaluado el contenido de fitoquimicos
en las hojas (Rodriguez, 2008) y en las semillas (Barba de la Rosa et al; 2009).

Dentro de los péptidos encriptados en las proteinas de amaranto que poseen
propiedades cancer-preventivas, destaca el lunasin, péptido de 43 aminoacidos
identificado por primera vez en soya (Galvez et al; 1997). El lunasin contiene ocho
residuos de acido aspartico (D) en la region carboxilo terminal precedido de un
motivo de adhesiéon celular (RGD) y una regién hélice predicha con homologia
estructural a una region conservada de proteinas de unién a cromatina (Galvez et
al; 1997). La transfeccién y expresion del gen del lunasin en células de mamifero
da como resultado el arresto mitético y por consiguiente la muerte celular (Galvez
et al; 1999). La propiedad quimiopreventiva del lunasin se demostré por la
inhibicién de focos transformantes cuando se afiade a células de mamifero que se
han puesto en contacto con sustancias cancerigenas. Sin embargo, en células
ausentes libres de agentes cancerigenos como el 3-MCA no se observaron
cambios ni en la morfologia ni en la proliferacion celular (Gélvez et al; 2001). A
diferencia del lunasin de soya donde solo se ha identificado en la fraccién
albuminas, la proteina tipo-lunasin de amaranto se ha identificado en las
albuminas, las globulinas (7S y 11S) y principalmente en la fraccion glutelinas
(Silva-Sanchez et al; 2008). En amaranto, la proteina tipo lunasin se encuentra en
forma no procesada, en un péptido de 22 kDa, sin embargo este péptido fue capaz
de internalizar en el nucleo celular en 12 h mientras que se ha reportado que el
péptido de soya tarda 20 h. Al igual que el lunasin de soya, la proteina tipo lunasin
de amaranto es capaz de inhibir la acetilacion de histonas, con la ventaja de que la
cantidad necesaria para inhibir la formacién de focos cancerosos en células



NIH3T3 inducidas por 3-metilcolantreno (3-MCA) es menor que la cantidad de
lunasin de soya (Maldonado-Cervantes et al; 2010).

La rutina es el principal flavonoide presente en las hojas de amaranto, su
contenido varia de 3441 hasta 9236 ug/g. Dicha concentracion depende del color
de la hoja y de las condiciones de cultivo (Rodriguez, 2008). La rutina también es
el flavonoide mayoritario en la semilla de amaranto (Barba de la Rosa et al; 2009).
La rutina es de los fitoquimicos con mayor poder antioxidante, suprimiendo los
procesos mediados por radicales libres. Se ha encontrado que la rutina forma
complejos con metales como Fe (+2) y Cu (+2) y tiene una mayor eficiencia para
secuestrar radicales libres (Afanas’eva et al; 2001). Se ha propuesto a la rutina
como tratamiento del cancer colorectal y como inhibidor de la oxidacion de
colesterol HDL (Kwon et al; 2005). También se ha demostrado que este flavonol
puede inhibir el efecto hemolitico en un 42% y puede proteger en un 23.3% la
oxidacion de los grupos —SH de las proteinas de la membrana celular de los
eritrocitos afectados por radicales libres (Asgary et al; 2005). La administraciéon de
rutina a ratas diabéticas reduce significativamente los niveles de glucosa y
aumenta los niveles de insulina en el plasma (Stanley et al; 2006). La rutina
también posee propiedades antimicrobianas ya que puede inhibir el crecimiento de
bacterias que afectan la salud humana como Serratia marcescens, Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa (Rodriguez-Vaquero et al; 2007). Este fitoquimico
también es capaz de inhibir la expresion de genes relacionados con la inflamacién
en macrofagos humanos activados. En ratas, se ha observado que suprime los
signos clinicos de artritis crénica (Kauss et al; 2008).

El desarrollo de técnicas novedosas como la electroforesis bidimensional (2-DE)
complementada con espectrometria de masas (MS) permiten la identificacion de
proteinas en mezclas complejas (Aebersold y Mann, 2003). La proteémica se ha
aplicado en la investigacion biomédica para realizar estudios globales de las
proteinas de células, tejidos o bio-fluidos (Tai et al; 2007). A pesar de que existen
evidencias de que los compuestos bio-activos de los alimentos funcionales alteran
la expresion génica, se conoce muy poco sobre los mecanismos mediante los
cuales llevan a cabo su accion. Un blanco de estudio de la nutrigendmica consiste
en la busqueda de proteinas especificas relacionadas con enfermedades. La
identificacion y caracterizacion de estas proteinas se hace posible con el uso de
herramientas de protedmica. El objetivo de este trabajo fue analizar mediante un
enfoque protedmico la manera en que la rutina y el lunasin de amaranto ejercen su
efecto protector sobre células de mamifero quimicamente transformadas por el
agente cancerigeno 3-MCA.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos y células

Los fibroblastos de raton NIH3T3 se adquirieron de la ATCC (Manassas, VA,
USA). El IMDM fue obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El SFB, la
solucion de penicilina/estreptomicina y la tripsina-EDTA fueron adquiridos de
Gibco BRL (Invitrogen, Carlsbad, USA). El lunasin fue purificado de harina de
amaranto mediante elusion pasiva (Maldonado-Cervantes et al; 2010). La rutina y
el 3-MCA se adquirieron de Sigma-Aldrich.

2.2. Purificacion de lunasin de amaranto

La purificacion del lunasin se realizé a partir de la fraccion de globulinas 11S de
las proteinas de reserva de harina amaranto. Las semillas de amaranto (A.
hypochondriacus L.) se molieron hasta obtener una harina que pasa por malla no.
100. La fraccibn de albuminas se obtuvo a partir de harina desengrasada
empleando como agente de extraccion agua grado Milli Q en una relacién
harina/solvente 1:10. La suspensién se agité por 1h a 4°C y se centrifugé a 13,000
rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante se almacené a -20°C. La pastilla restante
se resuspendié en solucion NaCl 0.1 M, K;HPO,4 0.010 My EDTA 0.001 M para la
extraccion de globulinas 7S de acuerdo al método descrito anteriormente. La
fraccion de globulinas 11S se extrajo con una solucion NaCl 0.8 M, K;HPO,4 0.010
M y EDTA 0.001 M. El sobrenadante se almacendé a —-20°C. La fraccion de
globulinas 11S fue separada electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 12%.
La banda del lunasin, de aproximadamente 22 kDa, se cortd, se macerd y se
resuspendid en solucién Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM y EDTA 0.1 mM. La
elucion pasiva se siguié por 12 h a 30°C en agitacién constante. El péptido
purificado fue sometido a electroforesis en un gel SDS-PAGE al 12% y visualizado
mediante tincion con Coomassie R-350.

2.3. Identificacion de lunasin de amaranto

La presencia del péptido se confirmé por Western blot siguiendo un método ya
descrito (Maldonado-Cervantes et al; 2010). Las muestras purificadas por eluciéon
pasiva (15 pg) fueron separadas electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al
12%. Las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF usando un sistema
Trans-Blot SD Semy-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, CA, USA). La membrana fue



bloqueada durante 1 h con solucién Blotto A (Tris 20 mM, pH 7, NaCl 0.5 M, 1%
de Tween 20 (TBS-T) con 5% de leche sin grasa) y se lavo con solucion TBS-T.
Se adicion6 anticuerpo primario anti-lunasin R2 P4-43 (Zymed lab, CA, USA)
disuelto 1:2000 en solucion Blotto B (3% de leche descremada en TBS-T) y se
incubo durante 2 h. El anticuerpo primario anti-lunasin fue producido contra las
secuencias de los residuos 4-43 del lunasin de soya. La membrana se lavo con
solucion TBS-T y se adiciono el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
fosfatasa alcalina disuelto 1:3000 en solucion Blotto B y se incubo durante 1 h. La
membrana se lavdé de nuevo con solucion TBS-T y se incub6 en solucién de
fosfatasa alcalina (Tris 200 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM, pH 9.5) durante 20
min. Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. La membrana
se reveld con cloruro de tetrazolio nitroazul/fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil, sal
de toluidina (NBT/BCIP) disuelto en solucién de fosfatasa alcalina. La membrana
se digitaliz6 con una camara Kodak 1440 CF (Kodak Image Station).

2.4. Cultivo celular y tratamientos

Los fibroblastos de ratén NIH3T3 se cultivaron en medio basal (IMDM con 10%
SFB) con atmosfera humeda a 37°C y 5% CO,. Cuando las células alcanzaron un
90% de confluencia se sembraron nuevas placas con una concentracion inicial de
1.5 x10° células para usarlas en los tratamientos. Dos dias después se les afiadié
la rutina y el lunasin de acuerdo al experimento descrito en la Tabla 1. Las placas
se incubaron por 24 h. Los tratamientos de la Tabla 1 en los que se afiadi6 lunasin
y/o rutina en presencia de 3-MCA, se incubaron por 4 h. El medio se retir6 de
todas las placas y las células se lavaron dos veces con PBS. Todas las cajas se
trataron nuevamente siguiendo la Tabla 1 y se incubaron por 7 d. Se capturaron
imagenes de las células tefiidas previamente con Giemsa (Sigma-Aldrich) a lo
largo del experimento. Las células fueron recuperadas con la ayuda de un
raspador estéril y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Tabla 1. Tratamientos empleados en los cultivos de NIH3T3

Tratamiento Medio basal con:
Control -

3-MCA 18 mM

Lunasin 0.5 uM

Lunasin + 3-MCA 0.5 yM + 18 mM
Rutina 50 uM

Rutina + 3-MCA 50 uM + 18 mM
Lunasin + Rutina + 3-MCA 0.5 uM + 50 uM + 18 mM




2.5. Extraccion de proteinas totales

La extraccidn de las proteinas totales de células de células de mamifero se realizo
siguiendo el método de TCA-Acetona con algunas modificaciones (Berkelman y
Stenstedt, 1998). El paquete celular fue resuspendido en solucion de extraccion A
(TCA 10%, PB-mercaptoetanol 0.07%, en acetona) y sonicado en un
homogeneizador de ultrasonidos (Sonics, CT, USA) por 1.5 minutos a una
amplitud de 21% con intervalos de 5 segundos ON y 9.9 segundos OFF. Después
se incubo a -20°C por 1 h y se centrifugé a 13,000 rpm por 15 min a 4°C. Se
deseché el sobrenadante y el paquete se resuspendio en solucién de extraccion B
(B-mercaptoetanol 0.07%, inhibidores de proatesas 1X, nucleasas 1X, EDTA 2
mM, n-dodecil-B-D-maltésido 7.5 mM, en acetona) fria y se agitdé en vortex por 1
min. La mezcla se incub6 a -20°C por 1 h y se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min
a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se dejé secar a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 min. Las proteinas extraidas Yy precipitadas se
resuspendieron en solucion de rehidratacion (8 M de urea, 2% de CHAPS, 0.002%
de azul de bromofenol). La cuantificacién de proteinas se realizé con el kit Protein-
Assay (Bio-Rad) en un espectrofotometro CARY 50-Bio (Varian Inc., CA, USA).

2.6. Electroforesis bidimensional y analisis de imagenes 2-DE

Las tiras de 13 cm con rango lineal de pH 3-10 (Amersham Biosciences, England)
se rehidrataron pasivamente con 1.5 mg de proteinas resuspendidas en 125 pL de
solucion de rehidratacion con buffer IPG 2% y 2.8 mg de ditiotreitol (DTT). La
rehidratacion se siguié por 15 h a temperatura ambiente en la bandeja de
rehidratacion. El IEF se llevd a cabo bajo el siguiente programa: gradiente a 500 V
por 0.01 kVh, gradiente a 4000V por 5.6 kVh y una rampa a 8000V por 15.2 kVh.
Las tiras se equilibraron con solucion pH 7 de Tris-HCI 50 mM, urea 6 M, glicerol
30%, SDS 2% y trazas de azul de bromofenol durante 15 min en agitacion
constante. La segunda dimension se llevo a cabo en geles de acrilamida 12% en
un sistema Hoefer SE 600 (Amersham Biosciences). Las condiciones de la
electroforesis para un gel fueron 10 mA por una hora seguido de 20 mA por 5 h
aproximadamente. Los geles se tifieron con Coomassie R-350 y se almacenaron
en solucion de acido acético al 5% a 4°C. La digitalizacion de los geles 2-DE se
realizé con un sistema Gel Doc (Bio-Rad). La comparacion de imagenes para la
identificacion de puntos diferenciales se realizd con el programa MELANIE v7
(GeneBio, Geneva, Switzerland). En analisis de imagenes de los geles 2-DE se
dividio en tres grupos: rutina, lunasin y rutina+lunasin. El analisis de las imagenes
para rutina se realizé con los geles control, rutina, rutina+3-MCA y 3-MCA. El
analisis para lunasin se realiz6 con los geles control, lunasin, lunasin+3-MCA vy 3-



MCA. El andlisis para el empleo simultaneo se realizé con los geles control,
rutina+lunasin+3-MCA y 3-MCA.

2.7 Digestion en gel

Las manchas de proteinas diferencialmente expresadas se cortaron manualmente
de los geles 2-DE. Las manchas cortadas se lavaron con NH;HCO3; 25 mM (pH
7,8), acetonitrilo (ACN) grado HPLC/NH4HCO325 mM (1:1[v /v]) y ACN puro para
eliminar los contaminantes y destefiir las proteinas. Los fragmentos de gel se
secaron por centrifugacion al vacio en un sistema Speed-Vac (Eppendorf,
Hamburg, Germany). Las muestras se redujeron en una solucién de NH4;HCO3; 25
mM con DTT 10 mM y después se alquilaron con idodoacetamida 55 mM. La
digestién con tripsina de grado secuenciacion (Promega, WI, USA) se llevé a cabo
durante toda la noche a 37°C. Los fragmentos tripticos resultantes se extrajeron
dos veces con solucion de ACN:agua (3:2[v/v]) con 0.1% de acido &cido
trifluoroacético (TFA). Los sobrenandantes se juntaron y se concentraron hasta un
volumen final de 10 pL. Los péptidos se desalaron y se concentraron a un volumen
de 5 pL con puntas Zip-Tip C18 (Millipore, MA, USA), siguiendo el protocolo del
fabricante. Los péptidos tripticos se separaron por cromatografia de liquidos (LC)
en nanoescala en el sistema nano ACQUITYUPLC (Waters, MA, USA) equipado
con una precolumna simétrica C18 (5um, 20mmx180um, Waters) y una
precolumna analitica C18 BEH130 (1.7 um, 100mmx100m, Waters). Para cada
muestra digerida, se inyectaron a la precolumna 4 pL de muestra diluida en
solucion acuosa con acido férmico al 0.1% a un flujo de 600 nL/min. Después de la
desalacion y preconcentracion, los péptidos se eluyeron en la columna analitica, y
se separaron con un gradiente lineal de 30-80% de fase mévil B (0.1% de acido
férmico en ACN) por 30min con un flujo de 600 nL/min, seguido de un lavado por 2
min con fase moévil B al 85%. La columna fue reequilibrada a las condiciones
iniciales por 15 min con fase moévil A (H,O grado MilliQ con acido formico 0.1%).
La temperatura de la columna se mantuvo a 35°C. El estandar de calibraciéon
externa, [Glu']-Fi humano B (Sigma-Aldrich), fue liberado por la bomba auxiliar del
sistema nanoACQUITYUPLC a un flujo de 200 nL/min a una concentraciéon de 100
fmol/mL hacia el rociador de referencia de la fuente del Nano Lock Spray del
espectrometro de masas.

2.8 Andlisis de péptidos mediante espectrometria de masas

El andlisis de espectrometria de masas de los péptidos tripticos se realizé en el
equipo SYNAPT-HDMS (Waters). El equipo fue operado en modo V y el analisis



se llevo a cabo en ESI positivo. El analizador TOF del espectrometro de masas fue
calibrado externamente con [Glu]-Fi humano B con una m/z de 133 a 2422. Los
datos obtenidos fueron corregidos con el ion monoisotépico doble protonado del
[Glu']-Fi humano B. El rociador de referencia fue muestreado cada 30 s. El campo
de radiofrecuencia (RF) aplicada al analizador de masas cuadrupolar se ajusto de
tal manera que los iones se transmitieran de manera eficiente con una m/z de 50 a
2000. Los datos de LC-MC independientes de adquisicion fueron colectados en
una fuente, baja energia y modo de adquisicion de energia elevado (MS®). El
tiempo de adquisicion del espectro en cada fase fue de 1.5 s con un retraso de 0.1
s entre cada escaneo. En modo MS de baja energia, los datos se recolectaron a
energia de colision constante de 3 eV. En modo MS de elevada energia, la
energia de la colision fue rampeada de 15 a 45 eV por 1.5 s de integracién. Un
ciclo de baja y uno de elevada energia fue adquirido cada 3.2 s.

2.9 Identificacion de proteinas

La interpretacion de los datos y la identificacién de las proteinas se realizaron con
los datos obtenidos de MS/MS en el motor de busqueda MASCOT
(http://www.matrixscience.com). Las busquedas se realizaron en la base de datos
no redundante del Centro Nacional de Biotecnologia (NCBInr,
http://www.ncbi.nih.gov). Se empled la tripsina como proteasa especifica con un
solo corte permitido. La tolerancia de masa del ion precursor y la fragmentacion de
iones se fijo en 10 ppm y 0.1 Da, respectivamente. Como modificacion fija se
establecio la carbamidometilacién y como modificacién variable la metilacion. La
identificacion se considerd exitosa cuando el puntaje obtenido por MASCOT fue
significativo, indicando identidad u homologia con una P<0.05, un porcentaje de
cobertura considerable dentro de la proteina y mas de tres coincidencias de los
fragmentos obtenidos.
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3. RESULTADOS
3.1. Purificacién de lunasin de semillas de amaranto

Las globulinas de amaranto fueron separadas en gel SDS-PAGE (Fig. 1A) y el
lunasin fue detectado por Western blot (recuadro Fig. 1A). La banda fue cortada y
el péptido fue purificado por elusion pasiva. El péptido aislado se analizo en gel de
acrilamida (Fig. 1B) y mostré con PM aproximado de 22 kDa que corresponde al
lunasin aislado (confirmacion por Western blot, recuadro Fig. 1B) con un 95% de
pureza.

3.2. Supresion de la transformacion inducida por 3-MCA en células NIH3T3
por larutinay el lunasin de amaranto

Para evaluar el efecto anti-transformante de la rutina y el lunasin de amaranto en
respuesta al 3-MCA, se establecid un ensayo in vitro con fibroblastos de ratén
sanos NIH3T3. Los cultivos en los que se agreg6 solamente la rutina y el lunasin
en ausencia de 3-MCA, no mostraron cambios morfolégicos respeto al cultivo
control (fibroblastos cultivados en medio basal) (Fig. 2A y B). Sin embargo, en los
cultivos donde se agrego el 3-MCA en presencia de la rutina (Fig. 2C), el lunasin
(Fig. 2D) o ambos (Fig. 2E) se observO un menor numero de células
transformantes respecto a los no tratados (Fig. 2F). El nUmero de focos por pozo
inducidos por el 3-MCA sobre las células NIH3T3 se contabilizé en placas de 24
pozos. Se observo la disminucion de focos cancerosos en presencia de los
tratamientos con la rutina, el lunasin o ambos (Fig. 3). Los cultivos donde se
agregd solamente la rutina y el lunasin se encuentra ausente la morfologia de
focos cancerosos.

3.3 Separacién de las proteinas mediante 2-DE e identificacion de manchas
diferenciales

El analisis de las imagenes de los geles 2-DE de los diferentes cultivos revel6 62
manchas diferenciales que mostraron un incremento o decremento mayor a dos
veces respecto al control. Se escogieron 38 manchas que mostraron los cambios
mas notables para analizarlas por MS. En total fueron identificadas 29 proteinas
(Tablas S1-S7) y el resto esta en proceso de identificacion. En la Fig. 4 se
presenta un ejemplo tipico de un gel 2-DE donde se muestra la ubicacion de las
manchas identificadas. La clasificacion de las proteinas identificadas mostré que la
mayoria de las proteinas analizadas se encuentran situadas en el nacleo (48%),
mientras que el resto se distribuyen por el resto de los organelos celulares y
algunas de ellas se localizan en mas de un solo organelo (Fig. 5).
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Fig. 1. Geles SDS-PAGE tefiidos con Coomassie R-350 y deteccion de
lunasin por Western blot. A) Fraccion globulinas 11S de proteinas de reserva de
amaranto y Western blot contra lunasin, carril 1: marcador molecular, carril 2-3:
globulinas 11S. B) Banda de 22 kDa y Western blot contra lunasin, carril 1:
marcador molecular, carril 2: lunasin purificado.



Fig. 2. Efecto de larutinay el lunasin de amaranto en la transformacion de
fibroblastos NIH3T3 por el agente carcinogénico 3-MCA. Imagenes tomadas
con el objetivo de 10X muestran los cultivos de células tratadas con rutina A),
lunasin B), 3-MCA mas rutina C), 3-MCA mas lunasin D), 3-MCA mas combinacién
de rutina-lunasin E) y solo 3-MCA F). Las flechas indican los focos cancerosos.
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Fig. 3. Decremento en el numero de células inducidas por el agente
carcinogénico 3-MCA. A) Células tratadas con 3-MCA, B) Células tratadas con 3-
MCA mas rutina, C) Células tratadas con 3-MCA mas lunasin, D) Células tratadas

con 3-MCA mas rutina y lunasin. n=4
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Fig. 4. Gel 2-DE representativo de células NIH3T3 tefiido con Coomassie R-
350. Los circulos muestran la ubicacién de las proteinas diferenciales
identificadas.
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Fig. 5. Ubicacioén celular de las 29 proteinas identificadas por MS. Los
porcentajes para cada organelo son los siguientes: nucleo 48%, nucleo y
citoplasma 7%, nucleo, citoplasma y secretada 3%, citoplasma 17%, citoplasmay
membrana 3%, citoplasma y secretada 3%, mitocondria 7%, mitocondria y RE 3%,
mitocondria y membrana 3% y RE 3%.
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3.4 Efecto de larutinay el lunasin sobre la expresion de proteinas en células
NIH3T3 en contacto con 3-MCA

En el tratamiento con rutina se vio afectada la expresion de cinco proteinas (Tabla
S1). Se identificaron ocho proteinas que son afectadas por el tratamiento con
rutina cuando las células NIH3T3 son puestas con contacto con el 3-MCA (Tabla
S2). Se encontr6 que cinco proteinas que son afectadas por el tratamiento con
lunasin (Tabla S3). Se identificaron siete proteinas que son afectadas por el
tratamiento con lunasin cuando las células NIH3T3 son puestas con contacto con
el cancerigeno 3-MCA (Tabla S4).

3.5 El tratamiento simultaneo de la rutinay el lunasin tiene un efecto sobre la
expresion de proteinas distinto al mostrado cuando se emplean de manera
individual

La rutina y el lunasin empleadas de manera simultanea sobre los cultivos de
células NIH3T3 activan proteinas diferentes a las identificadas con su uso por
separado. El andlisis de las imagenes 2-DE de los geles se realizé con el control
(células NIH3T3), lunasin+rutina+3-MCA y 3-MCA. La Tabla S6 muestra la lista de
las 11 proteinas identificadas por MS que son afectadas por el tratamiento con la
rutina y el lunasin cuando las células NIH3T3 son puestas con contacto con el
cancerigeno 3-MCA.

3.6 EI 3-MCA modifica la expresion de proteinas cuando es puesto en
contacto con células NIH3T3

Los cultivos de células NIH3T3 expuestos al agente cancerigeno 3-MCA por un
periodo de 4 h mostraron cambios en el perfil de expresién de proteinas. La Tabla
S5 muestra la lista de las 12 proteinas identificadas por MS afectadas cuando las
células NIH3T3 ausentes de cualquier tratamiento son puestas con contacto con el
3-MCA.
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4. DISCUSION

4.1. Proteinas nucleares

Las histonas son las proteinas principales que conforman la cromatina en las
células eucariotas. La interaccion de las histonas con los genes forma el
nucleosoma. En este estudio se observO que la expresion de diferentes
subunidades de proteinas que forman parte del nucleosoma (H1.2, H3.2 y H4), se
modifican cuando el lunasin y el 3-MCA se afiaden a los cultivos de fibroblastos
NIH3T3. Se ha reportado que el lunasin de amaranto es capaz de internalizar en el
nucleo de células NIH3T3 e inhibir la acetilacion de la histona H4 en un 77%
(Maldonado-Cervantes et al; 2010).

Las proteinas que forman parte de los ribosomas son esenciales para el
funcionamiento correcto y sintesis de las proteinas. Se observé que un grupo de
proteinas ribosomales (60S-L27, 60S-L28, MCG9098, MCG116025 y LLRep3)
disminuyeron su expresiéon cuando las células NIH3T3 se pusieron en contacto
con el 3-MCA. Al parecer, la proteina ribosomal 60S-L27 y la MCG9098 se vieron
afectadas por cualquier estimulo aplicado a los cultivos. Sin embargo en el caso
de la proteina ribosomal 60S-L27, la accion de la rutina y el lunasin se vio reflejada
al no permitir que su expresion disminuyera por el efecto del 3-MCA.

Cuando la rutina se agrego a los cultivos de NIH3T3 que estan en contacto con 3-
MCA, se identificé la disminucién de un factor rico en prolina y glutamina (PSF)
esencial para el corte y empalme del pre-mRNA y que desaparece durante la
apoptosis. Debido a esta forma de muerte celular conlleva a la degradacion de
proteinas, se consider6 que el PSF, al igual que otros factores de corte y empalme
es sensible a la protedlisis (Shav-Tal et al; 2001).

En el tratamiento con rutina en células transformadas con 3-MCA se identifico la
disminucién de una proteina tipo nucleofosmina, sin embargo, el tratamiento con
lunasin parece mantener los niveles basales de esta proteina. La nucleofosmina
es una proteina clave en la regulacion de numerosos procesos como la
duplicacion del centrémero, el mantenimiento de la integridad genomica y la
biogénesis de ribosomas (Yu et al; 2006). Se observd también que la proteina de
union a RNA FUS disminuyo su expresion cuando los cultivos de células NIH3T3
transformadas con 3-MCA y en presencia de rutina, lunasin, o ambos. El gen fus
es miembro de la familia de genes FET de proteinas de union a RNA que estan
involucradas en translocaciones cromosomales para generar fisiones de
oncogenes humanos. Las proteinas de union a RNA juegan un papel central en la
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regulacion de la expresion génica y ciertos procesos enzimaticos mediados por
ARN (Sugawara et al; 2010).

La lamina nuclear es una red de proteinas de filamentos intermedios tipo V que se
encuentran principalmente por debajo de la membrana nuclear interna. Participa
en procesos como control del ciclo celular, transcripcion de genes y replicacion de
ADN (Pratt et al; 2011). Se observo que la expresion de la isoforma A de la
prelamina A/C aumento con el tratamiento con lunasin, mientras que su expresion
disminuy6 cuando las células NIH3T3 fueron transformadas por el 3-MCA vy
tratadas con rutina.

Dentro de las proteinas nucleares se identifico también a la pirrolina-5-carboxilato
reductasa 5, la cual disminuy6 su expresion con el tratamiento con rutina. La L-
prolina es un aminoacido que juega un papel importante en la proteina que
contribuye al plegamiento de las proteinas, su estructura y su propia estabilidad,
ademas sirve como un motivo de secuencia de reconocimiento (Nocek et al;
2005).

4.2. Proteinas co-localizadas en el nucleo y otros organelos

La expresion de la subunidad a tipo-7 del proteosoma que se localiza en nacleo y
citoplasma disminuyd cuando los cultivos de NIH3T3 fueron transformados el 3-
MCA y que estuvieron en presencia de rutina o lunasin. La ribonucleoproteina
heterogénea nuclear Q aument6 cuando los cultivos de NIH3T3 fueron tratados
con 3-MCA. Se ha reportado que la expresiéon de esta proteina aumenta en
astrocitos humanos sanos por el efecto de canabinoides (Bindukumara et al;
2008). La galectina-3 es una proteina de union a carbohidratos que se
sobreexpresa en varios tumores y en células del sistema inmune en respuesta a
varios estimulos, incluso se ha reportado que puede inhibir la progresién de
tumores (Nangia-Makker et al; 2008). La presencia de esta proteina se ha
reportado en el nucleo, citoplasma y también secretada. Nosotros observamos que
esta proteina disminuyd con cualquier tratamiento aplicado comparado con el
control.

4.3. Proteinas del citoplasma
Dentro de las proteinas citoplasmaticas, se identificaron proteinas del

citoesqueleto o involucradas en procesos de plegamiento o disociacién. Se
observéd que la citoqueratina 10 aumentd en los cultivos de NIH3T3 en contacto
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con 3-MCA, sin embargo cuando estos mismos cultivos fueron tratados con rutina
o lunasin, o ambas, su expresion no se vio modificada. En un estudio de
proteGmica comparativa se observd que ciertas proteinas del citoesqueleto se
encontraron sobreexpresadas en tejido hepético canceroso comparadas con tejido
hepético normal. La identificacién de proteinas del citoesqueleto esta relacionada
con el desarrollo o progresién del cancer (Darby et al; 2011). En el proceso de
diferenciacion de células 3T3-L1, la tubulina se expande por la accion de la
insulina (Welsh et al; 2004). Se ha comprobado también que diversas proteinas de
choque térmico (HSP) y proteinas del citoesqueleto como la tubulina aumentan su
expresion en melanomas metastasicos (Huang et al; 2009). En nuestro analisis se
encontré la sobreexpresion de la tubulina beta-5 en cultivos de NIH3T3 en
contacto con 3-MCA en respuesta al tratamiento con rutina o lunasin, la
combinacion de ambos. Se encontré6 que la proteina controlada
transcripcionalmente por tumores (p21) aumentd con el tratamiento con lunasin.
Se ha reportado que la regulacién de los niveles de p21 por la glucosa es probable
gue sea un mecanismo cito-protector para las células beta del pancreas contra el
dafio causado por la hiperglucemia (Diraison et al; 2011).

La rutina agregada a los cultivo de células NIH3T3 tuvo la capacidad de aumentar
los niveles del inhibidor Rho de disociacion GDP 2. Este inhibidor ha sido
caracterizado como un regulador de las GTPasas Rho con un papel importante en
el desarrollo de numerosos aspectos del fenotipo maligno, incluyendo la
progresion del ciclo celular, la resistencia a los estimulos apoptoticos, la
neovascularizacion, la motilidad celular del tumor, la invasion y la metastasis (Cho
et al; 2010). También observamos que algunas chaperonas como la proteina 1 del
complejo T subunidad Z disminuy6 con el tratamiento de la rutina.

4.4. Proteinas co-localizadas en el citoplasmay otros organelos

La dinactina es un complejo que vincula a una variedad de microtubulos y es
necesaria para la organizacién correcta del citoesqueleto (Lien et al; 2008). La
subunidad 2 de la dinactina aument6 en cultivos de NIH3T3 en contacto con 3-
MCA vy en el tratamiento con rutina, sin embargo cuanto estos cultivos fueron
tratados con lunasin su expresion no se vio modificada. Encontramos que algunas
proteinas del citoplasma también pueden ser secretadas al exterior celular, como
el factor inhibidor de la migracion de macréfagos. Dicho factor aumentd en los
cultivos de NIH3T3 en contacto con 3-MCA vy tratados con rutina, lunasin, o su
empleo simultaneo. Se observo que este factor también aumentdé en cultivos de
células MCF7 cuando fueron tratadas con el farmaco melfalan, farmaco
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antineoplasico inespecifico que pertenece a la familia de los quimioterapicos
alquilantes (Zhang et al; 2007).

4.5. Proteinas mitocondriales

En un estudio de prote6mica comparativa (2D-DIGE y MS) revelaron que existen
proteinas sobreexpresadas propias del cancer de prostata como disulfuro
isomerasas y algunas HSP’s (Ummanni et al; 2011). En nuestro estudio, la
expresion de HSP10 aumento6 en los cultivos de NIH3T3 en contacto con 3-MCA
cuando fueron tratados con rutina o lunasin y de manera simultdnea. La citrato
sintasa disminuyé su expresion cuando los cultivos de NIH3T3 estuvieron en
contacto con 3-MCA, sin embargo, los tratamientos con rutina y/o lunasin sobre
estos mismos cultivos revierten el efecto del 3-MCA. La expresion desregulada de
este tipo de enzimas también se ha reportado en células de cancer de pancreas
AsPC-1 (Xiaojun et al; 2010).

4.6. Proteinas co-localizadas en el mitocondria y otros organelos

Finalmente, dentro de la mitocondria y otros organelos como el reticulo
endoplasmico encontramos la expresion modificada de enzimas relacionadas con
el procesamiento de ARNmt, metabolismo de amino&cidos y chaperonas como 3-
hidroxiacil-CoA dehidrogenasa tipo 2, aspartato aminotranferasa y disulfuro
isomerasa A3. En un estudio de protedbmica se determiné si la accion
hepatoprotectora de S-adenosilmetionina en las primeras etapas esta relacionada
con alteraciones en el proteoma mitocondrial y se encontré que se afectan
enzimas como 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenasas y disulfuro isomerasas (Andringa
et al; 2010). Nosotros encontramos que la expresion de la disulfuro isomerasa A3
aumento en los cultivos de NIH3T3 en contacto con 3-MCA y en tratamiento con
lunasin, sin embargo cuanto estos mismos cultivos fueron tratados con rutina su
expresion no se vio modificada. Sin embargo, la expresion de 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa tipo 2 disminuyé cuando los cultivos de NIH3T3 estuvieron en
contacto con 3-MCA, pero los tratamientos con rutina y/o lunasin sobre estos
mismos cultivos contrarrestaron el efecto del 3-MCA.
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5. CONCLUSIONES

El empleo de modelos de cultivo celulares es una herramienta util para analizar los
cambios a nivel de proteinas durante la transformacion quimica que puedan estar
relacionados con el desarrollo de focos cancerosos.

Se demostr6 que existen varias proteinas que participan en el mecanismo
mediante el cual la rutina y el lunasin de amaranto ejercen su efecto protector
sobre las células NIH3T3 cuando estas son puestas en contacto con agentes
quimicos como el 3-MCA.

Con este enfoque protedmico fue posible tener una primera aproximacioén de

posibles marcadores o blancos terapéuticos activados por los fitoquimicos vy
biopéptidos relacionados con el tratamiento de cancer.
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7. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Proteinas identificadas en células NIH3T3 en respuesta al tratamiento con rutina

ID Proteina identificada No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcién/Localizacion Expresion
tedricos Cobertura
135 p21 0i|6678437 19.6/4.76 3/16 64 Union a calcio y estabilizacion de 0
microtdbulos/Citoplasma
137  Tubulina beta-5 0i|7106439 50/4.78 4/8 35 Constituyente de 1
microtubulos/Citoplasma
16 Inhibidor Rho de 0i|33563236 22.9/4.97 12/62 181 Intercambio GDP/GTP de 1
disociacion GDP 2 Rho/Citoplasma
138 Factor inhibidor de la 0i|5542285 12.5/7.27 5/42 189 Citocina pro-inflammatoria/Citoplasma 1
migracion de y secretada
macréfagos, cadena A
123  Proteina 1 del complejo 0i|6753324 58.4/6.63 8/13 65 Chaperona/Citoplasma !

T subunidad Z

Tabla S2. Proteinas identificadas en células NIH3T3 en respuesta al tratamiento con rutina+3-MCA

ID Proteina identificada  No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcion/Localizacién Expresion
tedricos Cobertura
137  Tubulina beta-5 0i|7106439 50/4.78 4/8 35 Constituyente de i
microtubulos/Citoplasma

142  Dinactina subunidad 2 0i|28076935 44.2/5.14 6/22 72 Mitosis/Citoplasma y membrana 1

138 Factor inhibidor de la 0i|5542285 12.5/7.27 5/42 189 Citocina pro-inflammatoria/Citoplasma 1
migracién de y secretada
macréfagos, cadena A

131  Prelamina A/C 0i|12835914 74.5/6.54 34/46 404 Lamina nuclear/Nucleo !
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56  Tipo-nucleofosmina gi[149251776 32.8/4.62 9/35 152 Chaperona/Nucleo i}

89  Proteina de union a gi|20982845 52.9/9.4 5/8 43 Unién a AND y mantiene la integridad i}
RNA FUS gendémica/Nucleo

60 PSF gi|23956214 75.5/9.45 13/19 102 Unién a AND y ARN, splicing/Nucleo !

110 Aspartato 0i|2690302 47.8/9.05 22/38 433 Metabolismo de aa. Absorcion de i}
aminotransferasa, acidos grasos libres de cadena
precursor larga/Mitocondria y membrana celular

Tabla S3. Proteinas identificadas en células NIH3T3 en respuesta al tratamiento con lunasin

ID Proteina identificada  No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcién/Localizacién Expresion
tedricos Cobertura

132  Prelamina A/C isoforma  @i|162287370 74.5/6.54 22/31 178 Lamina nuclear/Nucleo 1
A

89  Proteina de union a 0i|20982845 52.9/9.4 5/8 43 Unién a AND y mantiene la integridad i}
RNA FUS genomica/Nucleo

49  LLRep3 gi|200812 24.4/9.81 8/37 20 Ribonucleoproteina/Nucleo )

38  Subunidad a tipo-7 del 0i|7106389 28/8.59 7/25 129 Proteolitica/ Nucleo y citoplasma !
proteosoma

110 Aspartato 0i|2690302 47.8/9.05 22/38 433 Metabolismo de aa. Absorcion de i}
aminotransferasa, acidos grasos libres de cadena
precursor larga/Mitocondria y membrana celular

Tabla S4. Proteinas identificadas en células NIH3T3 en respuesta al tratamiento con lunasin+3-MCA

ID Proteina identificada  No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcién/Localizacién Expresion
tedricos Cobertura
139 Histona H1.2 0i|9845257 21/11.00 5/20 82 Componente del nucleosoma/nicleo 1
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137  Tubulina beta-5 0i|7106439 50/4.78 4/8 35 Constituyente de 1
microtubulos/Citoplasma

138 Factor inhibidor de la gi|5542285 12.5/7.27 5/42 189 Citocina pro-inflammatoria/Citoplasma 1
migracion de y secretada
macrofagos, cadena A

130 Disulfuro isomerasa A3 0i|56905 57/6.38 4/6 17 Cataliza los rearreglos de los puentes 1

S-S/IRE

49  LLRep3 gi|200812 24.4/9.81 8/37 20 Ribonucleoproteina/Nucleo !

89  Proteina de union a 0i|20982845 52.9/9.4 5/8 43 Unién a AND y mantiene la integridad i}
RNA FUS genomica/Nucleo

Tabla S5. Proteinas identificadas en células NIH3T3 en respuesta al 3-MCA

ID Proteina identificada  No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcién/Localizacién Expresion
tedricos Cobertura

141  Histona H3.2 0i|51301 15.4/11.27 2/25 27 Componente del nucleosoma/nucleo 1

125 Ribonucleoproteina 0i|6576815 62.7/7.18 6/10 70 Procesamiento de ARNm/NUcleo y 1
heterogénea nuclear Q citoplasma

128 Citoqueratina 10 0i|7638398 35/5.07 4/8 57 Filamento intermedio/citoplasma 1

142  Dinactina subunidad 2 gi|28076935 44.2/5.14 6/22 72 Mitosis/Citoplasma y membrana 1

113 HSP 10 kDa, 0i|6680309 10.9/7.93 10/70 22 Biogénesis de proteinas/Mitocondria 1
mitocondrial

130 Disulfuro isomerasa A3 0i|56905 57/6.38 4/6 17 Cataliza los rearreglos de los puentes 1

S-S/RE

49  LLRep3 gi|200812 24.4/9.81 8/37 20 Ribonucleoproteina/Nucleo !

118 MCG116025 0i|148708773  27.7/10.55 8/30 55 Ribonucleoproteina/Nucleo !

23  Proteina ribosomal 60S 0i|4506623 15.8/10.56 7/35 49 Ribonucleoproteina/Nucleo !
L27
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56
38

32

143

Tipo-nucleofosmina gi[149251776

Subunidad a tipo-7 del 0i|7106389
proteosoma

3-hidroxiacil-CoA 0i|61888838
dehidrogenasa tipo 2

Citrato sintasa, gi|13385942

precursor mitocondrial

32.8/4.62
28/8.59

27.4/8.89

51/8.72

9/35
7/25

10/52

12127

152
129

267

200

Chaperona/Nucleo

Proteolitica/ Nicleo y citoplasma

Maduracién del ARNmt/Mitocondria y
RE

Metabolismo de
carbohidratos/Mitocondria

TablaSe6. Proteinas identificadas en células NIH3T3 en respuesta al tratamiento con lunasin+rutina+3-MCA

ID Proteina identificada  No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcién/Localizacién Expresion
tedricos Cobertura
141  Histona H3.2 0i|51301 15.4/11.27 2/25 27 Componente del nucleosoma/nicleo 1
142  Dinactina subunidad 2 gi|28076935 44.2/5.14 6/22 72 Mitosis/Citoplasma y membrana 1
137  Tubulina beta-5 0i|7106439 50/4.78 4/8 35 Constituyente de 1
microtubulos/Citoplasma
138 Factor inhibidor de la 0i|5542285 12.5/7.27 5/42 189 Citocina pro-inflammatoria/Citoplasma 1
migracién de y secretada
macréfagos, cadena A
113 HSP 10 kDa, 0i|6680309 10.9/7.93 10/70 22 Biogénesis de proteinas/Mitocondria 1
mitocondrial
130 Disulfuro isomerasa A3 0i|56905 57/6.38 4/6 17 Cataliza los rearreglos de los puentes 1
S-S/RE
118 MCG116025 gi|148708773  27.7/10.55 8/30 55 Ribonucleoproteina/Nucleo i}
49  LLRep3 0i|200812 24.4/9.81 8/37 20 Ribonucleoproteina/Nucleo !
140  Pirrolina-5-carboxilato 0i|19526878 33.9/7.67 4/16 83 Biosintesis de amino&cidos/Nucleo !
reductasa 2
56  Tipo-nucleofosmina 0i|149251776 32.8/4.62 9/35 152 Chaperona/Nucleo !
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38

Subunidad a tipo-7 del
proteosoma

gi|7106389

28/8.59

7/25

129

Proteolitica/ Nucleo y citoplasma

Tabla S7. Proteinas identificadas en células NIH3T3 afectadas por cualquier tratamiento

ID Proteina identificada No. de Acceso kDa/pl Matches/ Score Funcién/Localizacion Expresion
tedricos Cobertura
11 Histona H4 gi[148700589  11.5/11.20 5/45 83 Componente nuclear del !
nucleosoma/Nucleo
27  Proteina ribosomal 60S Qi|6677779 15.8/12.02 9/42 45 Ribonucleoproteina/Nucleo !
L28

28 MCG9098 0i[295842468  17.2/10.65 6/24 33 Ribonucleoproteina/Ntcleo i}

117 Galectina-3 gi|126679 27.6/8.46 9/33 144 Lectina galactosa especifica de union a i}

28

IgE/ Nucleo, Citoplasma y Secretada





