uu\ i ,‘—

>\,

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

FUNCIONALIDAD DE LA CICLINA D1 EN ETAPAS TEMPRANAS DE UN
MODELO DE CARCINOGENESIS RENAL Y EFECTO DE UN COMPUESTO
ANTIOXIDANTE

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA: '
Q. F. B. ROCIO NAVARRO GARCIA

, TUTOR PRINCIPAL: ,
DRA. MARIA ELENA IBARRA RUBIO FACULTAD DE QUIMICA

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:
DR. MARCO ANTONIO CERBON CERVANTES FACULTAD DE QUIMICA
DRA. MARCELA LIZANO SOBERON INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS

MEXICO, D. F. ENERO, 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RECONOCIMIENTOS

Esta investigacion se realizé bajo la direccion de la Dra. Maria Elena Ibarra Rubio
en el laboratorio 120 del edificio F de la Facultad de Quimica de la UNAM, gracias
al financiamiento por parte del programa UNAM-DGAPA-PAPIIT con el proyecto
IN227010 y por parte de la Facultad de Quimica bajo el Programa de Apoyo a la
investigacion y el Posgrado (PAIP) No. 4194-10.

Durante los estudios de maestria el sustentante goz6 de una beca otorgada

por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACyT, (310136).

El jurado asignado para la revision de la tesis estuvo conformado por:
Dr. Jorge Vazquez Ramos
Dr. Rolando Efrain Hernandez Mufioz
Dr. José Pedraza Chaverri
Dr. Alejandro Zentella Dehesa

Dra. Martha Patricia Coello Coutifio



A Maria Alma, Ximena y Rodrigo,
quienes son el tesoro mas bello
de mi vida y mi gran inspiraciéon

para dar siempre lo mejor.

A Jehova, “pues Dios es quien
produce en mi tanto

el querer como el hacer

para que se cumpla

Su buena voluntad”.

Fil 2:13



AGRADECIMIENTOS

A la Doctora Ma. Elena Ibarra por abrirme las puertas de su laboratorio y
por todas sus ensefianzas.

Al Maestro José Solano, por su amabilidad, apoyo y todos sus consejos.

A la M.V.Z. Lucia Macias Rosales de la Unidad de Experimentacion Animal,

por su importante colaboracion en el cuidado y manejo de los animales.

A los miembros del jurado por sus valiosas aportaciones en la revision de
este trabajo.

A Lety Garcia Gutiérrez por toda la paciencia, disposiciébn y ayuda que
ofrece a todos y cada uno de los estudiantes de este programa de posgrado.

A mis compafieros y amigos del laboratorio Alfredo, Nacho, Karla y
Chabetty, quienes fueron parte importante de mi crecimiento. A Paty “Potato”, por
todas las risas que compartimos. A Telma, que ha sido tan generosa conmigo, por
toda su ayuda y sincera amistad. A Francisco, el estupendo guia que en poco
tiempo se convirti6 en mi buen amigo, por transformar un arduo camino en una
divertida aventura.

A Gaby, Lalo y Lila, colegas e inigualables camaradas, porque siguen
compartiendo sus suefios conmigo y han sido fundamentales en este viaje.

A mis hermanos y amigos de Tierra Firme por todo el &nimo que me han
dado. A Lalo y Jamie Rocha, por todo el carifio y la confianza que me han
brindado. A Nelly, la gran amiga que Dios me ha concedido y a su familia, que me
ha traido tanta alegria.

A mi tia Claudia y mi tio Victor, quienes siempre demuestran interés en mi
camino y en el de mis hermanos.

A ti, papd, porque sé que estas a mi lado y que cuento contigo; por todo lo
gue me has dado.

A mi tia Tofa, Fer y Dani porque son parte de mi motivacion y me llenan de
ilusién y dulzura.

A mi tio Beto, Osvaldo y Norma, quienes son esenciales en mi vida y la
colman de amor y entusiasmo cada dia.



CCR
FeNTA
EST
DEN
Cdk
Rb
CAK
EROs
ON
MDA

wB

ABS
PVDF
SFB
PA
AC
URD

EE

LISTA DE ABREVIATURAS

Carcinoma de células renales
Nitrilotriacetato de hierro

Extracto de semillas de tamarindo
N-dietilnitrosamina

Cinasas dependientes de ciclinas
Familia de proteinas de retinoblastoma
Cinasa activadora de Cdk
Especies reactivas de oxigeno
Oxido nitrico

Dialdehido malénico

Western blot

Inmunoprecipitacion

Nitrégeno uréico sanguineo
Intraperitoneal

Fenoles totales

Albdmina sérica bovina

Floruro de polivinilo

Suero fetal bovino

Proteina A/agarosa

Anticuerpo primario

Unidades relativas de densitometria

Error estandar



INDICE

1. Resumen

2. Antecedentes 3

2.1Generalidades del ciclo celular

2.2Fase G1 del ciclo celular

2.3Proteinas de la fase G1 del ciclo celular y cancer

2.4 Carcinoma de células renales (CCR) 10

2.5Modelo de carcinogénesis renal inducida con nitrilotriacetato de hierro

(FeNTA) 11

2.6 Extracto de semillas de tamarindo (Tamarindus indica L.) 13

3. Hipotesis 15
4. Obijetivos 16
4.1 Objetivo general 16
4.2 Objetivos particulares 16

5. Material y métodos 17
5.1Disefio experimental 17
5.2 Protocolo de tratamiento subcronico con FeNTA 17
5.30Dbtencion del EST 21
5.4 Evaluacién de la funcion renal 21
5.5Niveles de las proteinas de interés por Western blot 22
5.5.1 Extraccion de proteinas del tejido renal 22

5.5.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford 22

5.5.3 Electroforesis y transferencia 23

5.5.4 Deteccion de las proteinas de interés 25

5.6 Determinacion de la localizacion subcelular de la ciclina D1 por Western
blot 27

5.6.1 Extraccion de proteinas nucleares 27



5.6.2 Electroforesis, transferencia y deteccion de la ciclina D1

5.7 Ensayos de inmunoprecipitacion

5.8 Andlisis estadistico

. Resultados

6.1 Protocolo de tratamiento subcronico con FeENTA
6.2 Localizacion subcelular de la ciclina D1
6.3 Niveles de Cdk4

6.4Niveles de p21<PYWarl

6.5Interaccién proteinica ciclina D1/Cdk4/p2
6.6 Niveles de pRb

6.7 Niveles de p-pRb

6.8Niveles de p16™
6.9Interaccién proteinica Cdk4/pl

lClplNVafl

6INK4a

7. Resumen de resultados
8. Discusion

9. Conclusiones
10.Perspectivas

11.Referencias

28

28
29

30

30
32
35
36
37
37
38
40
41

42
43
50
50
51



1. Resumen

El cancer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por una proliferacion
celular descontrolada. Para su estudio se ha dividido en tres etapas: iniciacion,
promocion y progresion, siendo las dos primeras claves para su control. En un
gran numero de casos se han encontrado alteraciones en moléculas involucradas
en el control de la fase G1 del ciclo celular, como son ciclina D1, Cdk4, proteinas
de la familia de retinoblastoma (Rb) y de la familia INK4, entre otras. El carcinoma
de células renales (CCR) es el mas letal de los tipos de cancer uroldgicos y su
diagnéstico en etapas tempranas es dificil debido a que los pacientes no
presentan sintomas, lo que hace casi imposible el estudio de los eventos en estas
etapas. En nuestro laboratorio se ha montado un modelo experimental de CCR
inducido en ratas por exposicion al nitrilotriacetato de hierro (FeNTA) durante
cuatro meses, en el cual esta involucrado el estrés oxidante; en este modelo se
utiliza la N-dietilnitrosamina (DEN) como iniciador tumoral. Uno de los objetivos de
nuestro grupo de trabajo es caracterizar las etapas tempranas de la
carcinogénesis por FeNTA, asi como evaluar los efectos de un agente
antioxidante: un extracto de semillas de tamarindo (EST), el cual disminuye la
incidencia y retarda el desarrollo de CCR en este modelo. Con respecto a
alteraciones en proteinas involucradas en el control de la fase G1 del ciclo celular,
se ha encontrado un aumento en los niveles de ciclina D1 en etapas tempranas
del modelo; con base en estos hallazgos, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la funcionalidad de la ciclina D1, por lo que se determinaron la
localizacién subcelular de la ciclina D1, los niveles de Cdk4, p21°PYWa pRb
(p130 y p105), p-pRb (p-p130 y p-p105) y p16™K*? asi como las interacciones
ciclina D1/Cdk4/p21°P*Wal v Cdka/p16™K*2. Para esto, se desarrollé un protocolo
subcronico de un mes de exposicion a FENTA, tiempo en el que se desarrollan
alteraciones moleculares y lesiones pre-neoplasicas, en ratas macho Wistar
divididas en los siguientes grupos de estudio: control (C), EST (E), DEN (D),
FeNTA (F), DEN+FeNTA (DF) y EST+DEN+FeNTA (EDF). En muestras de
corteza renal obtenidas al final del protocolo, se evalué el estatus de cada una de
las proteinas antes mencionadas, obteniendo los siguientes resultados: la ciclina
D1 se encuentra principalmente en el nucleo en todos los grupos y el carcinégeno
induce un aumento en sus niveles. La funcion de la ciclina D1 es regular la
actividad de la Cdk4, cuyos niveles también presentaron un aumento debido al
tratamiento con FeNTA. Por otra parte, p21“**Wa? nroteina que se une al
complejo ciclina D1/Cdk4, puede promover la funcion de este complejo mediante
su estabilizacion e internalizacion nuclear cuando una sola de sus moléculas se le
une, o inhibirla si dos 0 mas moléculas se le asocian; los niveles de esta proteina
en las muestras de los grupos tratados con FENTA se elevaron en proporciones
similares a las de la ciclina D1 y Cdk4, sin embargo, era necesario investigar sobre
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la interaccion fisica entre todas ellas. Esto se realiz0 mediante ensayos de
imunoprecipitacion (IP), en los que se encontré que, probablemente, el complejo
ciclinaD1/Cdk4/p21°PYWa se forma. La funcién de este complejo es fosforilar a
Rb, por lo que se determin6 su comportamiento. Se encontré que los niveles
totales de ambas proteinas de dicha familia estudiadas (p105 y p130) se elevan en
el grupo tratado con EST, pero sélo los niveles de pl130 se incrementan por el
tratamiento carcinogénico. En cambio, los niveles de las formas fosforiladas (p-
pl05 y p-pl30) se elevan en todos los grupos expuestos a FeNTA, lo que
promoveria un avance en la fase G1 del ciclo celular. Cabe mencionar que se
observo un efecto de proteccion parcial por parte del EST en la fosforilacion de
p130, siendo éste uno de los posibles mecanismos por medio de los cuales el
extracto protege contra el desarrollo del CCR en nuestro modelo experimental. En
conjunto, la localizacion nuclear de la ciclina D1, el aumento tanto en sus niveles
como en los de Cdk4 y p21°PYWal |3 posible formacion del complejo ciclina
D1/Cdk4/p21°PYWafl y os niveles elevados de p-p105 y p-pl30 indican que la
ciclina D1 es funcional. Por otro lado, los niveles de p16™? proteina que influye
en la funcionalidad de la ciclina D1 al evitar que ésta se una a Cdk4, también
incrementaron en todos los grupos tratados con FENTA, pero en una proporcion
menor al aumento de la ciclina D1; se sabe que una vez que los niveles de ciclina
D1 han rebasado los de los inhibidores de la familia INK4, se puede dar la
activacion de la Cdk4, por lo que probablemente el aumento observado en los
niveles de p16™*? no represente un obstaculo en la funcionalidad de la ciclina D1;
ademas, al realizar ensayos de IP para determinar su interaccion con Cdk4, se
encontré su ausencia en la mayoria de las muestras de los grupos expuestos al
carcindgeno. Esto sugiere que la sobreexpresion del inhibidor podria ser una
respuesta de proteccion celular en la etapa del modelo estudiada, pero no es
efectiva ya que no se estd dando la interacciéon con Cdk4. En conclusion, se
sugiere que la ciclina D1 es biolégicamente funcional en etapas tempranas del
modelo de carcinogénesis renal, ya que también se observaron alteraciones
moleculares relacionadas con su funcion, lo que podria estar participando en la
transformacién de las células renales debida a la exposicion al FENTA.



2. Antecedentes

2.1Generalidades del ciclo celular

El desarrollo de un organismo pluricelular a partir de una sola célula hasta formar
un individuo adulto requiere de numerosas divisiones celulares. Para que se dé
una divisién, las células completan una serie de eventos ordenados que
colectivamente forman el “ciclo celular’. Este ciclo incluye la fase G1, la
duplicacién del genoma mediante la sintesis de ADN, comprendida en la fase S, la
fase G2 y la segregacion de los juegos completos de cromosomas a cada una de
las células hijas en la fase M. Dependiendo de sefiales ambientales y del
desarrollo, las células en la fase G1 pueden abandonar el ciclo celular, temporal o
permanentemente, y entrar a una fase quiescente o de arresto conocida como GO
(van den Heuvel, 2005).

La division celular es un proceso regulado de manera muy precisa. La
habilidad de las células para dividirse se atribuye generalmente a la presencia de
dos clases de moléculas: la primera comprende a las cinasas dependientes de
ciclinas (Cdk, por sus siglas en inglés), que son una familia de cinasas de
serina/treonina, y la segunda incluye a las ciclinas, que regulan la actividad de
cinasa de las Cdk. De acuerdo a lo anterior y en base a diversos experimentos en
células eucariontes, se ha establecido un modelo clésico (ver seccion 2.2) de la
regulacion del ciclo celular (Satyanarayana y Kaldis, 2009).

El grupo de complejos ciclina-Cdk que esté directamente involucrado en la
conduccion del ciclo celular incluye tres Cdk de interfase (Cdk2, Cdk4 y Cdk6),
una Cdk mitética (Cdk1l) y diez ciclinas que pertenecen a cuatro diferentes clases
(los tipos A, B, Dy E). Los complejos ciclina-Cdk especificos son los responsables
del manejo de diversos eventos que se sabe ocurren durante la interfase de una
manera secuencial y ordenada (Malumbres y Barbacid, 2009). En la figura 1 se
representa el ciclo celular y se muestran los complejos ciclina-Cdk especificos que

participan en cada fase del mismo.



Ciclina B1/B2

Ciclina B3 CDK1

Ciclina A

CDK4/CDK6

Ciclina D1, D2, D3
CDK2
Ciclina A1, A2
CDK2
Ciclina E1, E2

Figura 1. Ciclo celular y complejos ciclina-Cdk correspondientes a cada fase (van den
Heuvel, 2005).

2.2Fase G1 del ciclo celular

La fase G1 del ciclo celular es el intervalo en el que las células responden a
sefiales extracelulares que determinan si éstas deben llevar a cabo la replicacion
de su ADN vy dividirse o si salen del ciclo para entrar a un estado quiescente. Una
vez que las células deciden iniciar la replicacion del ADN, estan comprometidas a
completar el ciclo. EIl momento de G1 en el que se toma esta decision es conocido
como punto de restriccion. Cuando las células son inducidas por factores de
crecimiento a entrar al ciclo celular, generalmente requieren de estimulacion
mitogénica continua para poder llegar al punto de restriccion, después del cual los
mitdbgenos son prescindibles y las células entran a la fase S, completando el ciclo
en su ausencia (Sherr, 2000).

De acuerdo al modelo clasico del ciclo celular, las Cdk4 y/o Cdk6 son
activadas en etapas tempranas de la fase G1 por ciclinas tipo D, e inician la
fosforilacién de la familia de proteinas de retinoblastoma (Rb), la cual incluye a
pl05 (pRb), p107 (RBL1) y p130 (RB2). Esto lleva a la liberacion de Rb de su
union a factores de transcripcion de la familia E2F, lo que resulta en la activacion y

transcripcion de los genes de respuesta a E2F requeridos para la progresion del
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ciclo celular. Los genes de respuesta temprana a E2F incluyen a las ciclinas tipo E
y A. Después, en la fase G1 tardia, la Cdk2 es activada por su union con la ciclina
E y completa la fosforilacion de Rb; esto lleva a una mayor activacion de la
transcripcion mediada por E2F (Sherr y Roberts, 2004). Asi, la célula pasa a
través del punto de restriccion en los limites de la fase G1 e inicia la fase S del

ciclo.

La pérdida del control del punto de restriccion puede resultar en la
desregulacion de las vias de sefializacion de factores de crecimiento o en
aberraciones de la maquinaria del control del ciclo celular (Ewen y Lamb, 2004).
Se ha demostrado que la sobreexpresion de las ciclinas tipo D altera directamente
el control del punto de restriccion, sugiriendo que la desregulacion de este tipo de
ciclinas contribuye a la formacién de tumores por anulacién del punto de

restriccion y el subsecuente descontrol de la proliferacion (Ewen y Lamb, 2004).

Ademas de la regulacién que ejerce la formacion de los complejos ciclina-
Cdk en el ciclo celular, existe un segundo mecanismo regulatorio que involucra a
proteinas inhibidoras de la actividad de Cdk. Estas pueden modular el ciclo celular
previniendo o limitando que los complejos ciclina-Cdk lleven a cabo la fosforilacion
de sus sustratos (Abukhdeir y Park, 2009). Existen dos familias de inhibidores: la

familia Cip/Kip y las proteinas INK4 (Malumbres y Barbacid, 2005).

La familia de proteinas inhibidoras de cinasa Cip/Kip incluye a p21¢PrWat

(CDKN1A), p27XP! (CDKN1B) y p57KP? (CDKN1C). Esta familia se caracteriza, de
manera general, por inhibir a los complejos ciclina E-Cdk, ciclina A-Cdk y ciclina D-
Cdk (Abukhdeir y Park, 2009; Sherr y Roberts, 1999). A pesar de que esta familia
de proteinas debe su nomenclatura a la primera funcién que se describié para
ellas, actualmente se sabe que también pueden promover la progresion del ciclo
celular mediante la estabilizacion e internalizacion nuclear de complejos ciclina-
Cdk (Abukhdeir y Park, 2009).

Las proteinas de la familia INK4 tienen como blanco especifico a las Cdk
que se asocian a ciclinas tipo D. La familia incluye a p15™* (CDKN2B), p16™K*



(CDKN2A), p18™*“c (CDKN2C) y p19™K*d (CDKN2D) (Abukhdeir y Park, 2009);
éstas se unen especificamente a Cdk4 y Cdk6, formando complejos binarios Cdk-
INK4 e impidiendo su asociacién con ciclinas tipo D. Ademas, las proteinas INK4
pueden secuestrar a Cdk4/6 previamente unidas a ciclinas tipo D y a proteinas
Cip/Kip, liberando a estas ultimas para unirse e inhibir al complejo ciclina E-Cdk2,

asegurando asi el arresto del ciclo celular (Sherr, 2000).

Especificamente, en la transicion GO/G1 del ciclo celular se observan las
asociaciones entre las ciclinas tipo D, Cdk 4/6 y los inhibidores p15™* p16™<4 y
p21°PYWall omo se indica en la figura 2, en donde se observa también el efecto

de dichas relaciones en la progresién del ciclo celular.

P16INK4a
P15INK4b P21Cip1
P18INK4c P27Kip1

P19INK4d / P57Kip2

pYPIPIPYp

PRb, p107, p130;
pRb, p107, p130,

INUN
GO

g S——a @ > > ot
G2/M G1 S

Figura 2. Asociaciones proteinicas de la transicion G1/S del ciclo celular (Modificado de
Ortega, 2002). Las ciclinas tipo D se asocian a Cdk4/6 para fosforilar e inactivar
parcialmente a las proteinas de la familia Rb, las cuales no presentan fosforilacién en GO
y reprimen la transcripcion de genes blanco de los factores de transcripcion E2F. El
complejo ciclina E/Cdk2 lleva a cabo la hiperfosforilacién de las proteinas de la familia Rb
dando lugar a la transicion G1/S, promoviendo la proliferacion celular. Las proteinas de la
familia INK4 pueden impedir la fosforilacion de Rb mediante el secuestro de CDk4/6. Asi
mismo, las proteinas de la familia Cip/Kip, dependiendo de su concentracion celular,
pueden actuar como reguladores negativos de la transicionG1/S al inhibir la actividad de
los complejos ciclina D/Cdk4/6 y ciclina E/Cdk2, o bien, participar en su internalizacion
nuclear (ver figura 3).



La localizacion subcelular de las proteinas involucradas en la transicion
G1/S del ciclo celular es de gran relevancia, puesto que la formacion de los
complejos ya revisados es esencial para la progresion del ciclo celular. En la figura
3 se ilustra la compartimentalizacion del ensamblaje, la actividad y la degradacion
de las proteinas que participan en la transicion G1/S. Para que se lleve a cabo la
activacion de las Cdk de esta fase se requiere de varios eventos, siendo el primero
de ellos un aumento en la expresion de ciclinas tipo D hasta alcanzar el nivel
necesario para rebasar los niveles de los inhibidores de la familia INK4 presentes
y que se forme entonces el complejo ciclina D-Cdk, el cual une a una proteina de
la familia Cip/Kip para que sea internalizado al nucleo (Alt et al., 2002), en donde
sera activado por la cinasa activadora de Cdk (CAK) (Fisher, 2005); esto
conllevara a la fosforilacion del sustrato correspondiente, Rb (Paternot et al.,

2010), promoviendo la progresion del ciclo celular.

2.3Proteinas de la fase G1 del ciclo celular y cancer

Actualmente existe abundante evidencia de que alteraciones en ciclinas
especificas, Cdk o en proteinas inhibitorias, juegan un papel importante en
diversos tipos de cancer humano; las modificaciones mas frecuentes se relacionan
con la ciclina D1 (Tashiro, 2007). En efecto, el rearreglo, la amplificacion y/o el
incremento de la expresion del gen de la ciclina D1 y el aumento en los niveles de
la proteina se han reportado en varios tipos de cancer humano, incluyendo
adenomas paratiroideos, linfomas de células B, cancer de mama, colon, pulmén,
vejiga e higado, entre otros (Tashiro, 2007). Se sabe también que la
sobreexpresion de la ciclina D1 participa en la potenciacion de angiogénesis
tumoral, ademas de que contribuye a la resistencia de diferentes células tumorales

ante agentes quimioterapéuticos (Kornmann, 1998).

Asi mismo, la actividad de la Cdk4 esta desregulada en diversos tumores
de humano y se ha demostrado que es crucial para diferentes procesos de

transformacién oncogénica (Miliani de Marval et al., 2004); la amplificacion del gen



de la Cdk4 y su resultante sobreexpresion, o mutaciones que le confieran

6INK4

insensibilidad p1 pueden contribuir a dichos procesos (Paternot et al., 2010).

CITOPLASMA NUCLEO

Inhibidores

Ink4
P—) p21 —_ -~ —_ Fosforilacion

@"“ -
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‘ B 0
@ -
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Figura 3. Localizacion subcelular del ensamblaje y degradacion de los complejos Ciclina-
Cdk de la fase G1 (modificado de Obaya y Sedivy, 2002). La expresion de la ciclina D1
alcanza los niveles citoplasmaticos necesarios para formar el complejo de fosforilacién
con Cdk4, el cual es estabilizado e internalizado al nucleo por una proteina de la familia
Cip/Kip para poder llevar a cabo la fosforilacion de pRb. Una vez realizada la fosforilacion,
el complejo es inhibido por las proteinas de la familia Cip/Kip que estaban unidas e
inhibiendo al complejo ciclina E/Cdk2 para que este Ultimo lleve a cabo la
hiperfosforilacion de pRb. Una vez inhibido el complejo ciclina D1/Cdk4, las cinasas
GSK3p y Cdk2 fosforilan a la ciclina D1 y a p21°P*Wa" respectivamente, como sefial de
exportacion nuclear y subsecuente degradacion en el proteosoma. Por su parte, la Cdk4
es exportada del nucleo y puede ser reutilizada.



En cuanto a alteraciones de las proteinas inhibitorias, el gen de p16™<*

es
considerado como supresor de tumores, cuya disminucién contribuye al desarrollo
de tumores (Ortega, 2002); esto resulta coherente tomando en cuenta su actividad
como regulador negativo de la progresion de la fase G1 del ciclo celular. Ademas,
también se ha sugerido que p16™¢*? tiene una funcién en la infiltracién celular

cuando esta proteina se encuentra en el citoplasma (Nilson y Landberg, 2006).

Por su parte, la pérdida de la expresién o funcién de p21°P*Wal ha sido
implicada en la génesis y progresion de neoplasias humanas, ademéas de su
posible participacion en la resistencia a farmacos (Abukhdeir y Park, 2009). Por

otro lado, la sobreexpresion de p21<PHWatt

puede resultar en un arresto del ciclo
celular (Harper et al., 1995). p21°P*al juega un papel importante tanto en el
control de la proliferacion celular como en la diferenciacion, senescencia y
apoptosis. Es importante mencionar que p21°P*Wa eg un factor esencial de
estabilizacion y se asocia al complejo ciclina D-Cdk4/6, formado en el citoplasma,
para que éste ultimo pueda ser activado por una fosforilacion e internalizado al
ndcleo, debido a que ninguna de estas proteinas (ciclina D1 y Cdk4/6) cuenta con
las sefiales de localizacion nuclear necesarias para el traslado del complejo (Alt,
2002). El papel que p21°P*Wal desempefie, ya sea como factor de estabilizacién o
como inhibidor, depende de sus niveles de expresion: dependiendo del contexto
celular, a concentraciones de bajas a medias suele llevar a cabo la funcién de
estabilizar y permitir el traslado nuclear de los complejos ya mencionados,
mientras que a concentraciones altas funciona como inhibidor (Morisaki et al.,

1999).

pRb esta identificado como un gen supresor de tumores que esta ausente o
mutado en retinoblastomas infantiles (de donde recibe su nombre) y en una amplia
variedad de tumores (Canhoto et al., 2000). Esta proteina tiene un papel central en
el ciclo celular debido a que actia como represor de los factores de transcripcion
E2F, cuyos genes blanco promueven la progresion del ciclo; su inactivacién tiene
gran influencia en la proliferacion de células cancerosas. Se han descrito

diferentes mecanismos por medio de los cuales puede darse dicha inactivacion,



aunque el mas comun en canceres humanos esporadicos es a través de su

fosforilacién por complejos ciclina/Cdk (Rizzolio et al., 2012).

2.4Carcinoma de células renales (CCR)

El carcinoma de células renales (CCR) es el tipo mas comun de cancer de
rindn (»80%) (Gowrishankar y Cairns, 2010), representa alrededor del 3% de todas
las neoplasias en adultos y es la mas letal de las neoplasias urolégicas (Lam et al.,
2005). El CCR, que es uno de los tipos de cancer menos comprendidos, presenta
un alto indice de mortalidad (81.7% en México al 2001, Compendio de Cancer,
Direccion General de Epidemiologia en México 2001). Por otra parte, es
asintomatico en etapas tempranas e intermedias por lo que su deteccidén oportuna
es casual y poco frecuente; al momento de su diagndstico, el 30% de los
pacientes presentan metastasis (Santana-Rios et al, 2011). Ademas, este tipo de
cancer es resistente a las quimioterapias y radioterapias convencionales
(Libermann, 2007). Los tratamientos actuales para la enfermedad metastasica
incluyen inhibidores de cinasas de tirosina, como el sunitinib o el pazopanib,
inhibidores de mMTOR, como el temsirolimus o el everolimus, o terapia
inmunologica contra el factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF) con

bevacizumab e IFN (Fisher et al., 2012), pero sus efectos son limitados.

El CCR se origina en las estructuras tubulares del rifidn y esta clasificado
en cuatro tipos histolégicos principales. EI mas comuan, que representa alrededor
del 75-80% de todos los casos de CCR, es el de células claras; los otros tipos son
el CCR papilar (10-15%), el croméfobo (5%) y el de ducto colector (1%). Cerca del
4% del total de casos de CCR es hereditario y el 96% es esporadico
(Gowrishankar y Cairns, 2010).

La ocurrencia del CCR en hombres y mujeres se da en una proporcion 2:1,
respectivamente (Lipworth et al., 2006). Algunos de los factores de riesgo son el
tabaquismo, la obesidad, la hipertension, la falla renal cronica y algunos factores

hereditarios (Gowrishankar y Cairns, 2010). Asi mismo, se ha demostrado la
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presencia de estrés oxidante en este tipo de cancer, pues se han encontrado
niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (EROs) y de 6xido nitrico (ON)
en la sangre de los pacientes, asi como un incremento de peroxidacion lipidica
(Ganesamoni et al., 2012) y concentraciones elevadas de formas oxidadas de
glutatiéon (Drewniak et al., 2012) en el tejido tumoral. Por otro lado, el riesgo de
desarrollar dicha enfermedad se ha relacionado inversamente a la ingesta de
frutas y verduras (Bravi et al., 2006), alimentos que contienen compuestos con
efectos antioxidantes; de hecho, se ha descrito un posible beneficio por el
consumo de vitaminas E, C (Bosetti et al., 2006) y algunas clases de flavoniodes
(Bosetti et al., 2007).

En relacion a las proteinas de la fase G1 del ciclo celular, en el CCR humano
se ha reportado que la sobreexpresion de la ciclina D1 correlaciona con el tamafio
del tumor (Ge et al., 2007), y, como ya se menciond, el aumento en los niveles de
ciclina D1 es una de las alteraciones frecuentes de la fase G1 asociadas al cancer
en general (Hedberg et al., 1999). Por otro lado, se ha encontrado que p16™ 4
esta ausente o tiene una expresion muy baja en una gran proporcion de muestras
de este tipo de tumores (82%) (lkuerowo et al.,, 2007). Ademés, Kashyap y
colaboradores (2005) propusieron a p21°P*Wal como marcador tumoral potencial
de esta enfermedad, pues observaron una sobreexpresion de esta proteina en una

linea celular de CRR.

2.5Modelo de carcinogénesis renal inducida con nitrilotriacetato de
hierro (FENTA)

El contar con un modelo experimental de CCR bien caracterizado nos
permitiria definir sus alcances como equivalente experimental del padecimiento en
el humano, representando asi una herramienta para la busqueda de alteraciones
especificas, la identificaciébn de nuevos marcadores en etapas tempranas del CCR
para su deteccion oportuna y el desarrollo de agentes terapéuticos mas eficaces

para su tratamiento.
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Uno de los pocos modelos experimentales de carcinogénesis renal es aquél
de carcinoma de tubulo proximal inducido por nitrilotriacetato de hierro (FENTA)
(Bahnemann et al., 1998). El FeNTA es un complejo de facil absorcion que induce
dafio por oxidacion en los tubulos proximales renales, o que lleva a una alta
incidencia de CCR en ratas (Tanaka et al., 2000). El mecanismo por el cual el
FeNTA produce dafio en los tubulos proximales renales no se ha elucidado, sin
embargo, se ha sugerido que la nefrotoxicidad de dicho compuesto es
consecuencia de la generacion de especies reactivas de oxigeno producidas

mediante la reaccidon de Fenton-Haber Weiss (Tsuchiya et al., 2005).

En roedores, la administracion aguda de FeNTA via intraperitoneal genera
necrosis tubular, y con esquemas de exposicion crénica se desarrolla CCR,;
ademas, la administracion uUnica de N-dietilnitrosamina (DEN) como iniciador
tumoral, catorce dias antes del comienzo del tratamiento crénico con FeNTA,
aumenta la proporcion de animales con CCR y reduce el tiempo necesario de
exposicién al carcinégeno para el desarrollo de tumores (Athar e Igbal, 1998;
Vargas-Olvera et al., 2012).

En nuestro laboratorio, después del tratamiento crénico con FENTA con una
duracion de cuatro meses, se lograron obtener tumores de CCR de células claras
en ratas macho Wistar sin presentarse alteraciones en la funcion renal, lo que

también ocurre en el padecimiento en el humano (Vargas-Olvera et al., 2012).

También en nuestro laboratorio hemos encontrado que la exposicidon
subcronica a FeNTA durante un mes genera displasia en los rifiones de los
roedores (Vargas-Olvera et al., 2012) y alteraciones en la expresion y fosforilacion
de c-Jun, ERK-1, JNK y p38 (a y B), asi como en la actividad de AP-1 (Aguilar-
Alonso, 2010) y NF-kB (Pariente-Pérez, 2012). Relevantemente para este trabajo,
se encontré un aumento en los niveles renales de la ciclina D1, sin embargo, se
desconocen los efectos del aumento de esta proteina, la cual, como ya se
menciono, juega un papel importante en la regulacion de la fase G1 del ciclo
celular. Todo esto nos ha llevado a sugerir que un mes de tratamiento con FENTA

podria representar una etapa temprana de carcinogénesis en este modelo
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experimental de CCR. Asi mismo, otros autores han descrito la pérdida
monoalélica especifica del gen supresor de tumores p16™** con tratamientos
cortos con FeNTA (Hiroyasu et al., 2002). En tumores de esta enfermedad se ha
encontrado que en un 53.8% de los casos existen alteraciones genéticas como
delecién homo y hemicigética o metilacion aberrante del promotor de dicho gen, lo
cual esta asociado con el grado nuclear histologico y la actividad metastasica
(Tanaka et al., 1999). A pesar de ello, no se han estudiado los niveles proteinicos
o del ARNm de p16™K*2 nj se ha determinado el comportamiento de ninguna de

las otras proteinas de esta via.

2.6 Extracto de semillas de tamarindo (Tamarindus indica L.)

Muchas verduras y frutas, asi como otros tipos de alimentos como son el vino,
granos, etc., son ricos en compuestos fendlicos, moléculas antioxidantes que
protegen a las células contra los efectos dafinos de EROs (Prior, 2003; Wu et al.,
2004). La capacidad antioxidante de un compuesto fendlico se relaciona con el
namero de grupos hidroxilo presentes en su estructura quimica, de ésto
dependera la eficacia con que estos compuestos neutralizan a los radicales libres
(Jacobo-Velazquez y Cisneros-Zevallos, 2009). El consumo de frutas, vegetales y
granos estd asociado, entonces, con la reduccion del riesgo de presentar
enfermedades causadas por radicales libres (Wargovich, 2000), como lo es el
cancer. En la actualidad, los compuestos fendlicos estan considerados entre las

moléculas con mayor capacidad antioxidante (Heo et al, 2007).

Los efectos benéficos de los compuestos fendlicos estan relacionados, por
ejemplo, con la inhibicion de la lipoperoxidacion, induccion de enzimas
antioxidantes, efectos antiinflamatorios, induccion de apoptosis y del arresto del
ciclo celular e inhibicion de la metastasis y de la angiogénesis (Nichenametla et
al., 2006). Ademas, en los ultimos afos, se ha sefalado que algunos de estos
resultados se dan por la inhibicion de vias de sefializacion como PI3K/Akt, ERK,
Ras/Raf/MAPK y/o la activacion de vias como JNK, p53 y caspasas; esto lleva a la

regulacion de la expresion de genes como Waf-1, BAX, Bcl-2 y la supresion de la
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activacion de factores de transcripcion como AP-1 y NF-kB (Lee y Lee, 2006;
Nichenametla et al., 2006).

El tamarindo, Tamarindus indica L., presenta un alto contenido de
compuestos fendlicos (Lamien-Meda et al, 2008) tanto en las semillas como en el
pericarpio (Sudjaroen et al., 2005), por lo que se dice que posee una actividad
antioxidante (Povichit et al., 2010). Se ha descrito que la composicion de
compuestos fendlicos en las semillas de tamarindo es la siguiente: tetramero de
procianidina (30.2%), hexamero de procianidina (23.8%), trimero de procianidina
(18.1%), pentamero de procianidina (17.6%), procianidina B2 (5.5%) y (-)-
epicatequina (4.8%) (Sudjaroen et al., 2005). Como ejemplo de los efectos
benéficos de los componentes fendlicos del tamarindo, se ha demostrado que la
procianidina B2 inhibe el dafio oxidante al ADN inducido por Fe?* y H,0O, (Sakano
et al., 2005) y también es capaz de inhibir algunas cinasas, como ERK, JNK 'y p38-
MAPK, previniendo la activacion de algunos oncogenes relacionados (Zhang et al.,
2006).

En nuestro laboratorio se preparé un extracto de semillas de tamarindo
(EST) que presenta un alto contenido de compuestos fendlicos y una notable
capacidad de inactivacién del radical superdxido in vitro, ademas de tener buena
estabilidad a largo plazo (Vargas-Olvera, 2009, 2012). Al probar sus efectos
bioldgicos, se observd que el EST administrado a ratas Wistar a una dosis de
100mg/kg/dia, disminuye la produccién renal de peréxido de hidrégeno y protege
notoriamente contra el dafio severo en la funcion renal inducidos por el tratamiento
agudo con FeNTA; mas aun, el EST fue capaz de disminuir la incidencia de CCR
en un 21.05 % en un estudio de exposicion cronica a FeENTA (Vargas-Olvera,
2009, 2012).

Con base en todos estos antecedentes y particularmente en el hallazgo del
aumento en los niveles renales de la ciclina D1 debido al tratamiento con FENTA,

en el presente trabajo se planted la siguiente:
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a)

b)

3. Hipotesis

Los niveles de la ciclina D1 se encontraran aumentados en el ndcleo y la
proteina serd biolégicamente funcional en una etapa temprana de un
modelo experimental de CCR inducido con FENTA.

Especificamente, el tratamiento con el carcinégeno inducira un incremento

16PIWAIL  proteinas que presentaran una

en los niveles de Cdk4 y de p2
asociacion con ciclina D1. Los niveles de p16™<*? disminuiran y la proteina
no interactuara con Cdk4. Los niveles de pRb podran no verse afectados, a
diferencia de su forma fosforilada, p-pRb, que aumentara en los grupos
tratados con FeNTA.

El extracto de semillas de tamarindo protegera contra las alteraciones en el
comportamiento de la ciclina D1 y de moléculas relacionadas con su

funcion.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Investigar si la ciclina D1 es funcional en etapas tempranas de un modelo de
carcinogénesis renal mediante la determinacion de su localizacion subcelular, de
los niveles de Cdk4 y p21°P*™Wa™ de |a interaccién entre todas estas proteinas, asf

como de los niveles de p16™K*

, Su interaccion con Cdk4 y los niveles de pRb y
p-pRb; ademas, evaluar el efecto de un extracto de semillas de tamarindo sobre

las posibles alteraciones que se den por el tratamiento con el carcin6geno.

4.2 Objetivos particulares

e Desarrollar un protocolo de tratamiento subcronico con FeENTA en ratas
macho Wistar.

e Determinar en corteza renal:

o

La localizacion subcelular de la ciclina D1 por Western blot (WB).

Los niveles de Cdk4, p21°P¥Wal 116N nRb y p-pRB por WB.

o

= La asociacion de la ciclina D1 con Cdk4 por inmunoprecipitacion (IP).

o

La presencia del inhibidor p21°PYWa™ en estos inmunoprecipitados.

INK4a
6

= La asociacion de Cdk4 con el inhibidor p1 por IP.

e Evaluar el efecto de un extracto de semillas de tamarindo en las posibles
alteraciones debidas al tratamiento con FeNTA que presenten las

moléculas ya mencionadas.
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5. Material y métodos

5.1Disefo experimental

En la figura 4, se muestra el disefio experimental desarrollado con base en la

literatura (Toyokuni et al., 1994; Eybl et al. 2008) y en trabajos de nuestro

laboratorio (Aguilar-Alonso, 2010; Torres-Martinez, 2007; Vargas-Olvera, 2009).

Wistar (Tabla 1)

Desarrollo del protocolo de tratamiento
suberoénico con FeNTA en ratas macho

Obtencién de muestras de corteza renal v

sangre
I
| ]
Mucetras de Corteza renal
sangre
|
rel:lzfl(cglUN)_ Localizacion Niveles de Niveles de Rby
sgb_celular dela Cdks, p21y p-Rb (WB)
ciclina D1 (WB) p16 (WB)
Figura 4. Disefio experimental del proyecto.
5.2Protocolo de tratamiento subcrénico con FeNTA

Formacion de
complejos
cycD1/Cdk4/p21
y Cdk4/p16 (IP)

Para el desarrollo del protocolo de tratamiento subcrénico con FeNTA se

estudiaron un total de 48 ratas Wistar macho (Harlan México-UNAM), cuyo peso

inicial oscilaba entre los 50 y 70 g. El total de las ratas se dividid en seis grupos

como se indica en la tabla 1.
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Tabla 1. Grupos de estudio y esquemas de tratamiento para el desarrollo del protocolo de
exposicion subcrénica a FENTA.

Grupo No. de Esquema de tratamiento
animales
C 7 Vehiculos.
E 7 Administracion del EST (100 mg/kg/dia) en el agua de beber

durante todo el estudio.

D 7 Administracion ip uUnica de DEN (200mg/kg) quince después de
iniciado el tratamiento con el EST.

F 7 Administracion ip de FENTA dos veces por semana con aumentos
graduales de la dosis (3,5,7,9 mgg/kg) iniciando quince dias
después de la administracion de DEN.

DF 10 Administracién Unica de DEN y FENTA como se describié en los
grupos anteriores.
EDF 10 Administracién de EST (100 mger/kg/dia), DEN y FENTA como se

describi6 en los grupos anteriores.

FT: fenoles totales; ip: intraperitoneal

En la figura 5 se presenta el esquema de tratamiento para el desarrollo del
protocolo de exposicion subcronica a FeNTA. Antes de iniciar el estudio, se
considerd un periodo de adaptacién de las ratas, después del cual comenzo la
administracion del extracto a los grupos E y EDF, que se continu6 hasta finalizar el
estudio. EI EST se administro en el agua de beber en una dosis de 100 mg/kg/dia,
la cual, segun estudios previos, presenta el mayor efecto antioxidante y disminuye
la incidencia y el grado de avance de los tumores (Vargas Olvera, 2009, 2012). La
cantidad de EST que debia ser afiadida al agua para alcanzar la dosis
mencionada se calculd de acuerdo al promedio del liquido consumido al dia por
las ratas; esto se determiné a lo largo del protocolo para realizar ajustes en caso

de ser necesario.

Dos semanas después de haber iniciado la administracion del EST, se
suministro DEN (Sigma Aldrich Inc., St. Louis MO, EUA) a los grupos D, DF y EDF
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como iniciador tumoral (Khan, 2005) via intraperitoneal (ip) a una dosis de 200
mg/kg. La preparacion del reactivo se realiz6 diluyendo el contenido del vial (990-
999 mg) en 11 mL de solucién salina y se ajustd el volumen a administrar en

funcién del peso de cada animal.

La administracion del carcindgeno renal FeNTA a los grupos F, DF y EDF,
comenzo quince dias después del suministro de la DEN con un esquema de dos
inyecciones (ip) por semana y con aumento gradual de la dosis, iniciando con 3
mgre/kg, 5 mgee/kg, 7 mgre/kg hasta 9 mgee/kg.

El FeNTA se prepardé al momento de su administracion siguiendo el método
de Awai et al. (1979) con ligeras modificaciones. Se preparé una solucion de
nitrato de hierro (Sigma Aldrich Inc.,St Louis MO, EUA) 160 mM y otra de
nitrilotriacetato de sodio 320 mM, utilizando en ambos casos una solucién de
bicarbonato de sodio 120 mM como disolvente. Se mezclaron ambas soluciones
en una proporcién 1:2. La solucién resultante, con una concentracién final de
hierro de 2.98 mg/mL, se ajust6 a pH 7.4 con bicarbonato de sodio. Es importante
sefalar que la cantidad administrada de FeENTA se baso en la cantidad de hierro
contenido en la solucién y no en la del complejo FENTA. Este esquema esta
basado en un protocolo de tratamiento crénico con FeENTA con una duracion de
cuatro meses, en el que se obtuvieron los tumores de CCR dos meses después de

la dltima administracién del carcinégeno (Vargas-Olvera, 2009, 2012).

Un mes después de la primera inyeccion de FeNTA, se sacrificaron las
ratas por decapitacion a las 48 h de la ultima administracién del carcinégeno. Acto
seguido, se recolectaron muestras sanguineas, se extrajeron los dos rifiones de
cada rata y se separ6 la corteza renal almacenandola a -70°C hasta el dia de los

analisis correspondientes.

19



Comienzo de la administracion de

Iniciode la FeNTA, dos veces por semana, con
administracion del EST aumentos graduales de la dosis por
(100 mggr/kg/dia) semana (3, 5, 7V 9 mgr./Kg)

Administracion del EST

28 35 42 49 5
FeNTA FeNTA FeNTA FeNTA
T 3mgr/kg 5mgr/kg 7mgr/kg 9mgr/kg

Administracioniinica de DEN

(200 mg/kg) Sacrificio delasratas

A48 h después dela
iltima
administracion de
FeNTAy toma de
muestras de sangre y
corteza renal

Figura 5. Esquema de tratamiento para el desarrollo del protocolo de exposicién subcrénica a FENTA.
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5.30btencion del EST

Se obtuvieron las semillas de tamarindo y se separo la cascara de la semilla
mecanicamente. Se colocaron 25 g de cascara de semillas de tamarindo en 500
mL de etanol anhidro macerandolos durante 24 h a temperatura ambiente; esto se
repiti6 tres veces. Posteriormente, se separ0 la cascara del extracto por
decantacion vy filtracion, y se concentré el extracto al vacio en rotaevaporador
hasta obtener un polvo seco de color café claro. En estudios previos se realizo la
caracterizacion del EST mediante la determinacion de su contenido de fenoles
totales (FT) (1.07 =+ 0.027 mger/mgest) Yy de su capacidad de inactivacion del anion
superoxido in vitro (IC50= 2.7 + 0.03 ugest/mL); ademas se demostréo que el
extracto presenta una buena estabilidad a largo plazo y que el método de

extraccion es reproducible (Vargas-Olvera, 2009).

5.4Evaluacién de la funcién renal

La funcién renal se evalu6 mediante la determinacién de nitrégeno uréico
sanguineo (BUN, por sus siglas en inglés). La urea es el producto final de la
degradacion de aminoacidos; una vez sintetizada se transporta por circulacion
sanguinea hasta los rifiones en donde se filtra para su excrecién. La medicion de
los niveles de BUN es una herramienta clinica para la evaluacion de la funcién

renal, pues su filtracion y excrecion estan afectadas en casos de disfuncion renal.

Para esta determinacion se utiliz6 el estuche comercial Urea-37
(SPINREACT, Girona, Esparfia), el cual se basa en la reaccién de la urea con
o-ftaldehido en medio acido, en donde se forma un compuesto colorido que

absorbe a 510 nm. Los resultados se expresan como mg de BUN/dL de suero.
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5.5Niveles de las proteinas de interés por Western blot

Por medio de la técnica conocida como Western blot se pueden detectar,
con ayuda de anticuerpos especificos, proteinas que han sido separadas una de
otra de acuerdo a su peso molecular por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y que después han sido transferidas a una membrana de floruro
de polivinilo (PVDF), obteniendo una réplica del patron de corrimiento proteinico
en el gel. Para determinar los niveles de p16™K*¢ p21<PYWafl 'cdk4, pRb y p-pRb

se utilizaron los homogenados de corteza renal que se describen a continuacion.

5.5.1 Extraccion de proteinas del tejido renal

Para el analisis de los niveles de las proteinas en las muestras de corteza
renal, se homogenizaron 100 mg de tejido con un Politron PT-1035 GT
(Kinematica, Bohemia, NY) en 650 uL de amortiguador de lisis (ditiotreitol (DTT) 1
mM, TRIS HCI 10 mM, glicerol 30%, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM,
Triton X-100 al 1%, ortovanadato 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
1 mM, azida de sodio 15 mM) enriquecido con inhibidores de proteasas
(COMPLETE®, Roche, Mannheim, Germany) y de fosfatasas (PhosSTOP®,
Roche, Mannheim, Germany). Los homogenados se centrifugaron a 1300 x g
(Centrifuga Thermo Scientific Legend RT+, Alemania) a 4°C durante 30 min,
después de lo cual se recuperé el sobrenadante y se almaceno a -20°C hasta el
dia de su andlisis. A cada homogenado se le determiné el contenido de proteinas

totales mediante el método de Bradford, que se describe a continuacion.

5.5.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

El método Bradford de cuantificacion de proteinas se basa en un ensayo
colorimétrico que involucra la union del azul brillante de Coomassie G-250 a
proteinas, lo que causa un cambio en la absorcion maxima del colorante de 465 a
595 nm. La absorbancia a esta longitud de onda es proporcional a la cantidad de

proteina presente en la muestra (Bradford, 1976).
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Se realizaron diluciones 1:10, con agua desionizada, de los homogenados
de corteza renal y de éstas se colocaron 0.5 6 1.0 yL en una placa de 96 pozos
(Corning incorporated, Corning, NY, USA), afadiendo el volumen de agua
necesario para alcanzar 100 pyL. Se utilizé una curva patron de albumina sérica
bovina (ABS) a partir de una solucion stock de 10 mg/mL como se describe en la
tabla 2. Se agregaron 150 pL del reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein assay, Bio-
Rad Laboratories inc., CA, USA) previamente diluido 1:4 con agua desionizada y
se prosiguié con la lectura de las absorbancias a 595 nm. La concentracion (ug/uL)
de proteinas en las muestras se calculé por interpolacion de la absorbancia

obtenida en la ecuacion de la linea recta descrita por la curva patron de ABS.

Tabla 2. Curva patrén de ABS para la determinacién de proteinas por el método de
Bradford

Vol. del stock Agua Concentracioén final
(mL) (pL) de ABS
(Mg/pL)
0 100 0

10 90 1.2
20 80 24
30 70 3.6
40 60 4.8
50 50 6.0
60 40 7.2
70 30 8.4
80 20 9.6
90 10 10.8
100 0 12.0

5.5.3 Electroforesis y transferencia

Los geles SDS-poliacrilamida se prepararon con una solucion de acrilamida
al 10% (gel de resolucion), la mezcla se agitd suavemente y se vacio en los

moldes, llenando hasta 1.5 cm del tope (gel de resolucién). Se afiadieron 150 uL
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de isopropanol a la superficie del gel de resolucion y se dejo polimerizar durante
30 min. Se elimin6 el isopropanol por decantacion y se lavdé con agua para
eliminar la acrilamida no polimerizada; el exceso de humedad se elimina con

papel Whatman.

Se prepard una segunda mezcla de acrilamida al 5% (gel concentrador) y
se vertid sobre el gel de resolucién. Se colocé el peine evitando hacer burbujas,
esperando hasta la polimerizacion total del gel. Una vez polimerizado, se retir6 el
peine cuidadosamente y se lavd con agua para eliminar la acrilamida no
polimerizada. Los moldes con los geles se montaron en una camara de
electroforesis (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, USA), la cual se llené con
amortiguador de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0.1%, pH=8.3).

Se colocd un volumen de muestra que contenia 40-120 ug de proteina en
tubos eppendorf; se agregd el mismo volumen de amortiguador desnaturalizante
(Tris-HCI 50 mM pH=6.8, B-mercaptoetanol 1%, SDS 1%, azul de bromofenol
0.1%, glicerol 10%) y se mezclé. Los tubos se incubaron en un bafio de agua
hirviendo durante 5 min, después de lo cual se colocaron en hielo y se esper6 a
que éstos se enfriaran. Posteriormente se procedié a cargar las muestras en los

pozos del gel concentrador.

Los geles se corrieron a 85 mV por 3 h en promedio. Los moldes se
desmontaron, se eliminé el gel concentrador y los geles de resolucién se
prepararon para la transferencia a membranas de PVDF (Immobilion-P, Millipore
Corporation, MA, USA) introduciéndolos en amortiguador de transferencia (Tris
base 25 mM, glicina 190 mM, metanol 10%, pH=8.3) durante 10 min.

Las membranas de PVDF se recortaron con dimensiones de 9X6 cm y se
acondicionaron sumergiéndolas en metanol durante 5 min, después en agua por 2

min y finalmente en amortiguador de transferencia.

Para el proceso de transferencia se utiliz6 un equipo de transferencia
semiseca (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad, USA), excepto para el
caso de pRb y p-pRb, donde se llevé a cabo una transferencia humeda (Mini-
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PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, USA). Es importante evitar que la membrana se
seque o0 que se formen burbujas, de ser asi, deben ser eliminadas. La
transferencia se lleva a cabo a 70 mA/gel durante 1.5 h, en ambos casos.

Una vez terminada la transferencia, se desmontaron los geles y las
membranas se colocaron en 5 mL de solucion de bloqueo preparada previamente
con leche descremada (1%) o suero fetal bovino (1%), segun la proteina a
determinar, en PBS-Tween (NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; Na,HCO3; 100 mM,;
KH,CO3 2.0 mM; Tween 0.1%, pH 7.4) y se sometieron a agitacion suave durante
1h.

Después del bloqueo, las membranas se colocaron en 5 mL de una
dilucion del anticuerpo primario (pl6 F-12, p21 C-19, Rb C-50 y p-Rb
(Thr821/826) Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) previamente preparado en
PBS-Tween dependiendo de la proteina a detectar; las membranas se dejaron

INK4a
6

incubando a 4°C durante una noche (dos, en el caso de pl ) en agitacion

suave constante.

Transcurrido el tiempo de incubacion se retird el anticuerpo primario y las
membranas se lavaron con PBS-Tween tres veces en intervalos de 15 min.
Después de esto se afiadieron 5 mL de una dilucion del anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa previamente preparada (el anticuerpo y la dilucion
dependen de la proteina a detectar) y se incub6 durante 1 h (2, en el caso de pRb
y p-pRb) a temperatura ambiente y con agitacion constante. Posteriormente se
elimino el anticuerpo secundario y se procedio a realizar lavados con PBS-Tween

como se describid anteriormente.

5.5.4 Detecciéon de las proteinas de interés

Se prepard el sustrato de deteccion (luminol y H,O,, Millipore Immobilon
™western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore Corporation, MA, USA) y
se dejo atemperar durante 30 min. Una vez en el cuarto oscuro, se colocaron las

membranas sobre un acetato en el estuche de exposicion; se vertieron 400 yL del
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sustrato de deteccidn sobre cada membrana, y se incubd el tiempo suficiente
hasta que la sefial fuera evidente y se colocdé un segundo acetato sobre la
membrana para después exponer la placa de autorradiografia. El tiempo de
exposicion depende de la proteina a detectar. Transcurrido el tiempo de
exposicion se retird la placa de autorradiografia y se colocé en la solucion
reveladora con agitacion constante hasta la aparicion de la banda. Se removio6 la
placa de la solucion reveladora, se enjuagd con agua y se colocd en solucion
fijadora, en donde se agitdé por 3 min y se enjuagd con agua. Las placas se
dejaron secar para digitalizarlas y realizar su andlisis densitométrico (GraphPad
Prism 5) ajustando las unidades de densitometria de las bandas de las proteinas
de interés con las del control de carga correspondiente y dividiendo este valor con
aguél del grupo control. En la tabla 3 se muestran las condiciones especificas

para el Western blot de cada una de las proteinas de interés.

Tabla 3. Condiciones especificas para el Western blot de las proteinas de interés

Proteina Cantidad Geles Transferencia Bloqueo  Tiempo Tiempo
Proteina SDS-PAGE hibridacion hibridacion
(ng) (%) anticuerpo  anticuerpo

primario secundario

(noches) (h)
p16 100 15 Semihdmeda, 2
p21 70 12 2 h, 250 mA Leche 1% 1
Cdk4 40 10 1
pRb 120 8 Hameda,
p-pRb 120 8 15 h, 400 mA SFB 10% 2

*SFB, suero fetal bovino
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5.6Determinacion de la localizacion subcelular de la ciclina D1 por
Western blot

Con el fin de determinar la localizaciéon subcelular de la ciclina D1 se
analizaron por WB las fracciones citoplasmatica y nuclear de los homogenados de

corteza renal.

5.6.1 Extraccion de proteinas nucleares

Para realizar el ensayo de localizacion subcelular de la ciclina D1, se llevo a
cabo una revision bibliografica y se probaron diversas técnicas hasta encontrar
aguella que nos brindara un fraccionamiento limpio (fraccion citoplasmaética libre
de componentes nucleares y viceversa) para la obtenciébn de resultados
confiables. A continuacion se describe la técnica utilizada:

Se colocaron 100 mg de tejido renal en 200 uL de amortiguador 1 (sacarosa
0.25 M, KCI 25 mM, MgCl, 5 mM, Tris.Cl 10 mM, pH: 7.4, enriquecido con una
tableta de COMPLETE®) y se homogenizaron con un Politrén PT-1035 GT
(Kinematica, Bohemia, NY) a velocidad minima. Se afadieron 200 uL de
amortiguador 1 y se centrifug6 a 800 xg, a 4°C, por 10 min (centrifuga Thermo
Scientific LEGET RT+, Alemania); el sobrenadante, que corresponde a la fracciéon
citoplasmatica, se recuperd para luego determinar su concentracién de proteinas
por el método de Bradford. El boton obtenido se resuspendié en 400 uL de
amortiguador 1 y se repiti6 la operacion de centrifugacion como se indicé
anteriormente; el sobrenadante fue descartado. El boton se resuspendio en 300 uL
de amortiguador 2 (HEPES 20 mM, pH: 7.9, NaCl 420 mM, glicerol 25%, MgCl, 1.5
mM, EDTA 0.2 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 0.5 mM) enriquecido con COMPLETE® y
se agitd vigorosamente con vortex cada 3 min por cinco veces, después de lo cual
se centrifugd durante 10 min a 800 xg, a 4°C; se recupero el sobrenadante, que
corresponde a la fraccion nuclear, para luego determinar su concentracion de

proteinas por el método de Bradford.
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5.6.2 Electroforesis, transferencia y deteccion de la ciclina D1

Se calculé el volumen necesario de cada muestra para cargar 70 ug de
proteina en el pozo correspondiente de los geles de SDS-PAGE. La electroforesis
y la transferencia se llevaron a cabo como se describié anteriormente. El bloqueo
de las membranas se realizé con suero fetal bovino (SFB) al 10% por 1 h.
Después se realiz6 el reconocimiento con el anticuerpo primario (Cyclin D1 H-295,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) durante toda la noche. Al dia siguiente se
realizaron los lavados, la incubacion con el anticuerpo secundario y la deteccion

correspondiente como se describié anteriormente.

5.7Ensayos de inmunoprecipitacion

cipl/Wafl -
1P ,

Para determinar la interaccion fisica entre ciclina D1, Cdk4 y p2 asi

6INK4a

como entre Cdk4 y pl , Se realizaron ensayos de IP.

La inmunoprecipitacion es un método que se utiliza para aislar una proteina
mediante la incubacién de un extracto proteinico con un anticuerpo especifico,
permitiendo la unién de la proteina al anticuerpo en soluciéon. ElI complejo
anticuerpo-proteina, que incluye a otras proteinas que estén interaccionando con
ella, se separa fisicamente del resto de la muestra usando perlas de proteina
Alagarosa que interactian con el anticuerpo utilizado. Este complejo proteinico se
separa electroforéticamente para un analisis posterior por Western blot.

Para realizar el andlisis, se tomaron 10 uL de proteina A/agarosa (sc-2001,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y se colocaron en tubos eppendorf de 0.5 ml;
se adicionaron 0.6 ug del anticuerpo que reconoce a Cdk4 (F-12, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) y se dejo incubar durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agreg6é el volumen de muestra equivalente a 100 ug de

proteina y se dej6 incubar durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con 200 pL del amortiguador de
lavado (Tris-HCL 25 mM, pH 7.5, NaCl 125 mM, EDTA 2.5 mM, pH 8.0, NaF 2.5
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mM y 0.1% de Triton X-100) y se centrifugd después de cada uno a 650 x g
durante 5 min, descartando el sobrenadante. El boton se resuspendi6 con solucién
amortiguadora de carga, las proteinas se desnaturalizaron por 5 min en agua
hirviendo y las muestras se cargaron en un gel de acrilamida al 10%.
Posteriormente se realizaron la electroforesis, transferencia semihiumeda a
membranas de PVDF y la inmunodeteccion de la manera descrita para la técnica
de Western blot.

5.8 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + error estdndar (EE). La
significancia estadistica se establecié por medio del analisis de varianza, ANOVA,
y utilizando el método de comparacion multiple de Newman Keuls con p<0.05;

todo esto con ayuda del programa Graph Pad Prisma Version 4.02.
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6. Resultados

6.1Protocolo de tratamiento subcrénico con FeENTA

El peso corporal de los animales se resgistr6 a lo largo del protocolo como un
indicador del estado general de salud de los mismos. Como se advierte en la
figura 6, el grupo EST presentdé un aumento de peso igual al del grupo control, lo
gue refleja un crecimiento sin alteraciones y, por lo tanto, se puede decir que no se
presentaron efectos adversos por el extracto en este sentido. Después de la
administracion del DEN, los animales correspondientes presentaron una
disminucién de peso, sin embargo, posteriormente mostraron un crecimiento
similar al del control aungque no alcanzaron el mismo peso al final del protocolo. En
cambio, después de la administracion de FeNTA, el crecimiento de los animales
tratados con este carcindgeno se detuvo sin mostrar una recuperacion a lo largo

del protocolo.

En las muestras sanguineas obtenidas el dia del sacrificio de los animales,
se realiz6 la determinacion de BUN como marcador de funcion renal para verificar
gue no se estuviera provocando insuficiencia renal por el tratamiento, ya que en
estudios de tratamiento agudo (1-24 h) se induce dafio renal severo, como
necrosis e insuficiencia renal. En la figura 7 se aprecia que no existe diferencia
significativa en los niveles de BUN en ninguno de los grupos estudiados con

respecto al control, esto es, no se observé insuficiencia renal.

Al momento de la extirpacion de los rifilones, se realiz6 un analisis
macroscopico para determinar si se presentaba algin cambio en la morfologia
renal por el tratamiento con FeNTA. En la figura 8 se observa una imagen
representativa de cada grupo, donde se puede ver que los rifiones de los grupos E
y D presentaron caracteristicas morfologicas macroscopicas similares a las del
control, no asi los de los grupos F, DF y EDF, en los que se observo palidez en la

zona correspondiente a la corteza renal, ademas de irritacibn medular.
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Figura 6. Peso corporal de las ratas en funcién del tiempo. La administracion del EST no
alteré el crecimiento de las ratas. El iniciador tumoral DEN indujo una disminucién del
peso corporal después su administracién, pero los grupos tratados con este compuesto
presentaron un restablecimiento de su crecimiento posteriormente. En cambio, la
administracion de FeNTA detuvo el crecimiento de los animales hasta el final del estudio;
incluso, la administracion del EST no contrarrestd este efecto. Cada punto representa la
media = EE de n determinaciones. *P<0.05 vs. Control
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Figura 7. Determinacion de BUN (mg/dL). Los niveles de BUN de los grupos de estudio no
presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control. Media + EE de n
determinaciones.
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Figura 8. Imagenes representativas de los rifiones extirpados de los animales de los
diferentes grupos estudiados. Los rifiones correpondientes a las ratas de los grupos Ey D
presentaron una apariencia macroscopica similar a los del grupo control, no asi los del los
grupos tratados con el carcindgeno, en los que se aprecian palidez en la corteza e
irritacion en la médula.

6.2Localizacion subcelular de la ciclina D1

En estudios previos de nuestro laboratorio, después de una exposicion
subcrénica a FeNTA durante una mes, en extractos totales de corteza renal se
observé un aumento en los niveles de la ciclina D1 (Aguilar-Alonso, 2010), sin
embargo, desconociamos las consecuencias de esta alteracién. Para que esta
proteina lleve a cabo su funcién se debe encontrar en el nucleo, por lo que en el
presente trabajo se considerd importante determinar su localizacion subcelular. Se
realizaron diferentes pruebas para encontrar la técnica de fraccionamiento celular
mas eficiente, es decir, que no se presentara contaminacion nuclear en la fraccién

correspondiente al citoplasma y viceversa, para poder determinar la localizacién
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subcelular de la ciclina D1. En la figura 9 se presenta una imagen representativa
del Western blot de ciclina D1, de nucleoporina (p62) y GAPDH en ambas
fracciones. La nucleoporina es una proteina que forma parte de los complejos de
poro nuclear por lo que se utiliz6 como marcador nuclear; GAPDH se utiliz6 como
marcador citoplasmatico debido a que forma parte de la maquinaria necesaria
para llevar a cabo la glucdlisis en el citoplasma. No se detecté ciclina D1 en las
fracciones citoplasmaticas, a diferencia de las fracciones nucleares en las que se
detectd claramente en todos los grupos de estudio, lo que indica que la
localizacion subcelular de la proteina es basicamente nuclear. EI comportamiento
de la ciclina D1 en el nucleo de los diferentes grupos estudiados se presenta en la
figura 10, donde se puede apreciar que su nivel aumentd por la exposicion al
FeNTA y que no se obtuvo ningun efecto ante el EST en el grupo EDF, lo cual
coincide con los resultados en extractos totales previemente reportados (Aguilar-
Alonso, 2010).

Fraccion Fraccién
Citoplasmatica Nuclear
A A
[ | |
C D F DF EDF C D F DF EDF
Clclina D1 ‘ 37kDa
Nucleoporina g 62 kDa

GAPDH N o 37kDa

Figura 9. Eficiecia del fraccionamiento subcelular. La nucleoporina, marcador nuclear, se
encuentra so6lo en la fraccion nuclear de las muestras y GAPDH se encuentra en la
fraccion citoplasmatica, por lo que este método se considera eficiente para la separacion
de fracciones celulares. La ciclina D1 se encuentra principalmente en las fracciones
nucleares de las muestras.
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Figura 10. Determinacién por Western blot de los niveles nucleares de la ciclina D1 en
corteza renal de los diferentes grupos estudiados. En la parte superior se presenta una
imagen representativa de las autorradiografias donde se coloc6 una muestra de los
grupos C, D y E y dos muestras de diferentes ratas de los grupos F, DF y EDF, y los
resultados del analisis densitométrico de todas las muestras. En el histograma se observa
un incremento estadisticamente significativo de los niveles de la ciclina D1 nuclear en los
grupos tratados con FeNTA, a diferencia de los grupos E y D, en los que no hubo cambio.
En las autorradiografias, cada carril representa una muestra diferente de los grupos de
estudio sefialados en la parte superior. Cada columna representa la media + EE de n
determinaciones, *P<0.05 vs. Control. URD, unidades relativas de densitometria.
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6.3Niveles de Cdk4

La funcion que la ciclina D1 lleva a cabo en el nucleo es regular la actividad de
Cdk4, por lo que se decidio determinar los niveles de esta proteina. En la figura 11
se muestra una imagen representativa de esta determinacién en corteza renal por
Western blot, asi como los resultados de los analisis densitométricos de las
autorradiografias. Al igual que en el caso de la ciclina D1, se observé un aumento
significativo de esta cinasa en los tres grupos tratados con el carcindgeno, pero no
hubo diferencia entre los grupos DF y EDF, por lo que se puede decir que el EST
no previene el aumento de los niveles de la Cdk4.

C E D F DF EDF
& Cdk4 34 kD
- -G — — a

P e QT +— i 210

4n

URD (Cdk4/Actina)
vs. Control

Figura 11. Determinacion de los niveles en corteza renal de Cdk4 por Western blot.Se
muestra una imagen representativa (superior) y los resultados del analisis densitométrico
(inferior) de todas las muestras. En el histograma se observa un aumento, con respecto al
grupo control, en los niveles de la proteina en todos los grupos tratados con FENTA sin
diferencias entre ellos. La actina se utilizé control de carga. Cada columna representa la
media + EE de n determinaciones,* P<0.05 vs. Control. URD, unidades relativas de
densitometria.
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6.4Niveles de p21°PWart

Para que la ciclina D1 y la Cdk4 puedan entrar al nacleo necesitan asociarse con
una proteina de la familia Cip/Kip, por lo que se determinaron los niveles en

corteza renal de p21©PvWart

por Western blot. En la figura 12 se muestra una
imagen representativa de dicha determinaciéon y los resultados de los analisis
densitométricos de las autorradiografias obtenidas. Los resultados indican que los
niveles de esta proteina aumentaron debido al tratamiento con FeNTA con
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control, lo que
coincide con la localizacién nuclear de ciclina D1 y con el aumento en los niveles

de la ciclina D1 y de Cdk4.

C E D F DF EDF
B e o A S o 21 18kDa
B LS 5B B < cAPDH 37kDa

URD (p21/GAPDH)
vs. Control
n

Figura 12. Determinacién de los niveles en corteza renal de p21°**"a? por Western blot.
Se muestra una imagen representativa (superior) y los resultados del analisis
densitométrico (inferior) de todas las muestras. Los niveles de la proteina en los grupos E
y D fueron similares a los del grupo control, a diferencia de los correspondientes a todos
los grupos tratados con el carcin6geno, que mostraron un incremento estadisticamente
significativo sin presentar diferencias entre si. GAPDH se utliz6 como control de carga.
Cada columna representa la mediatEE de n determinaciones,* P<0.05 vs. Control. URD,
unidades relativas de densitometria.
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6.5Interaccidn proteinica ciclina D1/Cdk4/p21¢P/Wart

Para demostrar si ocurria la asociacion fisica entre ciclina D1, Cdk4 y p21¢PWai

sugerida por el aumento en los niveles de estas tres proteinas, asi como la
localizacion nuclear de la ciclina D1, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion
contra Cdk4 detectando posteriormente la presencia de las tres proteinas por
Western blot. En la figura 13 se muestra una imagen representativa de las
autorradiografias obtenidas de dichos ensayos. En los todas las muestras de los
grupos estudiados se observaron las bandas correspondientes a las proteinas que
constituyen el complejo, lo que indica que tanto la ciclina D1 como p21¢PrWat

interaccionan con Cdk4.

DF PA PA
s/IP + +
AC OF C DF EDF
<€— CiclinaD1 36 kDa
< p21 18 kDa
- TS0 OB B e o cdka 34 kDa

- m. . <— IgGs 50 kDa

Figura 13. Determinacién de la interaccion clclina D1/Cdk4/p21°P*Wat  nor
inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion se llevo a cabo con un anticuerpo anti-Cdk4.
El primer carril corresponde a un control positivo (muestra sin inmunoprecipitar, s/IP) y los
dos siguientes son controles negativos: proteina A (PA) + anticuerpo primario (AC) sin
muestra, y PA + muestra sin AC, respectivamente. Las bandas correspondientes a cada
una de las proteinas que integran el complejo de fosforilaciéon de pRb (ciclina D1, Cdk4 y
p21°PWaly s detectaron en los inmunoprecipitados de los grupos estudiados sugiriendo
su interaccion.

6.6Niveles de pRb

Siendo pRb sustrato del complejo de fosforilacién ciclina D1/Cdk4 para el control
de la progresion del ciclo celular, se considerd importante determinar si existia
alguna alteracion en los niveles de esta proteina debida al tratamiento con FENTA.
En la figura 14 se muestra una imagen representativa de la determinacion de pRb

(p130 y p105) por Western blot, asi como el resultado del andlisis densitométrico
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de las autorradiografias obtenidas donde se observa un aumento significativo, con
respecto al grupo control, de los niveles de p130 en los grupos E, D y DF, y de
p105 sélo en el grupo E. De acuerdo con nuestro conocimiento, éste es el primer
reporte de un efecto sobre los niveles de pRB por parte de compuestos

polifendlicos.

E D F DF EDF
<«+—— Pp130 130 kDa
zefeasen —
codame - . ..
*

URD (pRb/GAPDH)
vs. Control

A

ok =
C E F DF EDF C E D EDF
n= 5 4 6 7 7 5 4 4 6
p130 p105

Figura 14. Determinacion de los niveles de pRb (p130 y pl05) en corteza renal por
Western blot. Se muestra una imagen representativa y los resultados del analisis
densitométrico de todas las muestras. Se observa un aumento de p130 estadisticamente
significativo en los grupos E, D y DF con respecto al control; en cambio, p105 aumenta
s6lo en el grupo E. GAPDH se utiliz6 como control de carga. Cada columna representa la
media + EE de n determinaciones,* P<0.05 vs. Control. URD, unidades relativas de
densitometria.

6.7 Niveles de p-pRb

Debido a que se observo un aumento en los niveles de ciclina D1, que la proteina
se encontrd principalmente en fracciones nucleares, que los niveles de Cdk4 y

p21°P"a incrementan y que se advirtieron interacciones entre las proteinas que
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16PIWa "o cual es uno de los responsables

forman el complejo ciclina D1/Cdk4/p2
de la fosforilacion de pRb, se procedi6 a la determinacion de los niveles de dos de
las proteinas de dicha familia (p-p130 y p-pl05) en su forma fosforilada en
Thr821/826, que son los sitios blanco de fosforilacién del complejo mencionado.
En la figura 15 se muestra una imagen representativa de la determinacion por WB
y el resultado de los andlisis densitométricos de las autorradiografias obtenidas.
Se encontr6 que los niveles de p-pl30 presentan un aumento significativo
Gnicamente en los grupos DF y EDF, con respecto al control y, a diferencia de las
demas determinaciones, en el grupo EDF los niveles de p-pl30 son
estadisticamente menores que aquellos del grupos DF, destacandose una
proteccion parcial por parte del EST contra este aumento. Por su parte, los niveles

de p-pl105 se elevan significativamente en todos los grupos tratados con FENTA.

C E D DF EDF
Y - i <«——p-pl30  130kDa
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Figura 15. Determinacién de los niveles de p-pRb (Thr821/826) por Western blot. Se
muestra una imagen representativa (superior) y los resultados del analisis densitométrico
(inferior) de todas las muestras. Los niveles de p-p130 incrementan en el grupo DF y EDF,
presentando diferencia entre si. Los niveles de p-p105 se encuentran elevados en todos
los grupos tratados con el carcinogeno FeNTA. Cada columna representa la media + EE
de n determinaciones,* P<0.05 vs. Control; + P<0.05 vs. DF. URD, unidades relativas de
densitometria.
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6.8Niveles de p16NK4+

Debido a que la funcionalidad del complejo ciclina D1/Cdk4 también puede
afectarse por la presencia de inhibidores de la familia INK4, se determinaron los
niveles de p16™“*? en corteza renal. En la figura 16 se muestran tanto una imagen
representativa del Western blot como los resultados de los andlisis
densitométricos de las autorradiografias obtenidas. Contrario a lo que se
esperaba, se observo un incremento de los niveles de esta proteina en los tres

grupos tratados con el carcinégeno, entre los cuales no hubo diferencias.

C E D F DF EDF
- . 4—pl16 17 kDa
v" -_— TT—
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Figura 16. Determinacién de los niveles de p16™*** por Western blot. Se presenta una
imagen representativa (superior) y los resultados del andlisis densitométrico (inferior) de
todas las muestras. Los grupos tratados con el carcin6geno presentaron un aumento en
los niveles de esta proteina con respecto al grupo control y no presentaron diferencias
entre si. La tubulina se utilizé6 como control de carga. Cada columna representa la media +
EE de n determinaciones, * P<0.05 vs. Control. URD, unidades relativas de densitometria.
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6.9Interaccion proteinica Cdk4/p16'NK+

Se considerd importante determinar si existia una interaccion entre Cdk4 y
6INK4a

p16™4® debido a que, contrario a lo que se esperaba, los niveles de pl
presentaron un aumento por la exposicion a FeNTA y su funcién inhibitoria se da
al interactuar directamente con la cinasa; para esto se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion contra CDk4. En la figura 17 se muestran dos imagenes
representativas de las autorradiografias obtenidas. En todos los casos del grupo

INK4a.
6

control se observd la banda correspondiente a pl ; sin embargo, en las

muestras de los grupos tratados con el carcinégeno en algunas se detectd pero en
la mayoria no, por lo que podemos decir que la interaccion entre Cdk4 y p16™<*®
no se presenta en una proporcién considerable de muestras de ratas expuestas al

FeNTA.

DF PA PA
s/IP + +
AC DF

W e R o e e pl6 17 kDa

c
AC DF DF EDF

- ‘-q-!- <«— Cdk4  34kDa
Q». Y,

INK4
6

Figura 17. Determinacion de la interaccion Cdk4/pl por inmunoprecipitacion contra
Cdk4. El primer carril corresponde a un control positivo (muestra sin inmunoprecipitar,
s/IP) y los dos siguientes son controles negativos: proteina A (PA) + anticuerpo primario
(AC) sin muestra, y PA + muestra sin AC, respectivamente. La banda correspondiente a
p16™ *? tiende a disminuir de intensidad en los grupos tratados con FeNTA. Se muestran
los reultados de dos experimentos independientes.
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7. Resumen de resultados

Se desarrollé un protocolo de tratamiento subcronico con FENTA en ratas
macho Wistar, que podria representar una etapa temprana del modelo
experimental de CCR.

La localizacion subcelular de la ciclina D1 es principalmente nuclear y sus
niveles aumentan debido al tratamiento carcinogénico.

El tratamiento con FeNTA promueve el aumento en los niveles de Cdk4,
pzlcipllwafl.

Se observaron interacciones entre las proteinas del complejo ciclina
D1/Cdk4/p21°PWafl (ciclina D1/Cdk4 y p21°P*™al/Cdk4) en muestras de
grupos tratados con el carcindégeno.

La exposicién a FeNTA promueve el aumento en los niveles de p16™<*2.

En la mayoria de las muestras de los grupos tratados con el carcinbgeno no
se presenta la asociacion de Cdk4 con p16™¢*2.

Los niveles de p105 y p130 aumentan por el tratamiento con el EST, y s6lo
los de p130 se incrementan en el grupo DF.

Los niveles de p-pl05 y p-pl30 se elevan en los grupos tratados con
FeNTA.

El EST previene parcialmente el incremento de la fosforilacion de p130. No
se observaron otros efectos del extracto sobre las alteraciones encontradas

en este estudio.
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8. Discusion

Uno de los tipos de cancer menos comprendidos es el CCR, el cual es el
cancer renal mads comun en adultos y el mas letal de los tipos de cancer
urolégicos. Esta neoplasia suele ser diagnosticada incidentalmente y, por lo tanto,
en etapas muy avanzadas, lo que dificulta su estudio en estadios tempranos;
ademas, presenta resistencia a terapias convencionales. Todo esto lleva a una
elevada tasa de mortalidad (Lam et al.,, 2005; Santana-Rios et al.,, 2011;
Libermann, 2007). Lo anterior justifica fuertemente el desarrollar modelos
experimentales bien caracterizados que permitan el estudio de este cancer. Uno
de los escasos modelos experimentales de carcinogénesis renal es aquél inducido
con FeNTA en roedores, en donde se utiliza DEN como iniciador tumoral. Al igual
que en el CCR humano, en este modelo estd demostrada la participacion del
estrés oxidante, sin embargo, las alteraciones moleculares involucradas en el
desarrollo del cancer no han sido dilucidadas. Por otro lado, se han descrito
diversas alteraciones moleculares involucradas en el control de la progresion del
ciclo celular asociadas al desarrollo de cancer; en particular, se ha encontrado que
algunas moléculas que participan en la cascada ciclina D-Cdk/INK4/pRb/E2F
presentan comportamientos anormales en mas del 80% de neoplasias humanas
(Ortega et al., 2002), incluyendo el CCR (Ge et al., 2007; Ikuerowo et al., 2007).
Con base en todo esto, en el presente trabajo se determiné el estatus de proteinas
involucradas en el control de la fase G1 del ciclo celular después de un mes de
exposicion al FeNTA. Este esquema de tratamiento parece representar etapas
tempranas de la carcinogénesis renal, pues en nuestro laboratorio se han
encontrado tanto lesiones pre-neoplasicas (displasia) como alteraciones
moleculares pro-carcinogénicas, como un incremento en la actividad de NF-xB
(Pariente-Pérez, 2012) y de AP-1 (Aguilar-Alonso, 2010).

Para alcanzar los objetivos del presente trabajo se realizdé un protocolo de
exposicion subcronica a FeNTA durante un mes en ratas macho Wistar siguiendo
el esquema de tratamiento previamente establecido. A lo largo del protocolo se

registrd la ganancia de peso de los animales en funcién del tiempo (crecimiento)
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como un indicador de su estado general de salud. Dado que el grupo E present6
un aumento de peso normal, reflejando un crecimiento sin alteraciones, se puede
decir que no se presentaron efectos avdersos por parte del extracto a la dosis
administrada; esto es de importancia porque se ha reportado que la administracion
de extractos polifendlicos, a ciertas dosis y tiempos de tratamiento, pueden
producir efectos antinutrimentales e incluso pro-oxidantes (Cruz-White, 2007;
Bryans et al., 2007; Vargas-Olvera, 2009). Por otro lado, a pesar de que la
administracion del DEN caus6 una disminucion inmediata en el peso, los grupos
tratados con dicho compuesto presentaron un crecimiento posterior normal, esto
es, similar al del grupo control, aunque no alcanzaron el mismo peso al final del
protocolo. En cambio, cuando se inicio la administracién del FENTA, el crecimiento
de los grupos correspondientes (F, DF y EDF) se detuvo y se mantuvo asi a lo
largo del protocolo. Por lo anterior, se sugiere que estos ultimos grupos sufrieron

deterioro en su salud.

En cuanto a la evaluacion de la funcion renal, al no existir diferencia
significativa en los niveles de BUN en ninguno de los grupos estudiados con
respecto al control, se concluye que no se presenta insuficiencia renal. Esto es
importante ya que en estudios de exposicién aguda (1-24 h) el carcindgeno induce
necrosis e insuficiencia renal severas (Cruz-White, 2007; Davalos-Salas, 2006;
Torres Martinez, 2007; Tanaka et al., 2008), por lo que nuestros resultados indican
que las muestras obtenidas 48 h después de la Ultima administracion de FeNTA
corresponden a una etapa diferente a aquélla en la que se presentan dafios
severos en la funcion renal representando un modelo de insuficiencia renal aguda.
Ademas, este resultado coincide con la ausencia de insuficiencia renal tanto en el
modelo de induccién de CCR con FeNTA (tratamiento crénico) (Vargas-Olvera,
2009) como en el desarrollo de CCR en humano (Nelson et al., 2007).

Con respecto a alteraciones moleculares en corteza renal, en estudios
subcronicos previos de nuestro laboratorio se encontré un aumento en los niveles
de la ciclina D1 (Aguilar Alonso, 2010), pero desconociamos si era biolégicamente

funcional; esta proteina cumple su funcion en el nucleo, por lo que en el presente
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trabajo se decidié analizar primero su localizaciéon subcelular. La ciclina D1 se
encontré principalmente en el ndcleo, ya que los niveles de esta proteina no
fueron detectables en la fraccién citoplasmética de las cortezas renales de
ninguno de los grupos de estudio. Ademas, el comportamiento de los niveles
nucleares de la ciclina D1 fue igual al observado en los extractos totales
previamente analizados, es decir, el tratamiento con FeNTA indujo un aumento
notable en sus niveles con respecto al grupo control. Este incremento podria
deberse a un aumento en la sintesis de la ciclina D1, o a que los mecanismos de
degradacion se encuentren afectados por el tratamiento con FeENTA. En este
altimo caso se sabe que para que la ciclina D1 sea exportada de este
compartimento debe sufrir una fosforilacion en el residuo Thr286 por la GSK-3p3
(Diehl, 1998), y una vez en el citoplasma, la fosforilacion actda como sefal para la
ubiquitinacién y subsecuente degradacion de la proteina (Lin et al., 2006), y
resultados recientes de nuestro grupo de trabajo indican que la interaccion
proteinica ciclina D1/GSK-3f disminuye en los grupos tratados con el carcindégeno,

por lo que parece ser que su degradacion podria estar disminuida.

La localizacién nuclear de la ciclina D1 nos sugeria fuertemente que esta
proteina podria estar llevando a cabo su funcién como subunidad reguladora de la
Cdk4, por ello se determinaron los niveles renales de esta cinasa en extractos
totales, los cuales también aumentaron en todos los grupos tratados con el
carcindbgeno con respecto al grupo control. Para que la ciclina D1 y la Cdk4
cumplan su funcién deben ser internalizadas conjuntamente al nucleo, y para esto,
formar previamente un complejo con una proteina de la familia Cip/Kip, como
p21CPWal (35di et al., 2002), por lo que se consideré importante determinar los
niveles de esta ultima proteina. Se encontré que sus niveles se elevan en todos
los grupos tratados con FeNTA en comparacion con los del grupo control. Como

se mencion6 en la introduccion, p21°PWat

puede tener dos funciones:
estabilizacion e internalizacion nuclear de los complejos ciclina D-Cdk o inhibicion
de los mismos. La funcién que lleva a cabo p21°P*Wal depende de la
estequiometria molecular, es decir, la uniébn de una sola molécula al complejo

ciclina D1/Cdk4 promueve la introduccion de éste al nucleo, pero si dos 0 mas
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moléculas de p21CPrWat

se unen al complejo, entonces lleva a cabo su funcién
como inhibidor dando como resultado un arresto en la fase G1 del ciclo celular.
Entonces, tomando en cuenta que la ciclina D1 se encuentra principalmente en el
nucleo, que los niveles de ésta, de la Cdk4 y de p21°PYWa™ gumentan entre tres y
cuarto veces por el tratamiento con FeNTA, y que en los grupos F, DF y EDF se
logra el desarrollo de CCR con un esquema de tratamiento crénico (Vargas-
Olvera, 2009), es muy probable que a las concentraciones en las que p21©P/\Wal
esta presente en nuestras muestras, esta proteina esté cumpliendo su funcion de

internalizacion nuclear.

Con base en las observaciones anteriores consideramos necesario
determinar la interaccion entre las proteinas que forman el complejo ciclina
D1/Cdk4/p21“PWal nor medio de ensayos de inmunoprecipitacién contra Cdkd.
En el inmunoprecipitado se detect6 la presencia de las tres proteinas sugiriendo la
asociacion fisica entre ellas. Sin embargo, esto no demuestra por completo la
formacién del complejo ternario, ya que podria darse la interaccidbn Unicamente
entre ciclina D1/Cdk4 y p21°P*Wa/Cdk4; no obstante, el orden en que se ha
reportado que dicho proceso ocurre, es decir, que una vez que la ciclina D1 y
Cdk4 se asocian, p21°P*Wa e yne a ellas para estabilizar el complejo (Obaya y
Sedivy, 2002), se sugiere que efectivamente podria existir una interaccion entre
estas tres proteinas en las muestras estudiadas. También se ha observado que
p21PYWall g es capaz de asociarse al complejo ciclina D/Cdk4 si presenta
mutaciones en la regién de unién a las ciclinas tipo D (Lin et al., 1996) y que no

existen asociaciones detectables entre p21¢PrWalt

y subunidades de cinasa a
menos de que la ciclina tipo D esté presente (Hall et al., 1995), por lo que si
nosotros observamos una interaccién entre Cdk4 y p21<PYWa " es probable que
ésta ultima también esté asociada a la ciclina D1. Si esto es cierto, el hecho de
qgue la localizacién de la ciclina D1 sea principalmente nuclear y que Cdk4 y
p21Cipl/\Nafl

complejo se encuentra en el nucleo. Sin embargo, se requiere de otro tipo de

probablemente estén asociadas a ella, se podria sugerir que el

evidencia experimental para corroborar la integracion del complejo ternario ciclina
D1/Cdk4/p21CPrWart
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La trascendencia de la localizacion nuclear de este complejo es la
fosforilacion e inactivacion parcial de Rb, y nuestros resultados sugerian que este
complejo podria ser funcional. Entonces, se decidio evaluar el comportamiento de
los niveles de dos de las proteinas de la familia Rb (p105 y p130), asi como de su
forma fosforilada en Thr821/826, fosforilacion de la cual es responsable Cdk4
(Zarkowska y Mittnacht, 1997). Al ser considerado un gen supresor de tumores, en
procesos de carcinogénesis podria esperarse una disminucion de los niveles de
Rb. Contario a lo esperado, en nuestro estudio se observé un aumento de p130 en
el grupo DF pero ningin cambio en la expresion de p105. Sin embargo, para que
Rb pueda liberar a los factores de transcripcion E2F induciendo la expresion de
genes que promueven la progresion de la fase G1 debe ser fosforilada, por lo que
se decidi6 evaluar el comportamiento de las proteinas fosforiladas en Thr821/826,
encontrandose que los niveles tanto de p-p105 como de p-pl30 se elevan en los
grupos DF y EDF. Este aumento en su fosforilacion puede llevar a que E2F
induzca la expresion del gen de la ciclina E y permita que el complejo ciclina
E/Cdk2 hiperfosforile a Rb, lo que daria paso a la transicion G1/S (Malumbres y
Barbacid, 2009).

En conjunto, la localizacion nuclear de la ciclina D1, el aumento tanto en
sus niveles como en los de Cdk4 y p21°P*Wa |3 posible formacion del complejo
ciclina D1/Cdk4/p21°P*Wal v os niveles elevados de p-p105 y p-p130 sugieren
que la ciclina D1 es funcional, y que todo esto podria dar como resultado un
desbalance en el control de la progresion de la fase G1, promoviendo la
proliferacion de las células epiteliales del tabulo proximal, por lo que todo esto
podria ser parte del mecanismo por medio del cual el FeNTA induce la

malignizacion celular.

Por otro lado, debido a que se ha reportado la pérdida de la expresion de
p16™*® en tejido tumoral de CCR humano (Vidaurreta et al., 2008) y a que en
etapas tempranas del modelo se ha encontrado la pérdida monoalélica del gen
INK4a (Tomoyuki et al., 1999), mas se desconocia la expresion de la proteina, se

determinaron sus niveles esperandose una disminucion en los grupos tratados con
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el carcindgeno, pero, por el contrario, presentaron un aumento de un poco mas de
dos veces con respecto al grupo control. En esta etapa del modelo, este aumento
podria ser resultado de una activacion de mecanismos de defensa celular, ya que
su funcién bioldgica es inhibir la formacion del complejo ciclina D1/Cdk4 para
impedir la fosforilacibon de Rb (Sherr y Roberts, 1999). Sin embargo, cabe

mencionar que, relativamente, el aumento de p16™¢*

con respecto al grupo
control fue menor que el de la ciclina D1, y se ha demostrado que para que se
active la Cdk4 los niveles de las ciclinas tipo D deben rebasar los niveles de las
proteinas de la familia INK4a (Alt et al.,, 2002), por lo que nuestros resultados
podrian sugerir que p16™<** esta siendo rebasada por la ciclina D1, lo que
concuerda con las condiciones necesarias para promover la progresion de la fase

G1. Ademas, aunque p16™<*

aumente la interaccion con Cdk4 podria no darse.
De hecho, se ha demostrado la presencia de una mutacion que impide la union de
la cinasa al inhibidor en diferentes tipos de neoplasias (Ortega et al., 2002). Por lo

anterior, se consideré importante evaluar la interacciéon de p16™<*2

con Cdk4 por
medio de ensayos de inmunoprecipitacién. El comportamiento de la interaccion
Cdk4/p16™*? fue variable en los grupos tratados con FeNTA, esto es, en algunas
muestras se dio la interaccidon pero en la mayoria no; en cambio, en el grupo
control la unién de Cdk4 con p16™“? se presenté en todas las muestras, sin
excepcion. La variabilidad observada puede explicarse por la respuesta de cada
organismo ante el tratamiento con FeNTA, pues se debe recordar que la
incidencia de la enfermedad en los estudios de exposicién crénica no es del cien
por ciento (Vargas-Olvera et al., 2012). Por otro lado, si bien el incremento de los
niveles de esta proteina puede deberse a un aumento en su sintesis, el hecho de
que se haya reportado que el gen INK4a presenta una delecion monoalélica desde
etapas tempranas de exposicion a FeNTA (Tomoyuki et al., 1999), es mas

IKN4a
6

probable que pl se acumule porque los mecanismos para su degradacion

estén dafiados por el tratamiento con el carcinégeno.

En tumores de CCR humano se han reportado alteraciones de algunas
proteinas de la fase G1 del ciclo celular, como son la regulacion a la alta de la
ciclina D1 (Baba et al., 2003; Bindra et al., 2002) y la sobreexpresion de la Cdk4
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(Atkins et al., 2005); ademas, se sabe que la expresion de pRb total en esta
neoplasia es normal en el 95% de los tumores estudiados (Hedberg et al., 2004).
Estas observaciones son similares a los resultados obtenidos en etapas
tempranas de nuestro modelo de carcinogénesis renal sugiriendo una similitud
entre las dos versiones de la enfermedad, pero se debe considerar evaluar el
comportamiento de estas proteinas en los tumores inducidos por exposicion al
FeNTA, lo cual hasta ahora no se ha realizado.

Es importante recalcar que en los grupos de estudio E y D no se observaron
modificaciones pro-carcinogénicas en el comportamiento de las moléculas que se
analizaron en este trabajo, sino que, por el contrario, se tuvo un efecto
anticarcinogénico, que fue el aumento en los niveles de p105 y p130. Hasta ahora
no habia reportes de un incremento de pRb como efecto de un tratamiento con
compuestos polifendlicos, sino sélo en su fosforilacién (Kennedy et al., 2002; Nie
et al., 2006), por lo que este puede ser el primer hallazgo de la induccién de la
sintesis de pRb por compuestos polifendlicos; lo anterior puede ser uno de los
mecanismos del efecto benéfico de este tipo de compuestos ante el cancer.

Por otra parte, los resultados obtenidos en la determinacién de los niveles
de p-pl30 sugieren que el EST puede estar ejerciendo una proteccion parcial
contra la fosforilacion de p130 inducida por el tratamiento carcinogénico, puesto
gue los niveles de la proteina fosforilada son menores en el grupo EDF que en el
grupo DF. Asi, por medio de una reduccioén en la fosforilacién de esta proteina, los
factores de transcripcion E2F, reprimidos por su union a p130, no llevan a cabo la
induccion de la transcripcidn de sus genes blanco involucrados en el progreso de
la fase G1 del ciclo celular, retrasando la division celular del tejido renal. Por lo que
se puede pensar que la disminucién parcial de la fosforilacion de p130 podria ser
uno de los mecanismos por medio de los cuales el EST protege contra el
desarrollo de CCR previamente observada en nuestro laboratorio (Vargas-Olvera
et al., 2012). En el presente estudio no se encontraron otros efectos de proteccion

por parte del extracto.
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9. Conclusiones

La ciclina D1 parece ser funcional en etapas tempranas del modelo de
carcinogénesis renal, pues también se observaron alteraciones moleculares
relacionadas con su funcion bioldgica, lo que podria estar participando en la
transformacion de las células renales debido a la exposicion al FENTA. Los
resultados apoyan la propuesta de que el tratamiento subcronico con el
carcindgeno puede representar etapas tempranas de carcinogénesis. El extracto
de semillas de tamarindo ejerce un efecto de proteccién parcial ante la
fosforilacion de p130, lo que podria ser uno de los mecanismos mediante los
cuales el EST disminuye la incidencia y el avance de los tumores de CCR

previamente observado en este modelo experimental.

10.Perspectivas
Para complementar los resultados obtenidos con el desarrollo del presente

proyecto se plantean las siguientes perspectivas:

e Demostrar la localizacién nuclear del complejo ciclina D1/Cdk4/p21.
e Analizar los niveles de Cdké6 y su interaccion con ciclina D1.
e Evaluar la actividad de cinasa de los complejos ciclina D1/Cdk4/6.

e Determinar los niveles de p16™<

en etapas mas avanzadas de este
modelo.

e Determinar el estatus de los E2F y de las proteinas codificadas por sus
genes blanco.

e Hacer un ensayo de proliferacion celular para corroborar la transicion G1/S.

e Realizar un silenciamiento de la ciclina D1 y evaluar sus efectos en el
origen de lesiones pre-neoplasicas, asi como en moléculas blanco del
complejo ciclina D1/Cdk4, como pRb.

e Evaluar el comportamiento de la ciclina D1 en tumores de CCR inducidos

con FeNTA.
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