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Resumen

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el segundo cancer mas letal a nivel mundial.
Un comin denominador de los factores de riesgo que promueven el desarrollo de
esta enfermedad es la produccion exacerbada de especies reactivas de oxigeno
(EROS) en el microambiente celular hepatico. Asi, el estrés oxidativo generado
produce alteraciones progresivas que eventualmente culminan en CHC.
Investigaciones recientes han demostrado que la enzima antioxidante
nucleorredoxina (Nxn), regula diferentes vias de sefalizacion en respuesta a las
ERQOS, a través de interacciones redox sensibles; sin embargo, aun se desconoce la
respuesta del complejo proteico redox sensible Nxn/Proteina fosfatasa 2A (Pp2A)
durante la hepatocarcinogénesis experimental inducida por la dietilnitrosamina
(DEN) en el raton. Por lo tanto, la hipotesis propuesta para esta investigacion es que
durante la progresion del CHC experimental, el complejo Nxn/Pp2a es alterado y
contribuye en el desarrollo de la enfermedad. El objetivo fue determinar la respuesta
del complejo Nxn/Pp2A durante la hepatocarcinogénesis experimental in vivo.
Mediante una cinética de administracion con ratones machos de la cepa C57BL/6]
fueron administrados con 0, 2.5, 5 y 20 mg de DEN/kg de peso corporal, dos veces
por semana, durante seis, diez, catorce y dieciocho semanas. Posteriormente,
mediante andlisis histopatoldgicos y de biologia molecular determinamos el efecto
de la DEN sobre la interaccion del complejo proteico Nxn/Pp2A.

La dosis de DEN de 20 mg/kg de peso corporal indujo una alteracion de la
arquitectura hepatica, la produccion de fibras de coldgena y el CHC principalmente,
a las 18 semanas después de la primera administracion de la DEN. Este fendémeno
estuvo acompafnado del incremento de la expresion, tanto de la Nxn como de la
Pp2A de una manera dosis dependiente. Mientras que la Nxn fue translocada al
nucleo celular, Pp2A se mantuvo en el citoplasma celular. De manera interesante, el
complejo Nxn/Pp2A incrementd su proporcion de interaccion a las 18 semanas de
exposicion al carcinogeno. Concluimos con estos resultados que la
hepatocarcinogénesis promovida cronicamente por 18 semanas con una dosis de
DEN de 20 mg/kg de peso corporal en el ratén, incrementa los niveles proteicos y la
proporcion de interaccion de la Nxn y de Pp2A, y sugieren que estas alteraciones
estan asociadas al desarrollo del CHC.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second most lethal cancer worldwide. A
common denominator of the risk factors that promote the development of this
disease is the exacerbated production of reactive oxygen species (EROS) in the
hepatic cellular microenvironment. Thus, the oxidative stress generated produces
progressive alterations that eventually culminate in HCC. Recent research has
shown that the antioxidant enzyme nucleoredoxin (Nxn), regulates different
signaling pathways in response to EROS, through sensitive redox interactions;
however, the response of the sensitive redox protein complex Nxn / Protein
phosphatase 2A (Pp2A) during experimental hepatocarcinogenesis induced by
diethylnitrosamine (DEN) in the mouse is still unknown. Therefore, the hypothesis
proposed for this research is that during the progression of experimental CHC, the
Nxn / Pp2a complex is altered and contributes to the development of the disease.
The objective is to determine the response of the Nxn / Pp2A complex during
experimental hepatocarcinogenesis in vivo. Using a kinetic administration with
male mice of strain C57BL / 6] were administered with 0, 2.5, 5 and 20 mg of DEN /
kg of body weight, twice a week, for six, ten, fourteen and eighteen weeks.
Subsequently, by histopathological and molecular biology analysis, we determined
the effect of DEN on the interaction of the Nxn / Pp2A protein complex.
The DEN dose of 20 mg / kg of body weight induced an alteration of the hepatic
architecture, the production of collagen fibers and HCC mainly, at 18 weeks after
the first administration of the DEN. This phenomenon was accompanied by an
increase in the expression of both Nxn and Pp2A in a dose-dependent manner.
While Nxn was translocated to the cell nucleus, Pp2A remained in the cell
cytoplasm. Interestingly, the Nxn / Pp2A complex increased its interaction rate at 18
weeks of exposure to the carcinogen. We conclude with these results that the
hepatocarcinogenesis chronically promoted for 18 weeks with a dose of DEN of 20
mg / kg of body weight in the mouse, increases the protein levels and the interaction
ratio of Nxn and Pp2A, and suggest that these alterations they are associated with
the development of the CHC.
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1. Introduccion

El carcinoma hepatocelular es uno de los tipos de cancer mas letales y ocupa el
segundo lugar a nivel mundial. Este suele ser originado por la exposicién constante
a estimulos oxidantes que inducen una acumulacion exacerbada de EROS dentro de
las células. Asi, cuando las EROS exceden la capacidad de defensa antioxidante
pueden afectar el microambiente celular y promover la mutagénesis y aberraciones
cromosomales!. Debido a que la Nxn responde a las fluctuaciones del estrés
oxidativo y a que interacttia con la Pp2A, una proteina que juega un papel central
como supresor tumoral, resulta interesante entender el comportamiento de este
complejo en el desarrollo del CHC. Con base en estas evidencias es relevante
determinar si el complejo formado entre la Nxn y Pp2A son alterados durante la

hepatocarcinogénesis experimental in vivo.

2. Marco teodrico
2.1 Cancer

El cancer es una enfermedad promovida por alteraciones genéticas, el cual se
presenta como un crecimiento anormal de tejido o tumor maligno. Este se caracteriza
principalmente por mantener una alta proliferacion celular, una pérdida de
diferenciacion de las células afectadas (anaplasia), por invasion del tejido adyacente
y otros Organos o tejidos (metdstasis); generando asi, nuevos focos tumorales que
eventualmente pueden ocasionar la muerte. También, se han descrito otros tipos de
tumores conocidos como benignos, que por lo general se caracterizan por una alta
proliferacion, pero a diferencia de los malignos, no son anaplasicos, no invaden

tejidos adyacentes, ni son metastdsicos?.
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El cancer es un problema de salud mundial y en el 2015 se report6 como la segunda
causa de muerte; ocasiond 8,8 millones de defunciones y para el 2018 se registraron
un total de 18.1 millones de casos. Asi, alrededor de una de cada seis defunciones en
el mundo se debe a esta enfermedad. Ademas, la incidencia del cancer esta en
constante incremento debido al envejecimiento de la poblacion®. La Organizacion
Mundial de la Salud estima que para el afno 2040 se presenten 29.5 millones de casos
por esta enfermedad. Paralelamente, se considera que la poblacion mundial
envejecera de un 10 a 20% para el 2050, lo que sugiere una tendencia de incremento
de la enfermedad?. Otro factor que puede contribuir en este incremento es el estilo
de vida; es decir, los habitos de algunas poblaciones favorecen el desarrollo del
cancer, por mencionar algunos, el tabaquismo, el sedentarismo y las dietas no

equilibradas.

2.2 Carcinoma hepatocelular

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el cuarto tipo de tumor mas mortal y uno de
los mas frecuentes en todo el mundo. Ademas, es el quinto cancer mas comun en
hombres y el noveno en mujeres, con aproximadamente 500,000 y 200,000 nuevos
casos por ano*. Algunos de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
esta enfermedad son la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) o el virus de la
hepatitis C (VHC), el consumo crénico de alcohol, la obesidad, el consumo de
alimentos contaminados con aflatoxinas y sindromes metabdlicos como la

enfermedad hepatica no alcoholica (véase figura 1).

Los factores de riesgo del CHC inicialmente ocasionan alteraciones crénicas que
conducen al desarrollo de la cirrosis; una importante etapa precancerosa que puede
promover el desarrollo del cancer. E1 CHC se desarrolla en el 90% de los casos en

pacientes cirréticos y su incidencia aumenta con la gravedad de la cirrosis. Sin
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embargo, en el 10% de los casos restantes el CHC se ha observado en pacientes no
cirréticos relacionado principalmente con el sindrome metabdlico, infeccién por
VHB o con alguna etiologia conocida. En general, los factores de riesgo en conjunto
pueden también influir de manera sinérgica y jugar un papel importante en el

desarrollo del CHC.5

Ademas, el CHC se caracteriza por ser una enfermedad altamente heterogénea por
distintos factores, como los virus con genoma de RNA o DNA, agentes quimicos
(como alcohol y aflatoxinas), enfermedades metabdlicas innatas y adquiridas los
cuales incrementan la heterogeneidad de la enfermedad. Otro factor relevante es que
el CHC puede originarse tanto a partir de hepatocitos maduros como de células
progenitoras y asi, dependiendo de su origen, el fenotipo de la enfermedad puede
ser diferente. Ademds, como en otros tipos de cancer, durante el desarrollo del CHC
se puede llevar a cabo un proceso genético dindmico que puede influir y cambiar la
morfologia y las caracteristicas moleculares en la medida que avanza la enfermedad,

lo que puede resultar en un genotipo tinico en una poblacion celular determinada.

ETIOLOGY OF LIVER DISEASE.
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Figura 1. Causas de la enfermedad hepatica global en 2010. NAFLD, enfermedad del higado
graso no alcoholico, ALD, enfermedad hepatica alcohdlica; VHB, virus de hepatitis B VHC,
virus de hepatitis C; por sus siglas en inglés. Imagen obtenida de Lozano, et al. 2012.

2.3 Modelos animales

Para comprender los mecanismos bioquimicos y moleculares que ocurren en el
desarrollo del CHC en el ser humano, los modelos experimentales en roedores han
jugado un papel relevante. Estos son considerados una herramienta crucial debido
a las similitudes genéticas y fisioldgicas con los seres humanos. Ademas, debido a
que su ciclo de vida y su capacidad reproductiva son cortos, y la factibilidad de
realizar una variedad de métodos de manipulacion tanto genética como de
respuesta a la exposicion a diferentes sustancias; el ratén es a menudo uno de los
modelos experimentales mads utilizados®. Por lo tanto, son considerados

herramientas esenciales para entender el desarrollo del cancer en el ser humano.

Para la generacion de modelos experimentales de CHC en roedores, éstos se
exponen a sustancias cancerigenas y/o hepatotdxicas como aminas aromaticas,
colorantes azoicos, nitrosaminas y aflatoxinas’. Su finalidad es reproducir
progresivamente el ciclo de lesidn-fibrosis-malignidad como ocurre en el ser
humano. Unos de los compuestos mas utilizados para inducir el CHC son;
dietilnitrosamina (DEN), dimetilnitrosamina, etilnitrosurea, el 2-
acetilaminofluoreno, el tetracloruro de carbono, el 1,2-dicloroetano, entre otros; sin
embargo, también se han utilizado sustancias naturales como las aflatoxinas®.
Ademas, se ha demostrado que la DEN puede inducir la formacién de lesiones
preneoplésicas, que eventualmente pueden culminar en CHC, en tiempos muy
cortos (pocas semanas). Esta es una de las razones por la cual la DEN ha sido uno de
los agentes hepatocarcinogénicos mas empleados experimentalmente. De igual
manera, se ha reportado que los seres humanos pueden estar expuestos de manera

constante a la DEN. Al respecto, se sabe que esta sustancia se encuentra en el aire de
15



algunas ciudades en cantidades de 200 mg/m?; también, se han encontrado hasta 8.3
ng de DEN por cigarro de tabaco comercial; en algunos tipos de quesos, se ha
encontrado hasta 1 pg/kg; en diferentes tipos de pescados ahumados se ha
observado que pueden encontrarse hasta 4 ug/kg de DEN; hasta 1 ug/kg en el tocino
frito; y hasta 0.1 pug/kg en varias bebidas alcohdlicas (brandy, conac, ron, whisky y

sidra)’

En la actualidad existen diversos modelos animales para inducir el CHC mediante
el uso de la DEN. Uno de los mas eficientes desarrollado en la rata es el propuesto
por Schiffer y colaboradores. Este modelo consiste en administrar 50 mg/kg de DEN
en ratas Wistar macho una vez por semana, via intraperitoneal®. Este modelo
reproduce eventos moleculares asociados con el proceso de cirrosis durante las 12 y
14 semanas de tratamiento y a la semana 16 se observan lesiones caracteristicas del
CHC (véase figura 2). De esta manera, con este modelo se pueden analizar los

cambios que ocurren desde las etapas tempranas hasta la aparicion del CHC.

Semana 0

LLLLLLLLLLLL

J Dosis DEN

®—r—5

¥ Eutanasia

Semana Ollllllll’llllllill >I
! 3

Figura 2. Modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en la rata. Se muestra el esquema
de administracion en el modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en la rata. Bajo este
esquema de administracion se reporta que en la semana catorce (doce semanas de exposicion a la
DEN mas dos de descanso) se desarrolla la cirrosis hepatica y a las dieciocho semanas (dieciséis
semanas de exposicion al carcinégeno mas dos de descanso) se observa el CHC en el 100% de los
animales. La DEN es administrada a 50 mg/kg/semana. Figura modificada de Schiffer, et al; 2005.
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2.4 Modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el raton

En nuestro equipo de trabajo hemos desarrollado un modelo experimental de dosis-
respuesta con la DEN en el raton por 6 semanas. Esto con la finalidad de tener un
primer acercamiento de la respuesta a diferentes dosis de este carcindgeno y asi,
seleccionar las dosis mas adecuadas para utilizarlas por periodos prolongados como
previamente ha sido reportado en un modelo de CHC en la rata. Asi, ratones machos
de la cepa C57BL/6 de siete semanas de edad fueron administrados dos veces por
semana via intraperitoneal por seis semanas; las dosis administradas de la DEN
fueron las siguientes: 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/kg. Al analizar el efecto de la DEN sobre
el peso corporal; la dosis de 40 mg/kg fue demasiado toxica ya que provoco el deceso
del 66 % de los ratones; sin embargo; con la dosis de 2.5, 5y 20 mg/kg el peso corporal
de los ratones no cambid (véase figura 3); adicionalmente, los analisis

histopatoldgicos revelaron una alteracion de la arquitectura hepatica, dosis

dependiente!!.
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Figura 3. Efecto de la DEN en ratones de la cepa C57BL/6. En la grafica se muestra la variacion del
peso corporal a través de seis semanas de administracion de la DEN, cada linea representa una dosis
diferente. C: animales no administrados, D2.5: animales administrados con la DEN 2.5 mg/kg, D5:
animales administrados con la DEN 5 mg/kg, D10: animales administrados con la DEN 10 mg/kg,
D20: animales administrados con la DEN 20 mg/kg, D40: animales administrados con la DEN 40
mg/kg. Imagen modificada de Alarcén-Sanchez, 2017.

Estos resultados nos permitieron extender el periodo de exposicion ala DEN con un
analisis posterior donde se incluyeron las dosis de 2.5, 5 y 20 mg/kg de DEN, las
cuales fueron administradas dos veces por semana durante 6, 10, 14 y 18 semanas.
Mientras que la dosis de 20 mg/kg fue seleccionada como la mads alta tolerada que
no cambid el peso corporal de los ratones, las de 2,5 y 5 mg/kg se seleccionaron por
ser las dosis candidatas mads bajas, ttiles para en un futuro evaluar su efecto
sinérgico junto con otros agentes hepatotoxicos. Las dosis seleccionadas
incrementaron claramente las EROS, las cuales fueron determinadas mediante un
ensayo de espectrofluorimetria (Oxiselect TM In Vitro ROS/RNS). El incremento en
los niveles de EROS los observamos en todas las dosis y tiempos evaluados (p<0.005
para todos los casos), como se observa en la figura 4. Cabe resaltar que la
administracion durante seis semanas con la dosis de 2.5 mg/kg provocé el mayor
incremento de EROS, asi como la dosis de 20 mg/kg administrada por dieciocho

semanas.
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Figura 4. Efecto de la DEN sobre la produccion de EROS. Mediante un ensayo de
espectrofluorimetria determinaron los niveles de EROS en el higado de los animales administrados
con la DEN. Las unidades de fluorescencia relativas (UFR) son directamente proporcionales a la
cantidad de EROS. Las barras en la grafica representan el promedio de las UFRs llevadas a 1; con la
finalidad de analizar las veces de cambio, + el error estandar. C: control de animales no
administrados, D2.5: animales administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con
DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s:
10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento.
*Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05). &: Diferencia estadisticamente
significativa respecto a D20 de 18s (p<0.05). Se realizé un pool por grupo. #=3 mediciones por pool.
Imagen tomada de Fuentes Hernandez, 2018.
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Ademas, en este modelo se evaluaron el aducto 4-hidroxinonenal con el kit Oxiselect
HNE Adduct Competitive ELISA, el cual es un potente agente alquilante producto de
la lipoperoxidacion que juega un papel central en la sefializacion inducida por el
estrés oxidativo y toxicidad oxidante. Observaron que la dosis de 20 mg/kg
incrementd los niveles de 4-HNE a las diez y dieciocho semanas de administracion
(p<0.05). También, observaron una tendencia de incremento de los niveles de 4-HNE
en el resto de los tratamientos, excepto por la dosis de 2.5 mg/kg a las 14 semanas de

exposicion al carcindgeno (véase figura 5)'2.
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Figura 5. Efecto de la DEN sobre los niveles de 4-HNE en el ratén. Se realizé un andlisis de ELISA
para medir los niveles de 4-HNE. Cada barra representa el promedio + el error estandar de la
absorbancia de la ELISA igualada a 1 respecto al grupo control; con la finalidad de analizar las veces
de cambio de los niveles de 4-HNE entre los diferentes tratamientos. Los grupos de barras
corresponden a una duracion distinta del tratamiento con la DEN. C: control de animales no
administrados, D2.5: animales administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con
DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s:
10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento.
*Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05). Se realizé un pool por grupo.
n=3 mediciones por pozo. Imagen tomada de Fuentes Hernandez, 2018.
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Con estos antecedentes se demostr6é que la DEN contribuye en la progresion de la
hepatocarcinogénesis por medio de la induccion del estrés oxidativo, debido a que
indujo una produccion exacerbada de las EROS, un fendmeno asociado muy
probablemente a su metabolismo a través del sistema enzimatico dependiente de
citocromo P450. Esto debido a que se ha reportado que el Cyp2el, una de las enzimas
de esta familia, entre otras, metabolizan la DEN y este proceso genera estrés
oxidativo el cual se presenta en forma de perdoxido de hidrogeno y de anion
superoxido. Las EROS a su vez, pueden causar dafio al ADN, proteinas y lipidos;
ademas, el estrés oxidativo también tiene un rol importante en el proceso de

carcinogénico tal es el caso de CHC®.

2.5 El papel del estrés oxidativo en el hepatocarcinoma celular

El estrés oxidativo es una perturbacion en el equilibrio oxidante-antioxidante que
conduce a un dano celular potencial. La mayoria de las células pueden tolerar cierto
grado de estrés oxidativo, ya que tienen suficiente capacidad de defensa
antioxidante y sistemas de reparacion las cuales reconocen y eliminan las moléculas
dafiadas por la oxidacion. El desequilibrio puede deberse a una falta de la capacidad
antioxidante causada por alteraciones en la produccién o por un exceso de EROS.
Las EROS son consideradas moléculas con un alto potencial carcinogénico debido a
su papel en la mutagénesis, la promocidn de tumores y la progresion' . También se
les relaciona con procesos de inflamacion crénica producida por la exposicion a
diferentes factores que estimulan la activacion de los neutrofilos y las células macro
fagociticas estrellados durante la inflamacién; de esta manera, se producen EROS
que se vierten en el parénquima hepatico e inducen un dano en la membrana de los
hepatocitos. Por ejemplo, el superdéxido normalmente esta bloqueado por la
membrana celular (plasmalema); sin embargo, la superdoxido dismutasa de las

membranas puede convertir los aniones superoxido en H:0: después de la

23



internalizacidon en hepatocitos y por lo tanto, inducir dafio a las células'®. El estrés
oxidativo y el aumento del nivel de EROS intracelular también pueden inducir la
acumulacion de varias alteraciones genéticas y epigenéticas y desempenar un papel
central en la regulacion de una variedad de genes proinflamatorios, onco-supresores
y onco-promotores relacionados con el desarrollo del CHC!. Las células pueden
tolerar un periodo corto o bajos niveles de estrés oxidativo, pero en un estado
crénico caracterizado por un constante aumento del nivel de estrés, esto no sucede®.
Asi, la capacidad y los sistemas de reparacion celular son insuficientes y conducen
a una acumulacion progresiva de EROS y otros radicales. Este exceso de EROS
puede dafiar los lipidos, proteinas o ADN y en consecuencia, alterar diferentes vias
celulares y modificar la expresién génica, adhesion celular, metabolismo celular,
ciclo celular y muerte celular'®. De manera especifica, en las células hepaticas las
EROS se han relacionado con la activacion de las vias de sefializacion celular por
ejemplo, la via de B-catenina/Wnt y la de la angiogénesis!. Debido a las funciones de
estas vias en la mutagénesis, la promocion de tumores y la progresion, las EROS se
consideran elementos centrales en el proceso hepatocarcinogénico?’. Sin embargo,
también existen moléculas que regulan las fluctuaciones redox del microambiente

celular, denominado sistema de defensa antioxidante.

24



2.6 La nucleorredoxina en la hepatocarcinogénesis experimental en el raton

La nucleorredoxina (Nxn), una enzima de la gran familia de las tiorredoxinas, ha
adquirido cada vez un papel mas relevante debido a que participa tanto en el
mantenimiento de la homeostasis redox celular como en la regulacion de diversas
vias de sefalizacién celular'® . Esta fue descubierta por primera vez por Kurooka y

colaboradores en una linea celular de raton? 2.

Inicialmente se demostré que la Nxn se encontraba localizada en el nucleo celular,
razon por la cual tomd este nombre. Mas tarde se determind que se localiza
principalmente en el citoplasma y que es translocada al nticleo en respuesta al estrés
oxidativo, esto se debe a que responde a los cambios redox que ocurren en las

células.

Se ha demostrado que la Nxn participa en la regulacion de una gran variedad de
fenomenos biologicos, por ejemplo, las vias de sefalizaciéon relacionadas con la
morfogénesis primaria como la via Wnt y el mantenimiento de las células madre,
donde regula las reacciones redox * mediante la degradacion de EROS

principalmente reduciendo la enzima peroxiredoxina que extingue el H20:%.

Como primer acercamiento al papel de esta proteina en el CHC inducido por la
DEN, su comportamiento ha sido analizado después de 6 semanas de
administracion via intraperitoneal con dosis de 2.5, 5, 10 y 20 mg/kg. Mediante
ensayos de Western Blot, se observd que la Nxn mantuvo una tendencia al
incremento con la dosis de 20 mg/kg. A través de andlisis inmunohistoquimicos se
observé que la localizacién estructural de esta proteina fue positiva especialmente
dentro del ntcleo celular de los tejidos hepaticos de los animales sometidos a 20

mg/kg de DEN !. Asimismo, este fendmeno estuvo asociado con la aparicion de
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fibras de colagena en el parénquima celular, evidenciando asi el inicio de un proceso

de cirrosis hepatica. ..

Adicionalmente, Nxn se ha visto involucrada en la regulacion de diferentes vias de
sefalizacion a través de su interaccion con otras proteinas, por ejemplo; con la
proteina Sec63, la cual se localiza en la membrana del reticulo endopldsmico y cuya
actividad esta relacionada con el transporte de proteinas al interior del reticulo. Un
dato interesante es que la mutacion del gen de codificacion de proteinas (Sec 63) y
Sustrato de proteina quinasa C (PRKCSH)se han observado en patologias como la
enfermedad poliquistica del higado*. Ademds, Nxn interactia con la enzima
fosfofructoquinasa — 1(PFK-1) enzima glucolitica y cuya alteracién se ha visto
implicada en la reprogramacion metabolica del cdncer?. Nxn, también forma
complejos proteicos con MyD88 y Fli-1. Una investigacion reciente demostré que los
niveles de la Nxn se incrementan durante la hepatocarcinogénesis inducida con
DEN, esto sugirié que el complejo Myd88/Nxn/Flii fue también alterado como
consecuencia del efecto de las EROS producidas por la DEN. Posteriormente,
mediante ensayo de inmunoprecipitacion (IP) se determind la respuesta de este

complejo a los efectos de diferentes dosis de DEN en el higado del ratén.

Los anadlisis de IP de Nxn confirmaron los resultados obtenidos en la IP de Fli-1 y
revelaron que la dosis de 20 mg/kg de la DEN alterd significativamente (p< 0.05) la
formacion de este complejo (véase figura 6). Se observo que en el grupo de 20 mg/kg
de DEN la proporcion de unién de Myd88 disminuy¢ significativamente comparado
con el control. Asimismo, la proporcion de Fli-1 no fue alterada, estos resultados
indicaron que mientras la interaccion de Myd88 fue separada del complejo, Fli-1 se
mantuvo unida a Nxn. Esto reflejé que en comparacion con Myd88, la interaccion
entre Fli-1 y Nxn es mas resistente a los insultos oxidantes inducidos por la DEN

(véase figura 7).
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Figura 6. Efecto de la DEN sobre el complejo Myd88/Nxn/Flii en el higado del ratén. La grafica
muestra la cuantificacion densitométrica realizada por analisis de WB correspondiente a los niveles
de la proteina inmunoprecipitada Flii y de las co-precipitadas Myd88 y Nxn. El panel inferior muestra
la representacion grafica del efecto de la DEN entre las interacciones moleculares del complejo. Los
asteriscos (*) sobre las barras indica significancia estadistica comparado con el grupo C. Las barras
representan el promedio * el EE de los niveles de las proteinas reveladas después de la realizacion
del ensayo de IP respecto del grupo control el cual se igual6 a un valor de 1 (uno) con la finalidad de
mostrar las veces de cambio de los grupos tratados. Por cada grupo fueron incluidos 3 pozos de
proteinas de 2 animales cada uno, y los valores fueron obtenido con la prueba estadistica t-test
considerando una p< 0.05. DO: Control sin tratamiento, D5: DEN 5mg/kg y D20: DEN 20mg/kg.
Imagen tomada de Martinez Aguilar,2017.
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Figura 7. Efecto de la DEN sobre el complejo Myd88/Nxn/Flii en el higado del raton. La grafica
muestra la cuantificacion densitométrica realizada por analisis de WB correspondiente a los niveles
de la proteina inmunoprecipitada Nxn y de las co-precipitadas Myd88 y Flii. El panel inferior muestra
la representacion grafica del efecto de la DEN entre las interacciones moleculares del complejo. Los
asteriscos (*) sobre las barras indica significancia estadistica comparado con el grupo C. Las barras
representan el promedio + el EE de los niveles de las proteinas reveladas después de la realizacién
del ensayo de IP respecto del grupo control el cual se igual6 a un valor de 1 (uno) con la finalidad de
mostrar las veces de cambio de los grupos tratados. Por cada grupo fueron incluidos 3 pozos de
proteinas de 2 animales cada uno, y los valores fueron obtenido con la prueba estadistica t-test
considerando una p< 0.05. DO: Control sin tratamiento, D5: DEN 5mg/kg y D20: DEN 20mg/kg.
Imagen tomada de Martinez Aguilar, 2017.
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2.7 Proteina Fosfatasa 2 A y su interaccién con Nxn

La Proteina Fosfatasa 2 A (Pp2A) remueve los grupos fosfato de los aminoacidos
serina y treonina, la metilacion del residuo de leucina. Son dos modificaciones
importantes que se ha demostrado que modulan las asociaciones de las subunidades
de PP2A y la eficiencia catalitica . Ademas de estar implicada en los procesos de
replicacion del ADN, transcripcion, traduccion y tumorigenesis? . Para realizar
estas funciones diversas, holoenzimas triméricas Pp2A consisten en la subunidad
catalitica (Pp2Ac) y la subunidad estructural (PR65/A) que contiene una de las
subunidades reguladoras (PR55/B, PR61/B0, PR72/B00), fosforila sustratos
especificos?®. Pp2A parece desempenar un rol importante, en tumores malignos, en
los que se incluyen cancer de pulmén, mama, piel, colon, destacando su papel como
"supresor de tumores”,” 3 y ademads en el carcinoma hepatocelular 3. Cabe sefialar
el sello distintivo principal de Pp2A es su ensamblaje proteico o formacion de
complejo estable, a través de la cual interactiia con moléculas de senalizacion
intermedias vitales que estan presentes en el citoplasma. También modula su
funcion al interactuar y transformar el estado de fosforilacion de la proteina con la

que interactue®.

Es importante sefialar que el complejo proteico que realiza Nxn con la Proteina
fosfatasa 2A (Pp2A), se documenté mediante la modificaciéon de protocolos de
purificacion existentes y cromatografia de intercambio idénico FPLC, como
purificacion final. Esto condujo a la disociacion de una aparente reparacion de la
holoenzima Pp2A homogénea de su forma trimétrica a la forma dimérica, asi como
la subunidad PR55/B libre y dos nuevas proteinas de 54 y 55 kDa, respectivamente.
Donde el polipéptido de 54 kDa se identificd como factor de liberacién eucariotico 1
(eRF1) y se demostré que interactuaba con Pp2A dimérico el cual se dirige a

polisomas de las células COS-7. Ese grupo de investigacion identifico a la proteina
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de 55 kDa como un homologo de la Nxn, una proteina que fue previamente

descubierta como el producto genético del gen murino red-1%.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la respuesta del complejo nucleorredoxina/proteina fosfatasa-

2A durante la hepatocarcinogénesis experimental in vivo.

3.2. Objetivos Particulares:

Evaluar los niveles proteicos y localizacion estructural de la
nucleorredoxina y de proteina fosfatasa 2A en el higado de ratones

sometidos a un modelo de hepatocarcinogénesis.

Determinar el estatus de interaccion entre la nucleorredoxina y proteina
fosfatasa-2A en el higado del raton sometido a diferentes dosis de

dietilnitrosamina.

4. Hipotesis

La interaccion entre la nucleorredoxina y la proteina fosfatasa 2A, es
alterada durante la hepatocarcinogénesis inducida por la dietilnitrosamina

en el raton.
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5.Metodologia

Para determinar la respuesta del complejo proteico entre la Nucleorredoxina y la
Proteina fosfatasa 2-A, utilizamos ratones macho Mus musculus de la cepa C57BL6
de siete semanas de edad. Los animales fueron aclimatados y alimentados ad libitum
en ambiente controlado con fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad y mantenidos
a temperatura de 23 + 2°C. La DEN fue administrada a distintas dosis (2.5, 5 y 20
mg/kg) durante 6, 10, 14 y 18 semanas. Los experimentos fueron realizados de
acuerdo con los reglamentos propuestos por el Comité Interno para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, tomando en cuenta lo
establecido en la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y a las
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio”.

3.1. Modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN

El presente modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el raton fue
resultado de modificacion al protocolo planteado por Schiffer y colaboradores
(2005). Este reside en administrar semanalmente 50 mg de DEN por kg de peso
corporal, via intraperitoneal (i.p.), ratas de la cepa Winstar durante catorce y dieciséis
semanas. Para el presente trabajo, la DEN fue administrada dos veces por semana,
incluyendo las siguientes dosis: 2.5, 5 y 20 mg de DEN/kg de peso corporal, durante

seis, diez, catorce y dieciocho semanas. (Véase figura 8).
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3.1.1 Cinética de administracion de la DEN

Realizamos la cinética de administracion de la DEN con 80 ratones macho de siete
semanas de edad con un peso corporal aproximado de 20 g. Estos se dividieron en
4 grupos de 20 animales correspondientes a las distintas duraciones de la
administracion; a su vez, estos grupos se subdividieron en 4 grupos de 5 animales
cada uno correspondientes a las tres diferentes dosis de DEN seleccionadas.
Adicionalmente, se incluy6 un grupo control el cual no recibié ningtin tratamiento.
Concluido el tratamiento, los ratones fueron sometidos al procedimiento de
eutanasia una semana después y entonces el tejido hepatico recuperado para su

posterior andlisis. (Véase figura 8).
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Cinética de administracion de la DEN a ratones C57BL/6
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Figura 8. Cinética de administracion de la DEN a ratones C57BL/6. Muestra esquematica de la DEN
con diferentes dosis de 2.5, 5, y 20 mg/kg via i.p., dos dosis por semana (dias lunes y jueves), durante
seis, diez, catorce y dieciocho semanas. Una semana posterior a la tiltima administracién de la DEN
los animales fueron sometidos a la eutanasia. Los grupos controles sin tratamiento fueron sometidos

al proceso de eutanasia al mismo tiempo que los grupos tratados.

3.1.2. Eutanasia

Los ratones fueron sacrificados bajo anestesia con isoflurano utilizando un sistema
de anestesia inhalada, a una dosis de 2 a 3% para la induccion en camara, y de 0.25-
2% para su mantenimiento con mascarilla de inhalacion. La eutanasia se realizo
mediante exanguinacion. La sangre fue recuperada en tubos eppendorf con
heparina y el plasma se separd para su posterior analisis. La exanguinacion se llevo
a cabo con una aguja de insulina estéril de media pulgada de longitud, de acuerdo

a un protocolo establecido en el laboratorio 50 del Departamento de Biologia Celular

del CINVESTAV-IPN.
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3.1.3 Obtencién y conservacion del tejido hepatico

Después de disecar el tejido hepatico, éste se conservd en formaldehido al 4% para
realizar las tinciones de hematoxilina y eosina (H&E), tricromica de Masson y
pruebas de inmunohistoquimica (IHQ). Seccionamos el resto del tejido hepatico
para su congelacion en nitrégeno liquido el cual fue almacenado a -70 C para

posteriores analisis de proteinas mediante western blot (WB).
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3.1.4. Analisis de la arquitectura hepatica mediante las tinciones de tricrémica de
Masson y H&E

Para conocer las alteraciones estructurales inducidas por la administracion de la
DEN en el higado del ratén se realizd la tincion de H&E. Para determinar la
induccion del proceso de fibrogénesis se utilizo la tincion de tricromica de Masson.
Para ambas tinciones se utilizaron cortes histoldgicos de 2 um de espesor, los cuales
fueron desparafinados, rehidratados y tefiidos. Ambas tinciones fueron realizadas
en el laboratorio de Histologia y Microscopia Confocal del INMEGEN.
Posteriormente, fotos representativas del efecto de la DEN sobre el tejido hepatico
de los diferentes grupos fueron tomadas con una camara Canon EOS-1000D
acoplada a un microscopio ZEISS Axio-Al. El objetivo utilizado fue el 20x para
obtener una magnificacion final de 200x. Brevemente, para realizar la tincion de
H&E, las laminillas fueron desparafinadas a 57 °C durante una hora y rehidratadas
mediante el siguiente procedimiento: las laminillas fueron sumergidas y mantenidas
en agitacion por 3 min en cada punto de un tren de rehidratacidn, el cual estaba
conformado por 2 veces xilol, xilol-etanol al 100%, 2 veces etanol al 100%, etanol al
70% y finalmente agua destilada. Una vez rehidratadas, las laminillas fueron tefiidas
con hematoxilina durante 7 min, lavadas con agua destilada, incubadas en etanol
acido, rapidamente lavadas y sumergidas en agua amoniacal al 1% hasta que se
observd un color morado. Después de lavarlas con agua destilada, las laminillas
fueron sumergidas en etanol al 70% por 10 segundos para posteriormente tefiirlas
con eosina por 10 segundos mas. Finalmente, las laminillas fueron sumergidas en
etanol al 100% y después de dejarlas secar a temperatura ambiente, éstas fueron
montadas con resina EcoMount (BIOCARE MEDICAL, No. De Cat. EM897L) para

su posterior analisis microscopico.
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Brevemente, para la tincion de tricrémica de Masson se utilizd un kit comercial
(Dako, No. De Cat. AR173). Los tejidos fueron desparafinados y rehidratados de la
misma manera que en la H&E; posteriormente, a las laminillas se les coloco solucidon
de Bouin por una hora a 57°C después, las laminillas fueron lavadas con agua
destilada y luego fueron tefiidas con Hematoxilina de Weigert por 10 min;
posteriormente, se lavaron con agua destilada y se les agregd Fucsina dcida escarlata
de Biebrich, después de 15 min las laminillas fueron nuevamente lavadas.
Posteriormente, se les coloco acido fosfotungstico-fosfomolibdico y después de 10
min, se lavaron e inmediatamente se les colocd azul de anilina. Finalmente, las

laminillas fueron deshidratadas y montadas para su posterior andlisis.

3.1.5. Extraccion de proteinas

Este procedimiento se realiz6 con la finalidad de romper las membranas celulares y
liberar el contenido celular del tejido hepatico mediante condiciones especificas en
un homogeneizador (GLAS-COL, No. De Cat. 099C K54). Fueron utilizados cien
miligramos de tejido los cuales se homogeneizaron en 1 ml de buffer de lisis no
desnaturalizante (véase anexo 10). El homogeneizado permanecié en agitacion
constante por 20 minutos a 4°C en una plataforma oscilante (Labnet, No. De Cat,
50500); posteriormente, las muestras fueron centrifugadas una primera vez a 14000
rpm durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga (ThermoFisher Scientific, No. De
Cat, 75002401). Tomamos el sobrenadante para centrifugar por segunda vez durante
10 min bajo las mismas condiciones, y su contenido proteico fue cuantificado de

acuerdo con el protocolo acido bicinconinico (ABC).
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3.1.6 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacidon de la proteina se llevd a cabo con el protocolo del ABC, (véase
anexo 17). La concentracion de cada muestra se determind con base en la ecuacidon

(véase figura 9).Obtenida en la curva estandar realizada con BSA
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Figura 9. Curva estandar para la cuantificacion de proteinas. La grafica representa la regresion lineal
de las absorbancias (Abs) de la curva estandar para determinar la concentracion proteica del tejido

hepatico de los animales administrados con la DEN realizada con BSA.
3.1.7. Determinacion de la expresion proteica por Western blot

Para analizar la respuesta del complejo proteico de la Nxn con la Pp2A, ambas
fueron evaluadas mediante Western blot. La normalizacion de la expresion de la
proteina de interés se realizO con la proteina gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Gapdh) y la proteina lamina B1, un marcador de la envoltura
nuclear, fueron utilizadas como control de carga citopldsmica y nuclear,

respectivamente.
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3.1.8. Electroforesis

Brevemente, la electroforesis se basa en la transferencia eléctrica de energia de la
camara electroforética sobre el gel de acrilamida para que las proteinas que se
encuentren en éste pasen de acuerdo a su tamano y su carga del polo negativo a un

polo positivo.

Para esto, a las proteinas se les desnaturalizo en un buffer de carga 5X especifico
(véase anexo 12). Por cada 100 ug de proteina total, 25 ul de Buffer de carga 5X
fueron agregados y homogeneizados. Seguidamente, las muestras fueron calentadas
por 10 minutos a 95°C en un termoblock TermoStat Plus (Eppendorf, No. De Cat.
5352 000.010); inmediatamente después, estas muestras fueron colocadas en hielo
por 10 min y almacenadas a -70°C para su posterior analisis. Para todos los casos, la
electroforesis se realiz6 utilizando geles desnaturalizantes de 1.5 mm/10 pozos al
10% o 12% de poliacrilamida (véase anexo 14) en un sistema MiniProtean Tetracell
(BioRad, No. De Cat. 1658003EDU). Los geles fueron cargados con el volumen
correspondiente a 30 pg de proteina de acuerdo con los valores obtenidos en su
respectiva cuantificacion (véase anexo 3); paralelamente, 5 pl del marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Dual Xtra Standards (Bio-Rad, No. De Cat. 161-0377)
fueron cargados para identificar los pesos moleculares de las proteinas de interés.
La corrida electroforética se realizo en una camara Mini Protean Tetracell (Bio-Rad,
No. De Cat. 16558005EDU) con una fuente de poder PowerPac HC (Bio-Rad, No. De
Cat.1645050), en primera instancia a 70 V, y una vez que el frente de corrida de las
proteinas habia alcanzado el gel separador, la corriente fue incrementada a 120 V.
La electroforesis se efectuo en un buffer de corrida 1x (véase anexo 5) y tuvo una

duracién aproximada de dos horas.
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3.1.9. Transferencia de proteinas

Al término de la electroforesis las proteinas fueron transferidas a membranas de
polifluoruro de vinilideno (Merck Millipore, No. de Cat. IPVH00010), las cuales
previamente fueron activadas en metanol durante 2 min; posteriormente, los casetes
de transferencia fueron ensamblados de acuerdo al siguiente orden: lado del anodo
—esponja — filtro — membrana — gel con proteinas — filtro — esponja —lado del catodo).
Para obtener mayor eficiencia de los geles, todos los componentes indicados fueron
sumergidos en buffer de transferencia 1x (BT1x), (véase anexo 6). El sistema
utilizado fue el sistema de electrotransferencia humeda Mini Trans-Blot Cell (Bio-
Rad, No. De Cat. 1703930) con la fuente de poder PowerPac HC, a 300 mA durante 3
horas. Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con 5% de leche libre de grasa disuelta en Solucion

amortiguadora, tris salino al tween 20 0.1% (TBST 1x), (véase anexo 7).
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3.1.10. Inmunodeteccion especifica de las proteinas de interés

Posterior al proceso de transferencia, las membranas fueron incubadas con un
anticuerpo primario en agitacion constante durante una noche a 4°C. Este se diluy?
en TBST 1x al 5% de leche libre de grasa y la dilucion fue dependiente de la
especificidad de cada anticuerpo (véase tabla 1). Al término de la incubacion, el
anticuerpo fue retirado y las membranas fueron lavadas tres veces durante 5 min
con TBST 1x. Posteriormente, el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) correspondiente al isotipo del anticuerpo primario fue incubado
durante una hora a temperatura ambiente, el cual fue diluido en TBST 1x al 5% de
leche libre de grasa (tabla 1). Luego de la incubacion, el anticuerpo fue retirado y las
membranas fueron lavadas tres veces por 5 min con TBST 1x. Para determinar la
expresion de la proteina de interés de acuerdo a su peso molecular reportado, se
utilizé un kit de quimioluminiscencia (Merck Millipore, No. De Cat. WBKLS0500).
Las membranas fueron reveladas en un fotodocumentador mini HG9 (Uvitec
Cambridge). Finalmente, las imagenes se obtuvieron de manera serial a tiempos de
exposicion entre 5 segundos y 5 min. Posteriormente, las bandas proteicas obtenidas
después de revelar las membranas fueron cuantificadas mediante un andlisis
densitométrico, éste se realizO mediante el software para procesamiento de

imagenes Image | desarrollado por el National Institutes of Health (NIH), version 1.5.
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Anticuerpos primarios

Nombre Especie = Dilucién Diluyente Casa #catalogo isotipo
comercial
NxN Conejo 1:1000 TBST1X/5%lech = Gene Tex = GTX107039 IeG
(N3C3) e
NxN Cabra 1:200 TBST1X/1%BSA RyD AF-5719 IeG
Systems
Pp2A Conejo 1:1000 TBST1X/5%lech = Millipore 06-288 IeG
e
Pp2A Conejo 1:1000 TBST1X/5%lech Cell 2038 IeG
e signalig
Pp2A Ratén 1:5000 TBST 1X 3%BSA BD 610556 IeG
Gapdh Ratoén 1:5000 TBST1X/3%lech = Millipore MAB374
e
Lamin B1 Raton 1:1000 TBST1X/5%lech Abcam Ab 16048 IgG
e

Anticuerpos secundarios

Nombre Especie = Diluciéon = Diluyente Casa comercial #catalogo
Anti-conejo- Conejo 1:10000 = TBST1X/1% Jackson 111-035-003
HRP leche
Anti-raton-HRP = Ratén 1:10000 = TBST1X/1% Jackson 315-035-003
BSA
Anti-cabra-HRP = Cabra 1:15000 = TBST1X/5% RyD Systems r HAF109
leche

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para el analisis por western blot e inmunohistoquimica. En la tabla
se muestran las condiciones de dilucién de cada uno de los anticuerpos utilizados, asi como su

informacion comercial.

3.1.11 Analisis de complejos proteicos por inmunoprecipitacion (IP)

Siguiendo el protocolo de western blot para el analisis de proteinas, la deteccion de
complejos proteicos mediante inmunoprecipitacion se realizé a partir de 3 mg de
proteina total disuelta en 1 ml de PBS 1x. Primeramente, las inmunoglobulinas
endogenas fueron eliminadas incubandolas con 30 ul de perlas A/G agarosa (Santa
Cruz Biotechnology No.De Cat. SC-2003) durante 4 horas a 4°C en una plataforma
oscilante. Posteriormente, las perlas fueron precipitadas por centrifugacién a 14000

rpm por 1 minuto; después, 300 ul de Buffer de dilucion (véase anexo 20) fueron
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agregados al pellet restante al cual se le realizaron lavados en el orden siguiente (se
coloco en la plataforma oscilante durante 10 minutos a 4°C; se centrifugd
nuevamente por 1 minuto a 14 000 rpm y se desechd el sobrenadante). Para asegurar
la inmunoprecipitacion de la proteina de interés; el anticuerpo se dejo interactuar
durante una noche en agitacion a 4°C. Posteriormente, los tubos fueron
centrifugados a 7000 rpm por un minuto y el sobrenadante fue separado y
almacenado. Las perlas fueron lavadas con Buffer de dilucién como se explicd
anteriormente. Después, con 300 pl de la solucion stock (véase anexo 24) se incubo
en la plataforma oscilante durante 30 minutos a temperatura ambiente y se realizd
un lavado a temperatura ambiente. Subsecuentemente, las perlas fueron lavadas con
300 ul de buffer de lavado (véase anexo 21) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El complejo formado (proteina/anticuerpo/perlas A/G agarosa) fue lavado
con 1 ml de buffer de lisis en agitacion a 4°C por 10 minutos y los tubos fueron
centrifugados nuevamente a 14 000 rpm por 1 minuto. Los complejos fueron lavados
dos veces mas con buffer de lisis y una con PBS 1x. Finalmente, éstos fueron
separados con buffer de carga, como se describe en la secciéon de la técnica de WB,
las perlas fueron precipitadas a 12,000 rpm, y el sobrenadante fue almacenado a -
20°C para analizar los complejos proteicos precipitados los cuales se realizaron

mediante WB, como previamente fue descrito.

3.1.12. Extraccién de proteina nuclear

Se utilizaron cien miligramos de tejido para homogeneizar con 800 pul de buffer A

(véase anexo 24), se filtr6 el contenido para colocarse en un tubo nuevo. El contenido

fue agitado fuertemente en un vortex (Barnstead Thermolyne No. de Cat. MaxiMix

I1 37600) durante 15 segundos; posteriormente; se incubd a 4°C durante 15 minutos.

Pasado el tiempo las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga por 1 minuto

a 14 000 rpm a 4°C (ThermoFisher Scientific, No. De Cat, 75002401); al sobrenadante
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se le agregaron 32 ul de NP40 al 10% y posteriormente fue agitado durante 10
segundos. Después, las muestras fueron centrifugas por 30 segundos a 14 000 rpm a
4 °C. El sobrenadante fue recuperado y almacenado a -80°C; se lavo la pastilla
restante con 800 ul de PBS 1 x y se agito manualmente; posteriormente, se procedio

a analizar la extraccion nuclear por medio de WB como se mencion6 anteriormente.

3.1.13 Analisis por inmunohistoquimica

Con la finalidad de observar la localizacion estructural de las proteinas a nivel
histologico se empled la técnica de IHQ. Los tejidos fueron desparafinados y
rehidratados; posteriormente, se sumergieron en Buffer rodent decloaker (BIOCARE
MEDICAL, No. De Cat. 071417) durante 30 min en bano maria en una olla de
presion. Después, se colocaron las laminillas en un soporte para portaobjetos; los
tejidos fueron lavados con 1 ml de agua destilada y posteriormente con 1 ml de TBST
1x. Consecutivamente, las laminillas fueron incubadas con un bloqueador de
peroxidasa enddgena del Kit Mouse/Rabbit InmunoDetector HRP/DAB (Bio SB, No.
De Cat. BSB 0005) durante 30 min, seguido de tres lavados con 1 ml de TBST 1x. Los
tejidos fueron bloqueados con albumina al 1% en TBST 1x por 30 min, y
posteriormente se agregd 100 ul de anticuerpo primario fueron agregados (véase
tabla 1) e incubados toda la noche a 4°C. Al término de la incubacidn, los tejidos
fueron lavados con TBST 1x en tres ocasiones; posteriormente, el anticuerpo
secundario anti-conejo (DACO, No. De Cat. K4003) fue agregado, e incubado
durante 30 min a temperatura ambiente y lavado con TBST 1x. La inmunodeteccion
se realiz6 con 100 pl de DAB-Chromogen por cada mililitro de DAB-Substrate del kit
Mouse/Rabbit InmunoDetector HRP/DAB de Bio SB. Posteriormente, los tejidos
fueron contratenidos con hematoxilina para después ser montados con resina Eco
Mount de BIOCARE MEDICAL. Por ultimo, fotografias representativas de cada
grupo de animales tratados con la DEN fueron tomadas con una cdmara (Canon
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EOS-1000D) acoplada al microscopio ZEISS Axio-A1; el objetivo utilizado fue el 20x

para obtener una magnificacion final de 200x.

3.1.14. Anélisis estadistico

El software Graphpad Prism V 7.0 fue utilizado tanto para el analisis estadistico como
para realizar las graficas comparativas. La prueba paramétrica ¢ de Student fue
utilizada cuando solo dos grupos experimentales fueron comparados, mientras que
la ANOVA (analisis unidireccional de la varianza) fue utilizada para comparaciones
multiples con una prueba post-hoc de Sidak. Para ambos casos, se considerd que las

comparaciones fueron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

46



6. Resultados y analisis de resultados

4.1 Alteracion del parénquima hepatico por efecto de la Dietilnitrosamina

La revision histopatologica del higado se centr6 principalmente en las alteraciones
hepaticas generadas con el modelo de hepatocarcinogénesis experimental ya
descrito. El grado de las lesiones hepaticas estuvo relacionado con el incremento de
la dosis y el tiempo de exposicion al carcinogeno, es decir, las lesiones aumentaron
de manera dosis y tiempo dependiente. Las lesiones hepaticas se observaron
marcadamente en los animales administrados con la DEN a 20 mg/kg. Después de
seis semanas de tratamiento con la DEN observamos una pérdida de la alineacion
de los cordones de hepatocitos y presencia de células gigantes; a las diez semanas
de tratamiento, se aprecido de manera evidente la pérdida total de los cordones de
hepatocitos, asi como una presencia abundante de infiltrado inflamatorio, linfocitos
maduros, células gigantes, algunas células con citoplasma mal definido,
anisonucleosis y proliferacion anormal de células de tipo colangiolar. Algo
semejante ocurrio con la semana catorce de administracion de la DEN, se observo
mayor proliferacion colangiolar aunado a una pérdida en la integridad de los vasos
sanguineos. Por ultimo, a las dieciocho semanas de tratamiento con DEN a 20 mg/kg
se observd claramente la pérdida total de la arquitectura hepatica, la cual estuvo
acompanada de proliferacion colangiolar exacerbada, asociada a una inflamacién
cronica perivascular e intraparenquimatosa, formada por linfocitos maduros,
nucleomegalia y necrosis, también observamos células gigantes con citoplasma
amplio eosinofilico, dilatacion sinusoidal y apariencia de tumores bien definidos

(véase figura 10).
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Figura 10. Alteracion de la arquitectura hepatica de ratones tratados con la DEN. La integridad del
tejido hepatico se evalué mediante la tincion de H&E. Las fotos son imagenes representativas de
cortes histologicos de 2 um de espesor. Se observan los nticleos tefiidos de purpura y el citoplasma
de rosa. C: control de animales no administrados, D2.5: animales administrados con DEN 2.5 mg/kg,
D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con DEN 20 mg/kg.
Magnificacion de las imagenes 200x. La barra indica 100 pum. n=5.
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4.2. Efecto de la DEN en la fibrogénesis

Para evaluar si la DEN activo el proceso de fibrogénesis, un fendmeno recurrente en
alteraciones hepaticas, se realizo la tincion tricromica de Masson para observar la
deposicion de fibras de coldgeno en el higado de los ratones tratados. Como se puede
apreciar en la figura 11, en los animales control observamos que la presencia de
fibras de colageno se limitd a conductos biliares, venas, arterias hepaticas y ausencia
de éstas en el parénquima hepatico, tal y como se espera en una condicion normal.
De la misma forma, en el higado de los ratones tratados con DEN a 2.5 y 5 mg/kg no
se observaron cambios. Sin embargo, la dosis de DEN a 20 mg/kg indujo levemente
la deposicion de fibras de coldgeno en el parénquima hepatico desde las 10 semanas
de administracidn, la cual incrementd conforme aumento el tiempo de exposicion al

carcindgeno.
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Figura 11. Deposicion de fibras de colageno en el parénquima hepatico del raton. Se realizd una
tincion tricrdmica de Masson para determinar la presencia de fibras de coladgeno en el parénquima
hepatico de ratones tratados con DEN. Las fotos son imagenes representativas de cortes histoldgicos
de 2 um de espesor. Se observan las fibras de colageno tefiidas en color azul. C: control, DEN 2.5
mg/kg, D5: animales tratados con DEN 5 mg/kg, D20: animales tratados con DEN 20 mg/kg.
Magnificacion de las imagenes 200x. La barra indica 100 pum. n=5.
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4.3. Incremento del nivel de la Nxn por efecto de la DEN

Durante el desarrollo de la hepatocarcinogénesis algunos blancos moleculares
sensibles al estrés oxidativo son activados, dentro de estos se encuentran las
tiorredoxinas proteinas encargadas de mantener el equilibrio en las fluctuaciones de
EROS; dentro de esta familia se encuentra Nxn%®. En esta investigacion
determinamos la respuesta de la Nxn a las diferentes dosis de la administracion de
DEN mediante andlisis de inmunohistoquimica y nivel proteico. En cuanto a la
localizacion tisular de la Nxn, se aprecié que la marca positiva incrementd en el
higado de manera dosis dependiente; asi, a las 18 semanas de administrar la DEN a
20 mg/kg la localizacion de la marca para Nxn fue preferencialmente intranodular.
Ademas, se aprecid que la marca positiva para Nxn fue tanto citoplasmatica como
nuclear. También, observamos un incremento de la marca nuclear de Nxn el cual fue
dosis dependiente (véase figura 12).

Al analizar los niveles proteicos de Nxn mediante WB, observamos que la DEN
incrementé de manera gradual la expresion proteica de Nxn y este incremento fue
dosis dependiente; es decir, la dosis mas alta (20 mg/kg) aumento significativamente
el nivel de la Nxn (p<0.0001) (véase figura 13). Adicionalmente, el incremento del
nivel de la Nxn inducido por la dosis de 20 mg/kg a partir de las diez semanas del
tratamiento también fue significativo respecto de los grupos administrados con las
dosis de 2.5 y 5 mg/kg (p<0.0001). Este hallazgo coincide con otros autores que
sefalan a la Nxn como una proteina que responde a estimulos oxidantes y se

transloca al nticleo celular como un mecanismo de proteccion 2033 21 34,
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4.3.1 Eficiencia de la extraccion de proteina nuclear.

Para determinar la presencia en el nticleo celular de las proteinas involucradas en el
complejo proteico Pp2A/Nxn se analiz6 la compartimentalizacion citoplasmatica y
nuclear tanto de Nxn como de Pp2A. Primeramente, se evalué y comprobo la
eficiencia de extraccion de proteina nuclear con una proteina la cual se encuentra
s0lo en el nucleo celular, la Lamin Bl, y asi, determinar la eficiencia del
fraccionamiento subcelular (véase figura 14). La eficiencia de separacion de la
proteina nuclear de la citopldsmica fue del 89%. Con estos resultados pudimos
determinar que las evaluaciones subsecuentes sobre la cantidad de las proteinas de
interés translocadas al nticleo se debia al estimulo de la DEN y no al procedimiento
de fraccionamiento subcelular.

Posteriormente, determinamos la compartamentalizacion de las proteinas de
interés. Para el caso de Nxn, encontramos que las dosis de 2.5 y 5 mg/kg provocaron
una tendencia de disminucion de la expresion en la fraccion citosolica a partir de las
catorce semanas de administracion de la DEN; sin embargo, la dosis de la DEN 20
mg/kg provocod una disminucién significativa (p < 0.0108) (véase figura 15). En
contraste, se observo que en la fraccion nuclear el tratamiento de 20 mg/kg de DEN
indujo la translocacion de Nxn al nticleo a partir de las catorce semanas (p = 0.0001)
(véase figura 16). Con estos resultados confirmamos que la DEN aument6 los
niveles de la Nxn y este efecto fue dosis dependiente, congruente con lo que se
observo mediante el andlisis de IHQ; ademads, confirmamos que la Nxn es
translocada al ntcleo celular principalmente por la mayor dosis de DEN

administrada.
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Figura 12. Expresion de Nxn en el tejido hepatico de ratones administrados con diferentes dosis
de DEN. La expresion de Nxn fue determinada mediante analisis inmunohistoquimicos. Se utilizaron
cortes histologicos de 2 pum de espesor. La marca positiva a Nxn se puede apreciar en areas o
estructuras celulares tefiidas en diferentes gradientes de color café. C: control de animales no
administrados, D2.5: animales administrados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con
la DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con la DEN 20 mg/kg. n= 5 animales. Magnificacion
de las imagenes 200x. La barra indica 100 pm.
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Figura 13. _Expresion proteica de Nxn en ratones administrados con DEN. A: La grafica simboliza
el andlisis densitométrico de la expresion de Nxn, esta expresion fue normalizada con la proteina
constitutiva Gapdh. Cada barra representa el promedio de la expresion de Nxn igualada a 1 respecto
de cada grupo control para analizar las veces de cambio en la expresion entre los diferentes
tratamientos, + error estandar. Los grupos de barras corresponden a una duracién distinta de la
administracion de DEN. B: Las imagenes representan la expresion de Nxn mediante la deteccion
inmunoespecifica por WB, se utiliz6 Gapdh como control de carga. C: control de animales no
administrados, D2.5: animales administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con
DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s:
10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento.

*Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05). n=4.
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Compartimentalizacion
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Figura 14. A Eficiencia de la extraccion de proteinas nucleares.: La imagen representa los niveles de
la proteina nuclear mediante la deteccién inmunoespecifica por WB, se utilizé6 Lamina B1 como
control de eficiencia de la extraccion de proteina nuclear. Extracciéon 1, N: proteina nuclear, C:
proteina citoplasmatica, Extraccion 2, N: proteina nuclear, C: proteina citoplasmatica.
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Figura 15. Efecto de la DEN en fraccion citoplasmatica de Nxn. A: La grafica simboliza el analisis
densitométrico de la expresién de Nxn en proteina citoplasmatica. Cada barra representa el promedio
de la localizacion de Nxn igualada a 1 respecto de cada grupo control para analizar las veces de
cambio en la expresion entre los diferentes tratamientos, + error estandar. Los grupos de barras
corresponden a una duracion distinta de la administracion de DEN. B: Las imagenes representan la
localizacion de Nxn citoplasmatica mediante la deteccién inmunoespecifica por WB, se utilizd
GAPDH como control de carga. C: control de animales no administrados, D2.5: animales
administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales
administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s:
14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia estadisticamente significativa
respecto al control (p<0.05). n=4
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Figura 16. Efecto de la DEN en fraccion nuclear de Nxn. A: La grafica simboliza el analisis
densitométrico de la expresion de Nxn en proteina nuclear Cada barra representa el promedio de la
expresion de Nxn nuclear igualada a 1 respecto de cada grupo control para analizar las veces de
cambio en la expresion entre los diferentes tratamientos, + error estdandar. Los grupos de barras
corresponden a una duracién distinta de la administracion de la DEN. B: Las imagenes representan
la translocacién de Nxn nuclear mediante la deteccion inmunoespecifica por WB, se utilizé Lamin B1
como control de carga. C: control de animales no administrados, D2.5: animales administrados con
DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con
DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de
tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al
control (p<0.05). n=4
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4.4. Incremento del nivel de expresion de Pp2A bajo el efecto de la DEN

Pp2A regula diferentes vias de senalizacion®;ademas, se ha descrito como un
importante supresor de tumores.* Observamos que la localizacion tisular de Pp2A
se encuentra dispersa en el tejido hepatico, aunque se aprecia un ligero incremento
en la marca positiva para Pp2A en el citoplasma celular desde las 6 semanas del
tratamiento con la dosis 2.5 mg/kg de la DEN. Este incremento fue mas evidente al
administrar 20 mg/kg de DEN. Asimismo, después de 18 semanas de administracion
de la DEN, la localizacion estructural de esta proteina fue preferencialmente
intranodular y la marca positiva se observo principalmente citoplasmatica (véase
figura 17). En cuanto al nivel proteico de Pp2A mediante WB, aunque no se observé
un incremento con el tratamiento de las dosis menores 2.5 y 5 mg/kg, al administrar
durante dieciocho semanas la dosis de 20 mg/kg de la DEN hubo un incremento en
la expresion proteica de Pp2A (p<0.0134) (véase figura 18). Al respecto, se ha
reportado que esta proteina se encuentra elevada en tumores de pacientes con
CHC.* Ademas, Pp2A se ha encontrado incrementada en ratones transgénicos VHC
31, administrado con DEN. También, para esta proteina evaluamos su localizacion
estructural mediante la extraccion de la proteina nuclear y citoplasmatica. En la
fraccion citoplasmatica encontramos un incremento en su localizacion al administrar
20 mg/kg de DEN durante dieciocho semanas (p=0.0013) (véase figura 19). Sin
embargo, la translocaciéon de esta proteina a nucleo no fue estadisticamente
significativa. (véase figura 20). Con estos resultados concluimos que la DEN
aumentd la expresion de Pp2A de una manera dosis dependiente; ademas,
observamos que Pp2A fue localizado principalmente dentro del citoplasma celular
y en lesiones tumorales. Estos resultados concuerdan con lo encontrado en muestras

de tumores de pacientes con CHC 3¢
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Figura 17. Localizacion de Pp2A en el tejido hepatico de ratones administrados con diferentes
dosis de DEN. La expresion de Pp2A fue determinada mediante analisis inmunohistoquimicos. Se
utilizaron cortes histologicos de 2 um de espesor. La marca positiva a Pp2A se puede apreciar en
areas o estructuras celulares tefidas en diferentes gradientes de color café. C: control de animales no
administrados, D2.5: animales administrados con la DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con
la DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con la DEN 20 mg/kg. n= 5 animales. Magnificacion
de las imagenes 200x. La barra indica 100 um
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Figura 18. Expresion proteica de Pp2A en ratones administrados con DEN. A: La grafica simboliza
el analisis densitométrico del nivel de Pp2A, esta expresion fue normalizada con la proteina
constitutiva GAPDH. Cada barra representa el promedio del nivel de Pp2A igualada a 1 respecto de
cada grupo control para analizar las veces de cambio del nivel proteico entre los diferentes
tratamientos, + error estandar. Los grupos de barras corresponden a una duracion distinta de la
administracion de la DEN. B: Las imagenes representan el nivel proteico de Pp2A mediante la
deteccion inmunoespecifica por WB, se utilizo GAPDH como control de carga. C: control de animales
no administrados, D2.5: animales administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados
con DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento,
10s: 10 semanas de tratamiento, 14s: 14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento.
*Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05). n=4.
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Figura 19. Efecto de la DEN en fraccion citoplasmatica de Pp2A A: La grafica simboliza el analisis
densitométrico de la expresion de Pp2A en proteina citoplasmatica Cada barra representa el
promedio de la localizacion de Pp2A igualada a 1 respecto de cada grupo control para analizar las
veces de cambio en la localizacion entre los diferentes tratamientos, + error estandar. Los grupos de
barras corresponden a una duracion distinta de la administraciéon de la DEN. B: Las imagenes
representan la localizacion de Pp2A citoplasmatica mediante la deteccion inmunoespecifica por WB,
se utiliz6 GAPDH como control de carga. C: control de animales no administrados, D2.5: animales
administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales
administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s:
14 semanas de tratamiento, 18s: 18 semanas de tratamiento. *Diferencia estadisticamente significativa

respecto al control (p<0.05). n=4.
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Figura 20. Efecto de la DEN en fraccion nuclear de Pp2A. A: La grafica simboliza el andlisis
densitométrico de la translocacién de Pp2A en proteina nuclear. Cada barra representa el promedio
de la translocacion de Pp2A nuclear igualada a 1 respecto de cada grupo control para analizar las
veces de cambio en la expresion entre los diferentes tratamientos, + error estandar. Los grupos de
barras corresponden a una duracion distinta de la administracion de la DEN. B: Las imagenes
representan la translocacién de Pp2A nuclear mediante la detecciéon inmunoespecifica por WB, se
utilizé Lamin B1 como control de carga. C: control de animales no administrados, D2.5: animales
administrados con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales
administrados con DEN 20 mg/kg. 6s: 6 semanas de tratamiento, 10s: 10 semanas de tratamiento, 14s:
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4.5 El estrés oxidativo inducido por la Dietilnitrosamina estimula la unién del

complejo nucleorredoxina/proteina fosfatasa 2A.

Con base en lo encontrado a nivel de la Nxn durante la hepatocarcinogénesis
inducida por la DEN, los resultados sugieren que el complejo Nxn/Pp2A podria ser
alterado como consecuencia del efecto de las EROS producidas por efecto del
carcinogeno. Estas consideraciones nos llevaron a explorar la respuesta de este
complejo a los efectos de las diferentes dosis de la DEN en el higado del raton
mediante ensayos de inmunoprecipitacion (IP). Con la finalidad de optimizar la
utilizacion de anticuerpos para dichos analisis seleccionamos los grupos de animales
control sin tratamiento, 2.5, 5 y 20 mg/kg de DEN. De acuerdo con el analisis de IP
de la Nxn, encontramos que la DEN alter¢ significativamente (p< 0.05) la formacion
del complejo Nxn/Pp2A, especialmente la dosis de 20 mg/kg (véase figura 21).
Asimismo, se demostro que esta dosis aumenta la proporcion de interaccion de este
complejo comparado con el control. Posteriormente, el andlisis de IP de Pp2A (véase
figura 22) confirmd los resultados obtenidos mediante la IP de Nxn donde
demostramos que la proporcién del complejo aumenta en comparaciéon con los
controles (p< 0.05). Estos hallazgos concuerdan con lo que se ha reportado acerca de

la afinidad proteica entre las oxidorreductasas y las fosfatasas .
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Figura 21 Efecto de la DEN sobre el complejo proteico nucleorredoxina — proteina fosfatasa 2A
A: Las imagenes representan la expresion de Nxn inmunoprecipitada mediante la deteccion
inmunoespecifica por WB. C: control de animales no administrados, D2.5: animales administrados
con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados
con DEN 20 mg/kg. Con 18 semanas de tratamiento. n=4. B: La grdfica simboliza el analisis
densitométrico de la expresion de Nxn inmunoprecipitada. Cada barra representa el promedio del
nivel de Nxn inmunoprecipitada igualada a 1 respecto de cada grupo control para analizar las veces
de cambio en el nivel entre los diferentes tratamientos, + error estandar. C: El esquema representa
como la proporcion de union del complejo se mantiene unida y ademas aumenta ante el estimulo de

las EROS.
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Figura 22 Efecto de la DEN sobre el complejo proteico nucleorredoxina — proteina fosfatasa 2A
A: Las imagenes representan la expresion de Pp2A inmunoprecipitada mediante la deteccion
inmunoespecifica por WB. C: control de animales no administrados, D2.5: animales administrados
con DEN 2.5 mg/kg, D5: animales administrados con DEN 5 mg/kg, D20: animales administrados
con DEN 20 mg/kg con 18 semanas de tratamiento. n=4 B: La grafica simboliza el analisis
densitométrico del nivel de Pp2A inmunoprecipitada. Cada barra representa el promedio del nivel
de Pp2A inmunoprecipitada igualada a 1 respecto de cada grupo control para analizar las veces de
cambio en la expresion entre los diferentes tratamientos, + error estandar. C: El esquema representa

como la proporcion de union del complejo se mantiene unida y ademas aumenta ante el estimulo de
las EROS.
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7. Discusion

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el cuarto tipo de tumor mdas mortal y uno de
los mas frecuentes en todo el mundo. Ademas, es el quinto cancer mas comun en
hombres y el noveno en mujeres, con aproximadamente 500,000 y 200,000 casos
nuevos por ano % En el ser humano, esta enfermedad se desarrolla después de un
largo periodo de exposicion a pequenas y repetidas cantidades de distintos agentes
etioldgicos. Para estudiarlo, se han desarrollado diferentes modelos experimentales
en roedores donde cada modelo utilizado depende principalmente del objetivo que
se quiere investigar. Existen modelos bien establecidos que reproducen su
progresion en periodos muy cortos, estos permiten estudiar y entender su
comportamiento en roedores®. Sin embargo, los modelos mas utilizados para la
hepatocarcinogénesis experimental hasta ahora descritos; por un lado, utilizan dosis
carcinogénicas muy elevadas, a las cuales el ser humano no esta expuesto
normalmente; y por otro, el roedor mas utilizado en estos modelos es la rata®. Es asi
que decidimos desarrollar un modelo de hepatocarcinogénesis experimental en el
raton como medio de aproximacion para reproducir los eventos asociados a su
desarrollo en el ser humano. Este modelo consiste en administrar cronicamente
repetidas dosis de DEN, un hepatocarcinogénico ampliamente utilizado. Asi, en este
trabajo realizamos la caracterizacion a nivel histopatoldgico y molecular de un
modelo de hepatocarcinogénesis inducida por la DEN en el ratéon;, que
paralelamente, nos permite determinar su efecto sobre interacciones moleculares

redox sensibles que parecen contribuir al desarrollo del CHC.
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Uno de los agentes quimicos mds comunes para reproducir y comprender la
fisiopatologia del CHC en seres humanos es la DEN. Esta se encuentra
regularmente, en el aire de algunas ciudades en cantidades de 200 mg/m?3; también,
se han encontrado hasta 8.3 ng de DEN por cigarro de tabaco comercial; en algunos
tipos de quesos se ha encontrado hasta 1 pg/kg; en diferentes tipos de pescados
ahumados se ha observado que pueden encontrarse hasta 4ug/kg de DEN; hasta
1ug/kg en el tocino frito; y hasta 0.1 pg/kg en varias bebidas alcoholicas (brandy,
cofac, ron, whisky y sidra) °. Ademas este carcindgeno es empleado en modelos de
investigacion por su utilidad en animales para reproducir mecanismos moleculares
que operan de manera similar en seres humanos, es asi que la Agencia Internacional
para la Investigaciéon del Cancer clasifica a la DEN en el grupo 2A, como
carcinogénicos confirmados experimentalmente en modelos animales, pero en
humanos atin no se ha descrito como un carcindogeno directo, pero el humano se
encuentra fuertemente expuesto a la Dietilnitrosamina %. Teniendo en cuenta esta
informacidén, realizamos una investigacion en un modelo de CHC en el raton
inducido por la DEN ya que estos roedores comparten caracteristicas filogenéticas
mas cercanas con los seres humanos. Nos enfocamos en realizar una evaluacién del
dafio generado por la DEN, mediante el registro y comparacion de su peso.
Previamente, como se sugirio en el siguiente trabajo el efecto dosis-respuesta de la
DEN a 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg de DEN/kg de peso corporal durante seis semanas.
Encontramos que mientras la dosis de 40 mg/kg disminuyo significativamente el
peso corporal de los ratones e incluso, sdlo el 30% de los animales sobrevivieron al
tratamiento, la de 20 mg/kg impidio la ganancia del peso corporal, es decir, el peso
corporal se mantuvo a lo largo del tratamiento. De manera interesante, las dosis de
2.5y 5 mg/kg, no modificaron la ganancia del peso corporal; es decir, ésta fue similar

a los animales no tratados *. Acorde con los anteriores resultados, en este trabajo
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utilizamos ratones machos de la cepa C57BL/6 los cuales fueron administrados dos
veces por semana via i.p. con 2.5, 5 y 20 mg de DEN/kg de peso corporal, durante
seis, diez, catorce y dieciocho semanas. Observamos que, aunque las dosis bajas (2.5
y 5 mg/kg) disminuyeron el peso corporal de los animales comparado con los
controles a las dieciocho semanas, no hubo variacion en la tendencia de su
incremento a lo largo del tiempo; mientras que, la dosis de 20 mg/kg impidi6 este
incremento e indujo una tendencia a la disminuciéon del peso corporal
principalmente a las dieciocho semanas de su administracion. Con esto podemos
concluir que las dosis de 2.5 y 5 mg/kg de DEN no fueron lo suficientemente
perjudiciales para provocar una disminucién importante del peso corporal de los
animales y que la dosis 20 mg/kg, aunque no permitié el incremento del peso
corporal, ya que éste se mantuvo hasta el término del tratamiento comparado con
su peso inicial. Esto indica que la DEN afecta su peso corporal durante el tiempo de
exposicion a este agente, 1 4. La desnutricion o la sobrealimentacion pueden
perjudicar el equilibrio entre los agentes anti-oxidantes y pro-oxidantes, incluso

llevando a una lesion hepatica.

El desarrollo del CHC se lleva a cabo a través de un largo periodo (10 afios o mas),
cursa por un proceso de inflamacioén cronica el cual conduce primeramente a la
fibrosis y a la cirrosis, esto promueve eventualmente el establecimiento de esta
enfermedad #. Con el esquema de administracién de DEN a diferentes dosis (2.5, 5,
10 y 20 mg/kg, dos veces por semana) podemos encontrar alteraciones hepaticas
similares a las encontradas en un tumor temprano ya establecido, en un periodo de
s0lo 6 semanas. De esta manera, mediante andlisis de H&E observamos que
conforme se aumenta la dosis de la DEN, como se encuentra documentado, provoca

alteraciones en la arquitectura hepatica asi como desarrollo de tumores *.
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Es asi que la conformacién histoldgica hepatica de ratones tratados con las dosis de
2.5y 5 mg/kg durante seis, catorce y dieciocho semanas, se ve alterada con la pérdida
en la definicion de los cordones de hepatocitos, de espacios sinusoidales y presencia
de células inflamatorias, lo cual se hizo mas evidente conforme se incremento el
tiempo de exposicion a la DEN. Ademas, en los ratones tratados con DEN a 20
mg/kg, a partir de las diez semanas de tratamiento, observamos hepatocitos de gran
tamano, anisonucleosis, proliferacion de células tipo colangiolar y la formacion de
lesiones pre-tumorales bien definidas a las dieciocho semanas, con estos resultados
podemos concluir que el modelo de hepatocarcinogénesis experimental aqui
propuesto, indujo alteraciones en la arquitectura hepatica las cuales incrementaron
conforme al aumento de la dosis y tiempo de exposicion a la DEN. Los resultados
indican de manera contundente que la administracion durante dieciocho semanas
con la dosis 20 mg/kg ocasiond la pérdida de la arquitectura del tejido hepatico y la

formacion de lesiones pre-tumorales.

Al mismo tiempo, una acumulacién excesiva de proteinas de la matriz extracelular,
da como resultado desequilibrio entre la deposicion y la eliminacion de proteinas
como colageno, laminina, elastina y fibronectina. Generando fibrosis hepatica, esta
es una respuesta ubicua de curacion de heridas a una lesiéon aguda o crénica.*® Las
células hepaticas estrelladas, que estdn inactivas en ausencia de estimulos
inflamatorios, se activan en respuesta a una lesion menor, que puede conducir a
cicatrizacidon fibrotica y eventualmente a cirrosis *. El dano a los hepatocitos
ocasionado por la DEN desencadena la liberacion de especies reactivas de oxigeno
(EROS) y mediadores de la fibrosis que induce la activacion de células estrelladas
hepaticas , macrofagocitos estrellados y células endoteliales sinusoidales del higado
que son agentes centrales en el desarrollo de la fibrosis.* Para determinar el grado

de lesion dentro de las células utilizamos la tincién Tricromica de Masson, la cual
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detecta en tonalidad azul la presencia de fibras de coldgena en el parénquima celular
22, Bajo el esquema de administracion propuesto en el presente modelo de
hepatocarcinogénesis experimental observamos que; las dosis de 2.5 y 5 mg/kg de
DEN no alteraron la deposicion de fibras de colageno. Los septos de fibra se
observaron en el parénquima hepatico de los animales tratados con DEN 20 mg/kg
a las dieciocho semanas. Estos resultados sugieren que, nuestro modelo de
hepatocarcinogénesis experimental reproduce etapas tempranas del proceso de
fibrosis, principalmente con la dosis de 20 mg/kg durante el tiempo de catorce y
dieciocho semanas. Esta lesion hepatica inicial da como resultado la apoptosis de las
células del hepatocito con la generacion de cuerpos apoptoticos, especies reactivas

de oxigeno y la estimulacion paracrina de las células estrelladas hepéaticas®,

Esta exposicion constante a estimulos oxidantes ocasiona la pronta acumulacion de
EROS provocando el fenomeno de estrés oxidativo. Produciendo asi alteraciones
genéticas y epigenéticas con un papel central en la regulacion de genes
proinflamatorios, supresores de tumores y oncogenes involucrados en el desarrollo
del CHC, # con la administracion de la DEN a ratones de la cepa C57BL/6 se provoca

el incremento de EROS lo cual culmina en hepatocarcinogénesis.

Para nosotros es importante entender el mecanismo de respuesta de la Nxn durante
la hepatocarcinogénesis y asimismo dilucidar la respuesta del complejo proteico que
forma con Pp2A durante la hepatocarcinogénesis. Y eventualmente tener contribuir

al conocimiento de los mecanismos celulares de carcinogénesis en el higado.

La Nxn es una proteina sensible al dafio oxidativo,® fue encontrada en el nticleo
celular y mas tarde se demostro que existe también en el citoplasma celular, su
translocacion se debe al aumento exponencial de EROS, sefialando de esta forma que

su nivel proteico puede ser inducido por EROS 2. Esta proteina se ha reportado
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regulando vias moleculares tal es el caso de la via Wnt en su estado reducido,
bloqueando a Dvl en la senal de Wnt/ B catenina. Sin embargo, en ambientes ricos
en EROS la Nxn se libera de Dvl, dando como resultado la activacion de B-catenina,
quedando libre de traducir los factores de transcripciéon TCF/LEF 2. El aumento de
las EROS y la respuesta de Nxn frente a la DEN se reporto en este trabajo. Mediante
el andlisis de WB encontramos una tendencia al incremento dosis-tiempo en la
semana diez catorce y dieciocho con la dosis de 20 mg/kg respecto a las dosis mas
bajas y el grupo control. Adicionalmente, evaluamos la localizacion estructural
mediante el andlisis de IHQ y encontramos que la marca positiva se incremento en
el higado de manera dosis dependiente y a las 18 semanas de administrar la DEN a
20 mg/kg, la localizacion de la marca para Nxn fue preferencialmente intranodular.
Ademas, se aprecié que la marca de Nxn fue tanto citoplasmatica como nuclear;
también, se observd un incremento de la marca nuclear a Nxn dependiente de la
dosis de DEN. Esto llamd nuestra atencion, por lo que decidimos determinar la
compartamentalizacidon de esta proteina en el citoplasma y en el nticleo a través de
la separacion del contenido proteico en esas fracciones celulares. Encontramos que
para el caso de Nxn, las dosis 2.5 y 5 mg/kg provocaron una tendencia de
disminucién de la localizacion en la fraccidn citosolica a partir de las catorce semanas
de administracion de la DEN; sin embargo, la dosis de 20 mg/kg provocd una
disminucién significativa. En contraste, se observo que en la fraccion nuclear el
tratamiento de 20 mg/kg de DEN a partir de las catorce semanas indujo la
translocacion de Nxn al nucleo. Estos resultados coinciden con lo reportado en
trabajos donde la DEN se utilizd como un poderoso agente carcinogénico. En esa
investigacion utilizaron dosis de 10 y 20 mg/kg de DEN y observaron una respuesta
similar en la linea celular E47 tratadas con 500 uM de DEN. De igual manera, nuestro

analisis de IHQ demostro que la marca positiva para la Nxn incrementd a partir del
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tratamiento de 5, 10 y 20 mg/kg de la DEN %». Ademas estos resultados son
congruentes con un estudio realizado en un co-cultivo celular que incluye células
estelares y células VL17A tratados con etanol y lipopolisacdridos (LPS) donde se
observaron que estos hepatotdxicos inducen los niveles proteicos de la Nxn en
comparacion con sus respectivos controles 3. Adicionalmente, este estudio extrajo
proteina nuclear y citoplasmatica para determinar la compartamentalizacion de la
Nxn. Los resultados demostraron que los hepatotdxicos utilizados incrementaron
significativamente la translocacion nuclear de esta proteina comparada con el grupo
control. Ademas, cuando transfectaron co-cultivos celulares con un vector para
sobreexpresar la Nxn encontraron que la sobreexpresion de esta enzima, revirtio
parcialmente el dafio ocasionado por los hepatotoxicos, indicando que la Nxn, una
enzima antioxidante, juega un papel central en la regulacion del estrés oxidativo
producido por el etanol y por los LPS. Asi, nosotros proponemos que estos
hepatotoxicos tienen un papel similar al de la DEN, ya que la naturaleza oxidante
de este carcinogeno es ampliamente conocida. En nuestro modelo, la induccién de
la Nxn por efecto de la DEN muy probablemente sea en respuesta a la necesidad del
sistema bioldgico de contrarrestar los altos niveles de EROS producidos durante el

metabolismo de DEN, especialmente en la dosis de 20 mg/kg de DEN.

Otra proteina relacionada con el proceso de carcinogénesis es la Pp2A. Debido a que
interactia con Nxn decidimos evaluar sus niveles proteicos en nuestro modelo.
Encontramos un aumento en sus niveles proteicos y observamos que se encuentro
dispersa en el tejido hepatico principalmente en el citoplasma. Se ha reportado que
esta proteina se encuentra incrementada en ratones VHC transgénicos
administrados con DEN 3. Para confirmar nuestros hallazgos, evaluamos su
localizacién mediante la extraccion de la proteina nuclear y citoplasmatica. En la

fraccion citoplasmatica hubo un incremento en su localizacion inducida por la dosis
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de 20 mg/kg de DEN a las dieciocho semanas. Sin embargo, en la fraccion nuclear
no se observd ningin cambio. Estos hallazgos son congruentes con lo reportado en
muestras de pacientes con CHC donde sefalan que la expresion de Pp2A fue
consistentemente mas elevada en el CHC que en el tejido no tumoral adyacente. Para
validar los niveles proteicos y relevancia clinica de esta enzima, evaluaron su
localizacion en muestras incluidas en parafina mediante la técnica de IHQ. El 62,6%
de wun total de 336 muestras mostraron alta inmunoreactividad
citopldsmica/membrana para Pp2A *. De esta manera, el nivel elevado de Pp2A en
nuestro modelo, correlaciona con los hallazgos reportados en muestras de pacientes
con CHC %, lo que sugiere que nuestro modelo reproduce lo que ocurre en el ser
humano y puede ser de utilidad para estudiar la cronologia de la expresion de Pp2A
durante el desarrollo del CHC inducido por la DEN con la finalidad de definir los
mecanismos asociados a su alteracion. Para esto, futuras investigaciones seran

necesarias.

Como sefialamos anteriormente la Nxn tiene la capacidad de realizar interacciones
con otras proteinas ?2. La variabilidad de las interacciones producidas por esta
proteina es amplia y se ha descrito poca informacion acerca del tema, cabe
mencionar que la Nxn se une a otras proteinas debido a su capacidad redox sensible
2, En este trabajo nos planteamos conocer la interaccién del complejo proteico
formado entre Nxn y Pp2A durante la hepatocarcinogénesis inducida por la DEN.
Observamos con base en nuestros resultados que la DEN indujo un incremento
significativo en la union del complejo Nxn/Pp2A especialmente la dosis de 20
mg/kg, comparado con el control. Contrario a lo esperado, nuestros resultados
demostraron que la proporcion de unién del complejo incrementa. Esto se puede
explicar debido a que la expresion de ambas proteinas fue inducida por la DEN,

como resultado, el incremento de la expresion de ambas proteinas no sélo fue
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suficiente para contrarrestar las EROS sino también, para incrementar su
interaccion. Con estos hallazgos podemos sugerir que determinados niveles de
EROS también pueden incrementar la interaccion de la Nxn, un fendémeno atin no

reportado.
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8. Conclusion

En conclusion, con el uso de un modelo de hepatocarcinogénesis experimental
inducido por la DEN, hemos demostrado y confirmado el comportamiento de la
Nxn, y hemos determinado la respuesta del complejo Nxn/ Pp2A ante los efectos
hepatotodxicos dela DEN, por lo que concluimos lo siguiente: Las dosis seleccionadas
y utilizadas de DEN para este proyecto (2.5, 5 y 20 mg/kg) provocaron distintas
alteraciones en el tejido hepatico, las cuales afectaron su arquitectura. Asimismo,
demostramos que la DEN alter6 la organizacion del parénquima hepatico de una
manera dosis dependiente; esas alteraciones fueron claramente visibles en los tejidos
a partir de las seis, diez y catorce semanas de tratamiento con las dosis de 2.5, 5
mg/kg de DEN donde observamos una pérdida de la definicion de los cordones
hepaticos, pérdida de los espacios sinusoidales, y la presencia de células
inflamatorias. Resaltando que a las dieciocho semanas de tratamiento con la dosis
de 20mg/kg, se observa una mayor presencia de hepatocitos de gran tamario,
anisonucleosis y proliferacion de tipo colangiolar, ademas de la formacion de
tumores y/o nddulos preneoplasicos. Determinamos el desarrollo de etapas
tempranas de fibrosis. De igual forma, observamos el incremento dosis dependiente
del nivel proteico de Nxn y Pp2A. Este incremento fue observado preferencialmente
y con mayor intensidad en todos los tiempos administrados con la dosis de 20

mg/kg. La localizacién de Nxn como de Pp2A se observaron principalmente dentro
de los tumores o nédulos preneopldsicos. Ademas, observamos que la DEN indujo

la translocacion de la Nxn al nticleo celular, a partir de la semana catorce y dieciocho
de tratamiento en la dosis de 20 mg/kg. Para la proteina Pp2A se observo
preferencialmente en el citoplasma celular a partir de las seis semanas de
tratamiento. Asimismo, evaluamos el estatus del complejo proteico entre la Nxn y

Pp2A y encontramos que su interaccién es inducida e incrementada por la dosis de
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20 mg/kg de la DEN en la semana dieciocho de tratamiento. Esto sugiere que el
incremento en su interaccion podria ser considerado una condicion patoldgica

durante la progresion del CHC.

76



9. Perspectivas

Con base en nuestros resultados, nuestras perspectivas son las siguientes:

El incremento de la interaccion entre Nxn y Pp2A inducido por la DEN durante la
hepatocarcinogénesis experimental: ;es indicativo de una condicion patoldgica
irreversible en el CHC o del esfuerzo por contrarrestar el dafio oxidativo en el

microambiente celular hepatico?

(En etapas posteriores a las 18 semanas del desarrollo del CHC promovido por la
DEN, el estatus de interaccion entre Nxn y Pp2A cambia con la progresion de la

enfermedad?
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11 . Anexos

Anexo 1.
Tris 1M, pH 6.8
Pesar 24.22g del reactivo Tris en 100ml de agua desionizada aproximadamente,
ajustar el pH a 6.8 y aforar a 200ml, filtrar y esterilizar.

Anexo 2
Tris 1.5M, pH 8.8
Pesar 91g del reactivo Tris en 300ml de agua desionizada aproximadamente y ajustar
el pH a 8.8 aforar a 200ml, filtrar y esterilizar.

Anexo 3
APS 10%, Amonuim persulfate (persulfato de amonio)
Pesar 0.1g de persulfato de amonio en 1ml de agua milliQ, Esta solucién dura 2
semanas aproximadamente.

Anexo 4
Acrilamida
Pesar 54¢g del reactivo acrilamida mas 2g del reactivo Bis-acrilamida en 100ml de
agua para disolver los reactivos aforar a 200ml y filtrar por 0.45um (Esta solucion
puede durar dos meses aproximadamente).

Anexo 5
Buffer de corrida 10x
Pesar los siguientes reactivos: 30g de Tris base, 144g de Glicina, 10g de SDS, todo
esto disolverlos 300ml de agua desionizada, aforar a 1000ml homogenizar y
guardarlo en un recipiente.
Nota: Para preparar buffer de corrida 1X y poder utilizarlo para correr el gel tienes
que tomar 100ml del buffer de corrida 10x mas 900ml de agua desionizada y tener
un volumen final de 1L el cual se utilizard para correr tu gel de electroforesis.

Reactivo Para 1L
Tris base 30g
Glicina 144g
SDS* 10g
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Tabla 1. Reactivos necesarios para preparar un litro de BC 10x

Anexo 6
Buffer de Transferencia 10x
Pesar los siguientes reactivos: 30.2g de Tris, 144.2g de Glicina, todo esto disolverlos
300ml de agua desionizada, aforar a 1000ml homogenizar y guardarlo en un
recipiente.
Nota: Para preparar buffer de transferencia 1X y poder utilizarlo para transferir la
electroforesis tienes que tomar 100ml del buffer de transferencia 10x mas 900ml de
agua desionizada y tener un volumen final de 1L el cual se utilizara para transferir
tu gel de electroforesis.

Buffer de transferencia 10x

(BT 10x)
Reactivo Para 1L
Tris-base 302¢g

Glicina 1442 ¢

Tabla 2. Reactivos necesarios para preparar un litro de BT 10x
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Anexo 7

TBST 10x
Pesar los siguientes reactivos: 24.23 g de Trizma Base, 80.06g NaCl, disolver en
600ml de agua desionizada, y ajustar el pH a 7.6 con HCL, ya disuelto y ajustado el
pH aforar a 1000ml.

Buffer-tris salino 10x (TBS 10x

Reactivo Para 1L
Tris-HC1 2423 g
NaCl 80.06 g

Tabla 3. Reactivos necesarios para preparar un litro de TBS 10x, todos los reactivos fueron

disueltos en agua destilada.

Anexo 8
TBST 1x
Toma 100ml del TBST 10x con ayuda de una probeta y 900ml de agua desionizada,
anadir 1000ul del reactivo Tween homogeniza bien para disolver y agregar a un
frasco.

Anexo 9
PBS 10x
Pesar los siguientes reactivos: 80g NaCl, 2g KCl, 14.4g Na:HPO, 2.4g KH2POs, 1.33g
CaCl22H20, 1.0g MgCl26H20, disolver en 600ml de agua desionizada y ajustar pH a
7.4, después aforar a 1000ml.
Nota: para la preparacion de PBS 1x, toma 100ml de PBS10x y 900ml de agua
desionizada homogeniza y agrégalo a un frasco.

Buffer-fosfato salino 10x (PBS 10x)

Reactivo Para 1L
NaCl 80g
KCl 2g

Na:HPO: 144 ¢

KH:PO:« 24 ¢

Tabla 4. Reactivos necesarios para preparar un litro de PBS 10x, todos los reactivos fueron disueltos
en agua destilada.

Anexo 10
83



Buffer de lisis (IP-Buffer)

Preparacion para 1L, pesar 15.76g de Tris-HCl pH 8 aforarlo a 100ml de agua
destilada tomar 5ml de la solucién, 100ml de NaCl 3M (solucién liquida), 25ml de
Glicerol al 10%, 2.5 ml de Nonidet P40 al 1% y 1ml de EDTA a 2mM, todo esto
disolverlo en 100ml de agua destilada llevarlo a aforo con 900ml de agua destilada.
Los inhibidores se le agregan en la preparacion de extraccion de proteina, que se

menciona en el anexo 11.
Buffer de lisis no desnaturalizante

Reactivo Concentraciéon Para 50 ml
Tris HCI pH 8 1M 20 mM 1ml
NaCl 4M 120 mM 1.5 ml
EDTA 500mM 2 mM 0.2 ml
Substituto de nonidet-P40 10% 5ml
Glicerol 1% 0.5ml
Inhibidores
PMSF (Fenil metil sulfonil) 100 mM 1 mM 0.5 ml
NasVO: 200mM 2 mM 0.5 ml
PhosStop 20X 1X 2.5ml
Complete Protease Inhibitor Coktail 25X 1X 2 ml

Tabla 5. Reactivos necesarios para preparar buffer de lisis no desnaturalizante.

Anexo 11
Inhibidores de Proteasas
Complet (11697498001)
Phostop (04906837001)
Na3VO4 (S6508)

PMSEF (#329-98-6)

Anexo 12
5x laemmli’s Sample Buffer — 10ml (Buffer de Carga)
3.0ml 1M Tris pH 6.8 a una concentracion final de 60Mm, 0.5ml al 1% bromophenol
blue a una concentracion final de 0.01%, 5.0 ml al 100% de glicerol a una
concentracion final de 10%, 1.0g de SDS a una concentracion final de 2%.
El B-Mercaptoethanol se agrega al momento de preparar el buffer para las proteinas
en una relacion como la siguiente:
85 ul de Buffer de Carga + 15 pl de B-Mercaptoethanol
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Anexo 13
TP-Buffer (Buffer de Lisis)
Preparacion de Soluciones como TRIS- HCl 10Mm con un pH de 7.4, tomar 200ul,
tomar 500ul de NaCl a 150mM, tomar 100ul de Triton-X100 y aforarlo a 8200ul de
agua destilada.

Anexo 14
Geles de acrilamida al 10%
Preparacion del Primer gel como concentrado para un volumen de 10ml, 4ml de
agua destilada o agua inyectable, 3.3 ml de Acrilamida, 2.5ml de Tris (pH 8.8), 100ul
de SDS, 100l de Persulfato-Amonio y 3ul de TEMED.
Preparacion para el segundo gel como separador para un volumen de 10ml, 6.8 ml
de agua destilada o agua inyectable, 1.7ml de acrilamida, 1.25ml de Tris (6.8), 1ml
de SDS, 1 ml de Persulfato de Amonio y 10ul de TEMED

Gel desnaturalizante de poliacrilamida

Reactivo Para 20 ml
Gel separador 10% 12%
Agua mili-Q 7.9 ml 6.6 ml
Acrilamida/bis-acrilamida mix 30% 6.7 ml 8 ml
Tris base pH 8.8 1.5 M 5 ml 5 ml
SDS (Sulfato duodecil de sodio) 0.2 ml 0.4 ml
APS (Persulfato de amonio) 0.2 ml 0.4 ml

TEMED (tetrametiletilendiamina) 0.008 ml 0.016 ml
Gel concentrador

Reactivo Para 5 ml
Agua mili-Q 4.1ml
Acrilamida/bis-acrilamida mix 30% 1ml
Tris base pH 6.8 1 M 0.75 ml
SDS (Sulfato duodecil de sodio) 0.06 ml
APS (Persulfato de amonio) 0.06 ml
TEMED (tetrametiletilendiamina) 0.006 ml

Tabla 6 Lista de reactivos para realizar geles de poliacrilamida
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Anexo 15
Solucién de Bloqueo
1g de leche Svelty 0% grasa en 20ml de TBSt 1x

Anexo 16
Tris EDTA pH9
Tris 1.21g, EDTA 0.37g, disolver en 1 litro de agua destilada, Ajustar pH 9.0 y
agregar 0.5ml de tween 20.

Anexo 17
Protocolo de ABC
Se realizo la cuantificacion para determinar cuanta proteina en ug se cargaria en
cada pozo de la electroforesis, para esto se tomaron 20ul de las proteinas obtenidas
en la extraccion de proteina total, tratadas con DEN a diferentes concentraciones.
Se realiz6 una dilucién 1:10 para cada concentracién. Los volumenes de las
diferentes diluciones se muestran en la tabla 2.
Tabla 2. Diluciones de las muestras con tratamiento DEN

Diluciones ul de Proteina  pl de IP-Buffer

1:5 8ul 32ul
1:10 4ul 36ul
1:20 2ul 38ul
1:30 1ul 39ul

Para esta cuantificacion se necesita las soluciones estandar que abarca de la A-I que
se muestra en la tabla 3, estos contienen albumina a 2ug/ul, este servird para evaluar
cuanta concentracion de proteina tiene cada dilucién y el cambio de color que este
mismo presenta.

La solucion stock contiene albumina a diferentes concentraciones como se muestra
en la tabla 7.
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Tabla 7. Preparacion de la curva estdndar a partir de Albumina, (BSA,2 ug/ul)

Vial Volumen de Volumen de la solucion Concentracion Final
Agua(ul) Stock (BSA, 2ug/ul) (ng/ul)

A 0 300 del stock 2

B 125 375 del stock 1.5

C 325 325 del stock 1

D 175 175 de la solucion B 0.75

E 325 325 de la dilucion C 0.5

F 325 325 de la dilucion E 0.25

G 325 325 de la dilucion F 0.125

H 400 100 de la dilucion G 0.025

I 400 0 0=Blanco

Para la curva estandar se agregaron los siguientes valores que se muestran en la
tabla volimenes en pl para la curva estandar utilizando las soluciones Stock y el
buffer.

Tubos Agua milli Q Buffer Solucion Estandar
marcados

Tubo A 30 ul 10 pl 10 pl

Tubo B 30 ul 10 pl 10 pl

Tubo C 30 pl 10 ul 10 ul

Tubo D 30 ul 10 ul 10 ul

Tubo E 30 ul 10 pl 10 pl

Tubo F 30 ul 10 pl 10 pl

Tubo G 30 ul 10 ul 10 ul

Tubo H 30 ul 10 ul 10 ul
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Tubo I 30 ul 10 pl 10 pl

Nota: El buffer es el mismo buffer que se ocupo en la extraccion de proteinas el IP-
Buffer mas inhibidor de proteasas

Y para las muestras se agregaron: 40 pl de agua milliQ mas 10 ul de la muestra ya
diluida.

Tabla 8. Preparacion de muestras para la curva estandar.

Reactivos Volumen (ul) Volumen x Duplicado
(ud)

Agua 20 40

Muestra 5 10

Cuando los tubos ya estaban listos con las concentraciones establecidas se agregaron
200ul de la solucién preparada que se menciona mas adelante:

Solucion preparada: 3.4ml de acido bicinconinico, mas 68 pl de sulfato de cobre, esta
solucion tiene que tomar un color verde pastel, después de la agregacion de la
solucion preparada, se incubo por 30 minutos en la incubadora a 37°C, después de
los 30 minutos se colocd en una placa de 96 pozos agregando 110ul a cada pozo de
la muestra preparada, esto se hizo por duplicado, leyendo en un lector de placas
Epson a 562nm..
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Anexo 18

Abs Factor ugen mas buffer = [ug/ul] para pra 40ug para
dil alicota 30ug 100ug
Grupos Absl | Abs | Prom | [ug/u | varios de 40 ul carga5X, | en50ul | tomar:u | tomar:ul | tomar:ul
2 1] ul 1
DOE47-1 0.07 | 0.09 ‘ 0.08 ‘ 0.42 4.19 167.43 10.00 3.35 8.96 11.95 29.86
DOE47-2 | 0.06 | 0.07 @ 0.06 | 0.33 3.25 130.06 10.00 2.60 11.53 15.38 38.44
DOE47-3 ~ 0.09 0.10 ‘ 0.10 ‘ 0.49 491 196.26 10.00 3.93 7.64 10.19 25.48
D50E47-1 | 0.08 | 0.09 | 0.09 & 044 4.37 174.91 10.00 3.50 8.58 11.43 28.59
D50E47-2  0.09  0.10 ‘ 0.09 ‘ 0.49 4.88 195.19 10.00 3.90 7.68 10.25 25.62
D50E47-3 | 0.08 | 0.10 | 0.09 | 048 4.80 191.99 10.00 3.84 7.81 10.42 26.04
D250E47- 0.08 0.10 0.09 0.46 4.61 184.52 10.00 3.69 8.13 10.84 27.10
1
D250E47-  0.07 | 0.05 | 0.06 | 0.30 3.04 121.52 10.00 243 12.34 16.46 41.15
2
D250E47- 0.09 @ 0.11 | 0.10 @ 0.52 5.23 209.08 10.00 4.18 7.17 9.57 2391
3
D500E47-  0.07 | 0.09 | 0.08 | 041 4.11 164.23 10.00 3.28 9.13 12.18 30.45
1
D500E47- 0.07 0.09 0.08 0.42 421 168.50 10.00 3.37 8.90 11.87 29.67
2
D500E47- | 0.11 | 012 | 0.12  0.60 6.00 240.04 10.00 4.80 6.25 8.33 20.83
3

Cuantificacion de proteina total de la linea celular E47

Anexo 19

Se cortaron 100 g de higado de ratdn, este se conservo en hielo sec6 mientras
se preparaba el IP-Buffer mas los inhibidores, se tomé 5ml de IP-Buffer mas
200ul de Complete, mas 250ul de phostop, mas 50ul de PMSF y 50ul de
NasVOs, después de la preparacion se agregd 1 ml por cada 100g de tejido y

se homogenizo con ayuda de un homogeneizador GKH-GT

Anexo 20

Buffer de dilucion (10ml)

Disolver 0.01g de BSA en 10 ml de PBS 1X
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Anexo 21

Buffer de lavado(10ml)

En 9.696ml de PBS 1X agregar 304 ul de triethanolamine
Anexo 22

Cross linking reagent (10ml)
Agregar 0.13gr de DMP en 8 ml de PBS1 X se ajusto el pH a 8.6 y se aford a 10ml.

Anexo 23
Quenching buffer (50 ml) 50 mM ethanolamina
Disolver 155.85ul de etanolamina en 49.8442 de PBS 1X

Anexo 24
Solucion stock
Tomar 1ml de cross linking y 1 ml de buffer de lavado

Anexo 25
Buffer A
Para preparar 250 ml de buffer A, agrego HEPES pH7.9 a una concentracion final de
10 mM, KCL a una concentracion de 10Mm ,EDTA a 0.1mM, EGTA a 0.1mM, se
agregaron 200ul de Complete, mas 250ul de phostop, mas 50ul de PMSF , mas 50ul
de NasVOs. y DTT ImM

Anexo 25
Buffer B
Para preparar 250ml de buffer B agregar HEPES Ph 7.9 a una concentracion final
de 20mM, NaCl a una concentracién de 0.4mM, EGTA 1mM, se agreg6 200ul de
Complete, mas 250ul de phostop, mas 50ul de PMSF mas 50ul de NasVOsy DTT
1Mm.

12.Equipos utilizados

Lista de los equipos utilizados para la experimentacion e investigacion del proyecto,
todos estos equipos se encuentran mencionados en la metodologia.
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10

11

12
13
14

15

16

Agitador

Termoblock
Mini centrifuga

Agitador horizontal

Vortex

Fotodocumentador

Homogeneizador
Balanza analitica
Balanza analitica
Agitador/parrilla
Potenciometro
Incubadora

Centrifuga
Microscopio

Campana de extraccion

Camara de
electroforesis

MaxQ 2508

Thermostat plus
MiniSpin plus

Rocker 25.
MaxiMix I 37600
Mini HD6
GKH-GT

AB204-S/FACT
PB1502-S/FACT

PC-420

pH 213
microprocesador
CO2
Legend
T5100

54192700

Mini-protein tetra
system

Barnstead Lab Line

Eppendorf MTP
Eppendorf

Labnet International
Inc.
Barnstead Thermolyne

Uvitec Cambridge
Glas-col

Mettler Toledo S.A. de
C.V.
Mettler Toledo S.A. de
C.V.
Corning

HANNA Instruments
Thermo electron

Sorvall legend RT
Nikon

Fisher Hamilton

BIO-RAD

13 Lista de Reactivos ocupados en este proyecto de investigacion
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10

11

12

13

14
15
16
17

18

19

20
21
22
23
24
25
26

Agua Destilada Ultra Pura Libre de
RNAsa, DNAasa

Buffer Carga Gel (RNAasa, no
detectable)

Clarity Western ECL substrato
Luminol/enhancer sol

Clarity Western ECL substrato
Peroxide Solution

Hematoxilina de Mayer

Medio de Montaje Cristal

Nonident P40 BioXtra, mixture of 15
homologues

Triton X-100
Immobilon ™ Western
EnVision+System-HRP Labelled
Polymer Anti-Rabbit
Liquid DAB+Substrate Chromogen
System
2-Mercaptoetanol

Acetona Ultra Pura

Acido bicinconinico

Alcohol Etilico 96% Desnaturalizado
Glicerol Anhidro

Hidroxido de Sodio Solucion Ultra;
10M en agua

Metanol

TEMED (N,N,',N'-tetrametil-
etilendiamina)

Tripan Azul, Soluciéon

Tween 20

N-Nitrosodiethylamine

Neomycin Solution

Trizma Base

Trizma Hidrochloridico minimo 99%
Acetato de Sodio

10977-015
G2526-5ML
1102030248
1102030246
MHS16-
500ML
C0612-30ML
74385-1L
A4975,0100
WBKLS0500
K4003
K3468

63689
300001
B9643-1L
5405-20L
A2926,1000
72068
32213-2,5L

161-0800

T8154-20ML
M147-1L

NO0756-250ML

N1142-20ML
T1503-1KG
T5941-1KG

463592

SLBM3551V

P10026378

P10026379

SLBM917V

095K1273
BCBH7751V

5W007433
1623502
10093005

10081849

1177965

M5068

SHBD7101V
TB0416163
5Y007071
1110645

SZBE3150V

1019438

RNBF1569
1312C231
049K1613V
064M4797V
041M5435V
015K5410

GIBCO
sigma
BIO-RAD
BIO-RAD

SIGMA-
ALDRICH
SIGMA
SIGMA

Appli-Chem
Millipore
Dako

Dako

Fluka /
SIGMA

MP
Biomedicals
SIGMA
MEYER
Appli-Chem
Fluka /
SIGMA
SIGMA -
ALDRICH
BIO-RAD

SIGMA
AMRESCO
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
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27

28

29
30

31

32

33
34

35

36
37

38

39

40
41
42

Collagenase D
Thiazol Blue Tetrazolium Bromide

Trichloroacetic acid

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride)

Acrilamida -BIS

Acrilamida -BIS Ultra Puro

Bromofenol Xileno Cianol, azul
Bromofenol, azul

Fosfato de Amonio dihidrogenado
99,999%

Glicina

Persulfato de Amonio

Sulfato de Cobre II Pentahidratado

Sulfato de Neomicina

EDTA Sal Disodica (dihidratada)
Xilol

Eosina

11088882001

M2128-1G

T6399-250G
62247

IB70102

0172-250G

B3269-5ML
B0126-25G

204005-25G

0167-1KG
A3678-25G

209198-100G

N6386-25G
H5032
2720-18L
HT110132-1L

15731425

MKBH7489
\Y

080MO0057V
0OC1675284

s/n

1135B35

052K9001
34296H]

13102EE

1666C428
MKBG3223
\Y
MKBQ3212
\Y
071M0117V
226225
1330-20-7
MO63103

Roche
SIGMA
SIGMA

SIGMA
Thermo
Scientific

IBI
SCIENTIFIC
AMRESCO /
VWR
SIGMA
SIGMA-
ALDRICH
SIGMA-
ALDRICH
AMRESCO
SIGMA

SIGMA

SIGMA
Promega
Meyer
SIGMA
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