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1 RESUMEN

El carcinoma de células renales (CCR) es la neoplasia renal mas comun en adultos y es
asintomatica incluso en etapas avanzadas, por lo que su diagnostico inicial se da
frecuentemente cuando ya ha ocurrido metastasis, lo que conlleva a una alta tasa de
mortalidad, y hace practicamente imposible estudiar las fases iniciales de su desarrollo
impidiendo la comprensiéon del proceso carcinogénico. Por lo tanto, un modelo
experimental como aquél iniciado con N-dietilnitrosamina (DEN) y promovido con

nitrilotriacetato de hierro (FeNTA) en roedores puede ser una herramienta muy util.

En nuestro laboratorio se ha implementado dicho modelo en ratas Wistar, obteniendo
los tumores con un esquema de tratamiento de una administracion unica de DEN y 4
meses de exposicion al carcindogeno, los cuales presentan las caracteristicas
histolégicas correspondientes al CCR que se observan en el humano. Asimismo,
después de uno y dos meses de tratamiento con FeNTA se han encontrado lesiones
pre-neoplasicas y diferentes alteraciones pro-carcinogénicas, por lo que hemos
establecido estos tiempos de estudio como diferentes etapas tempranas del desarrollo

de la neoplasia.

La via Akt/TSC2/mTORC1 se considera una de las rutas clave en la senfalizacién
celular, esta involucrada en eventos de supervivencia, proliferacion y crecimiento
celulares, y se ha observado alterada en diversos tipos de cancer. Cuando se activa la
cinasa Akt, fosforila a la proteina TSC2 en la T1462, desactivandola. Esta inactivacion
de TSC2 permite que mTOR sea fosforilada en la S2448, cuando forma parte del
complejo 1 (mTORC1), lo que aumenta la capacidad traduccional en general, y

particularmente de algunos mRNAs como los de ciclina D1 y HIF.

Especificamente, en tumores de CCR humano se ha reportado la activacion de esta
via, caracterizada por un aumento en los niveles de p-Akt (S473), p-TSC2 (T1462) y p-
MmTOR (S2448), lo que correlaciona con un incremento en los niveles proteicos de



ciclina D1 y HIF 1 y 2a. Sin embargo, se desconoce su estatus durante la oncogénesis

renal.

Interesantemente, en trabajos previos en nuestro laboratorio se encontré6 un aumento
en los niveles renales de p-Akt, asi como un aumento en los niveles proteicos de ciclina
D1 y HIF en ratas tratadas con FeENTA en etapas tempranas. Con base en lo anterior,
en el presente trabajo se decidid analizar posibles consecuencias del incremento de los
niveles de Akt en la regulacion de TSC2 y mTOR en etapas tempranas del modelo de
CCR inducido con FeNTA. Para esto, se utilizaron ratas Wistar macho que se
distribuyeron en un grupo control (C), y tratados con: DEN (D), FeNTA (F) y
DEN+FeNTA (DF). Se administro la dosis unica de DEN a los grupos correspondientes
y catorce dias después se comenzo el tratamiento con FENTA dos veces por semana

durante uno y dos meses.

Se observo que los niveles renales de p-TSC2 aumentaron después de un mes de
tratamiento con FeNTA, y este incremento se exacerbd a casi el doble después de dos
meses. En cuanto a los niveles de TSC2 total (t-TSC2), se encontré un aumento en
ambos tiempos de estudio, lo cual puede ser una respuesta de las células para intentar
prevenir/inhibir la activacion del complejo mTORC1. En concordancia con la
inactivacion de TSC2, los niveles de p-mTOR aumentaron en respuesta al tratamiento
carcinogénico a los dos tiempos analizados. En cambio, los niveles de t-mTOR se
mantuvieron sin cambios, indicando que probablemente la regulacion de esta cinasa se
da a nivel post-traduccional, lo cual se hace evidente por el aumento de los niveles de
p-mTOR.

La correlaciéon entre el aumento en los niveles renales de TSC2 fosforilada en T1462 y en

los niveles de mTOR fosforilada en S2448 concuerda con el comportamiento previamente

observado de p-Akt. En conjunto, estas observaciones sugieren que la activacion de la via

Akt/TSC2/mTORC1 puede ser uno de los mecanismos involucrados en la carcinogénesis

renal por FeNTA.



2 INTRODUCCION

2.1 Cancer

El cancer es un término para denominar a un conjunto de enfermedades que se
caracterizan por trastornos en el crecimiento, muerte y diferenciacion de las células,
que conducen a la formacién de masas tumorales capaces de diseminarse (King RJB et
al., 2006).

El proceso que lleva a la generacion de esta patologia se conoce como carcinogénesis,
durante el cual una o mas células adquieren capacidades que les confieren un potencial
transformante (Figura 1) que puede llevar a la generacién de una neoplasia (Hanahan D
& Weinberg RA, 2011).

Figura 1. Capacidades adquiridas en el proceso carcinogénico. Se ha propuesto
que las células adquieren diversas capacidades a lo largo del proceso carcinogénico,
que les confieren un potencial transformante. (Modificada de Hanahan D & Coussens
LM, 2012).



Para su estudio, el proceso carcinogénico se ha dividido en tres etapas: a) iniciacion,
cuando las células sufren mutaciones no letales que pueden ser revertidas mediante
sistemas de reparacién del DNA; b) promocion, cuando las células iniciadas comienzan,
por acumulaciéon de mutaciones y mecanismos de presion selectiva, a proliferar y evitar la
muerte celular, dando como resultado una progenie de células en estado pre-neoplasico,
que pueden ser controladas por eventos de senescencia o apoptosis; esta etapa ya no es
reversible pero si es contenible; y c) progresion, cuando las células pre-neoplasicas sufren
alteraciones que les permitiran convertirse en células neoplasicas, las cuales tendran una
proliferacion anormal que generara un tumor que posteriormente podra diseminarse por un

proceso llamado metastasis (Figura 2A) (Valko M et al., 2006).

Las causas que pueden desencadenar el cancer son diversas, y una de ellas es el estrés
oxidante. Se denomina estrés oxidante al aumento en la proporcion de especies oxidantes
con respecto a los niveles de las defensas antioxidantes de la célula (Saldafa-Balmori Y &
Zentella de Pina M, 1995). Dentro de las especies oxidantes mas comunes estan las
especies reactivas de oxigeno (EROs), las cuales son producto del metabolismo celular
normal y juegan un papel importante en la estimulacién de vias de sefalizacién en
respuesta a cambios intracelulares y en las condiciones ambientales (Reuter S et al,,
2010). Sin embargo, si las EROs son producidas por periodos largos y/o en
concentraciones anormales, pueden ocasionar dafo en las funciones y estructuras
celulares, asi como inducir mutaciones somaticas y transformacion celular (Fang J et al.,
2009; Khandrika L et al., 2009). Como se observa en la Figura 2B, niveles bajos a
moderados de estrés oxidante pueden participar en la promocidén tumoral, mientras que
niveles moderados a altos pueden tener efectos mutagénicos, y niveles altos de estrés
pueden inducir apoptosis y/o necrosis; esto ultimo es muy importante en los ciclos de
muerte y regeneracion celular que llevan a una proliferacion sostenida y aumentan la

probabilidad de seguir acumulando mutaciones (Valko M et al., 2006).



Figura 2. Etapas del proceso carcinogénico. El desarrollo del cancer se lleva a cabo
en tres etapas: iniciacion, promocion y progresion (A), en las cuales puede participar el
estrés oxidante a diferentes niveles, desde promocion tumoral y mutagénesis hasta la
induccion de apoptosis/necrosis (B). ERO: Especies Reactivas de Oxigeno (Modificado
de Valko M et al., 2006).

El CCR es el cancer renal mas comun, representando del 70 al 80% de todas las
neoplasias del riidn, es uno de los tipos de cancer urolégico mas letales, y constituye del
2 al 3% de todos los tipos de cancer en adultos (Nelson EC et al., 2007; Rini B et al., 2009;
Siegel RL et al., 2016). Este cancer esta entre los menos comprendidos, tiene un alto
indice de mortalidad, su incidencia continua en aumento y presenta problemas
terapéuticos (Rini B et al., 2009). La incidencia a nivel mundial es de alrededor de 209 000
casos nuevos y aproximadamente 100 000 muertes por afio (Gupta K et al., 2008). En un
estudio reportado en 2013 en Estados Unidos se estimaron mas de 60 000 nuevos casos

de cancer renal, resultando mas de 13 000 de ellos en defuncion (Siegel RL et al., 2016).



En México, en 2012, se reportd una incidencia de 3,851 casos y un total de 2,115

defunciones (International Agency for Research on Cancer, 2012).

El diagndstico del CCR es dificil ya que este tipo de cancer es asintomatico incluso en
etapas avanzadas, por lo que su diagndstico frecuentemente se da cuando la metastasis

ya esta presente (Dalgin GS et al., 2007).

Los tratamientos actuales para la enfermedad metastasica incluyen inhibidores de cinasas
de tirosina, como el sunitinib o el pazopanib, inhibidores de mTOR, como el temsirolimus
o el everolimus, y/o terapia inmunoldgica contra el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF), pero sus efectos son aun limitados (Fisher R et al., 2013).

El CCR se origina en las estructuras tubulares del riidn, y aunque hoy en dia se han
identificado 14 tipos histoldgicos (Shuch B et al., 2015; Srigley JR et al., 2013), los cuatro
tipos principales son: a) carcinoma de células renales de células claras (CCR cc) que es el
tipo mas comun y representa del 75-80% de todos los casos de CCR, b) papilar (10-15%),
c) cromofobo (5%) y d) de ducto colector (1%). La ocurrencia del CCR en hombres y
mujeres se da en una proporcion 2:1 (Lipworth L et al., 2006). Alrededor del 4% de los
casos de CCR son hereditarios y el 96% son esporadicos (Banumathy G & Cairns P,
2010).

Existe evidencia de la presencia de estrés oxidante en el CCR; por ejemplo, se
encontraron niveles elevados de EROs y éxido nitrico (NO) en sangre de pacientes con
esta neoplasia, asi como un incremento en la peroxidacion lipidica en el tejido tumoral
(Ganesamoni R et al., 2012). Aunado a esto, los principales factores de riesgo
establecidos para el CCR son el humo del tabaco con un riesgo relativo de 2-3 (Yuan JM
et al., 1998; Hunt JD et al., 2005); la obesidad, especificamente el indice de masa corporal
(Bjorge T et al., 2004; van Dijk BA et al., 2004), y la hipertensién (McLaughlin JK et al.,
1995). Estos tres factores juntos se han asociado con un 49% de los casos (Siegel RL et
al., 2011), e, interesantemente, todos estos factores estan vinculados con niveles altos de
estrés oxidante (Gago-Dominguez M & Castelao JE, 2006; Harris WB, 2015). Ademas, en

algunos estudios se ha reportado un efecto protector por el consumo de frutas y verduras,



alimentos que contienen diversos compuestos antioxidantes (Van Dijk BA et al., 2005;
Rashidkhani B et al., 2005; Bravi F et al., 2007; Lee JE et al., 2007).

2.3 Nitrilotriacetato de hierro (FeENTA) como modelo de estudio del CCR

Como se ha mencionado anteriormente, debido a las diversas complicaciones que
presenta el diagnostico del CCR humano, es practicamente imposible estudiar las etapas
tempranas del desarrollo de esta neoplasia. Por este motivo consideramos que desarrollar
modelos experimentales que asemejen esta patologia puede ser muy util. Uno de ellos es
aquél inducido con nitrilotriacetato de hierro (FENTA), que es un complejo formado por el
Fe3* y el acido nitrilotriacético (Figura 3), de facil absorcion y se transporta eficientemente

a las células del parénquima de varios érganos como el riidén (Awai M et al., 1979).

Figura 3. Estructura quimica del FeNTA. El compuesto FENTA se forma por la
complejacién del acido nitrilotriacético con el hierro (lll), (Modificada de Nishida Y et
al., 2007).



Se ha propuesto que después de la administracidn intraperitoneal (i.p) en ratas, el FeNTA
es absorbido por el mesotelio hacia la vena porta y enviado a circulacion previo paso por
el higado (Toyokuni S, 1996; Okada S et al., 1993). Cuando el FeNTA se encuentra en
circulacion, es filtrado por el glomérulo renal y llega posteriormente al tubulo proximal
(Figura 4).

Figura 4. Porciones tubulares basicas de la nefrona. La unidad funcional del rifién es la
nefrona, la cual consta de dos partes principales, la corteza y la médula (externa e interna)
renales. Dentro de la corteza se ubica el glomérulo y los tubulos proximales, distales y
colectores corticales, principalmente. En cambio, en la porcibn medular se encuentre
principalmente el asa de Henle y el tubulo colector medular (modificado de Guyton AC &
Hall JE, 1997).

Como se muestra en la Figura 5, dentro del tibulo proximal, el Fe**NTA es reducido por
accion del glutation a Fe**NTA (Toyokuni S, 1998), catalizando la reaccién de Fenton-
Haber Weiss, con la cual se generan especies reactivas de oxigeno (Figura 6) (Tsuchiya K
et al., 2005), induciendo de esta manera el dafio en las células del tubulo proximal
(Tanaka T et al., 2000).



Figura 5. Propuesta del metabolismo del FENTA en rifion. El FeNTA es filtrado hacia
los tubulos proximales, donde es reducido por accion del glutation (GSH)
desencadenando la reaccion de Fenton-Haber Weiss. GSH: Glutation, y-GTP: y-Glutamil
transpeptidasa (Modificada de Toyokuni S, 1996 y Okada S et al., 1993).

Fe?* + H202 —Fe** + OH- + QH"

Fe?* + QO — Fe? +0:2

Qz* + Hz202 &+ 0H" +OH-+ 02

Figura 6. Generacién de ERO’s mediante la reaccién de Fenton-Haber Weiss.

Una de las ventajas que ofrece este modelo es que los tumores inducidos parecen ser la
contraparte histolégica del CCR humano de células claras, que es el subtipo mas comun
(Vargas-Olvera CY, 2009; Vargas-Olvera CY et al., 2012). Ademas, se ha observado que



utilizar N,N-dietilnitrosamina (DEN) como iniciador tumoral reduce el tiempo de formacion
de tumores a s6lo 4 meses y aumenta la incidencia a un 80-85% (Athar M & Igbal M,1998;
Vargas-Olvera CY et al.,, 2012), a diferencia del uso unicamente del FeNTA y de otros

modelos que tardan hasta 2 afios (Umemura T et al., 1995; Lash LH et al., 2000).

A pesar de que este modelo se ha utilizado para el estudio de carcinogénesis renal, aun
no estan claras las alteraciones moleculares que llevan a la transformacion celular y
desarrollo de CCR, por lo que el contar con este modelo experimental bien caracterizado
nos permitiria definir sus alcances como equivalente del padecimiento en el humano,
representando asi una valiosa herramienta para la busqueda de alteraciones especificas,
la identificacion de nuevos marcadores en etapas tempranas del CCR para su deteccion

oportuna y el desarrollo de agentes terapéuticos mas eficaces.

En nuestro laboratorio se encontré que la exposicidon a FeNTA durante uno y dos meses
genera lesiones pre-neoplasicas como displasia, ademas de alteraciones moleculares
potencialmente pro-carcinogénicas (Aguilar-Alonso FA, 2010; Rangel-Gémez AT, 2011;
Curiel-Muiiz P, 2012; Pariente-Pérez TO, 2012; Vargas-Olvera CY et al., 2012; Navarro-
Garcia R, 2013). Sin embargo, se necesita ahondar en estos estudios para tener un

panorama mas claro de las moléculas involucradas en el desarrollo de este cancer.

El FeNTA se maneja en general como un carcindbgeno especifico de rindbn que induce
tumores hasta en un 80% de los roedores tratados, y que en algunos casos puede
presentarse metastasis en higado y pulmén (Ebina Y et al.,, 1986; Toyokuni S, 1998;
Vargas-Olvera CY et al., 2012). Sin embargo, se ha reportado que en ratones usando un
protocolo similar se inducen adenomas y adenocarcinomas primarios de pulmén en un
30% de los animales estudiados (Kimoto T et al., 2001). Por otro lado, se sabe que tras 12
horas de la administracion de FeNTA se induce un incremento en los niveles de estrés
oxidante, asi como dafio tisular y algunos eventos pro-proliferativos en higado (Agarwal
MK et al., 2005). No obstante, no se han encontrado reportes que indiquen que la

exposicion a FeNTA genere cancer primario de origen hepatico. Con base en estos
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antecedentes, se puede decir que el FeNTA causa dafio en higado y pulmén, no obstante,
con el esquema de tratamiento utilizado en nuestro laboratorio no hemos observado el

desarrollo de tumores primarios en estos 6érganos (Vargas-Olvera CY et al., 2012).

Ademas, en protocolos de tratamiento durante uno y dos meses a FeNTA se analizé el
estatus de diversas proteinas que encontramos alteradas en el tejido renal, sin encontrar
cambios en tejido hepatico y pulmonar. Estas evidencias refuerzan la idea de que las
alteraciones que encontramos en riidn pueden participar en el desarrollo del CCR en el
modelo, y que si bien, el FeNTA puede causar dafio en otros tejidos, bajo el esquema de
tratamiento utilizado en nuestro laboratorio parece que el FeNTA induce el desarrollo de

neoplasias especificamente en rifidn.

2.4 Akt/ Proteina cinasa B (PKB) y CCR

La proteina Akt, también conocida como PKB (por sus siglas del inglés Protein Kinase B),
es una cinasa de serina/treonina que regula diversos eventos celulares y tiene una amplia
variedad de blancos directos (Hanada M et al., 2004). Puede fosforilar, y de esta manera
inhibir, proteinas pro-apoptéticas como Bad y Foxo3a, previniendo asi apoptosis (Manning
BD & Cantley LC, 2003; Datta SR et al., 1999), o bien puede fosforilar y activar numerosas
proteinas pro-oncogénicas involucradas en la progresion del ciclo celular, como HDM2,
IKK y Skp2 (Ozes ON et al., 1999; Ecker K & Hengst L, 2009; Lin HK et al., 2002; Zhou
BP et al., 2001). Asi mismo, Akt regula el crecimiento celular y la traduccion de proteinas
mediante fosforilacion e inactivacion de TSC2, resultando esto en la activacion de la via
mTORC1 (Li Y et al., 2004; Manning BD & Cantley LC, 2003). Ademas, Akt regula el
metabolismo de glucosa a través de la fosforilacidon y consecuente inactivacién de GSK3p
(Bondy CA & Cheng CM, 2004), por mencionar sélo algunos ejemplos.

Existe evidencia del aumento en la activacion de Akt en el CCR humano. Por ejemplo, se
ha encontrado mediante inmunohistoquimica que los niveles proteicos de p-Akt (S473) en

tejido tumoral de CCR estan aumentado con respecto al tejido adyacente al tumor y a
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oncocitomas renales, los cuales se han designado como lesiones benignas del CCRcc
(Hennenlotter J et al., 2012), asi como el aumento de t-Akt y p-Akt en tumores primarios y
lineas celulares de CCR humano, determinado por Western blot e inmunocitoquimica (Kim
J et al., 2009). Los tumores exhibieron heterogeneidad en los niveles de p-Akt, pero en
todas las muestras el nivel de la cinasa fosforilada fue mayor con respecto a sus
contrapartes de tejido renal sano (Kim J et al., 2009). Interesantemente, en otro trabajo se
observé mediante inmunohistoquimica la tincion contra p-Akt tanto en citosol como en
nucleo (Pantuck AJ et al., 2007). En este estudio la tincion citosolica se detectd en el 93%
de los tumores analizados, y la presencia fue mucho mayor en CCR de células claras
(CCRcc) que en otros subtipos histologicos. Por otra parte, la tincion nuclear fue positiva
en el 61% de los tumores y esto correlaciond con la enfermedad no metastasica en los
pacientes, por lo cual la localizacion nuclear de p-Akt se asocié con un pronostico
favorable, mientras que su ubicacién citosélica con un prondstico desvaforable (Pantuck
AJ et al., 2007).

No hay reportes en la literatura en cuanto al estatus de Akt y p-Akt en etapas tempranas
del desarrollo de CCR humano, por evidentes razones, ni en el CCR inducido con FeENTA;
en este ultimo caso no se conoce el estatus de la cinasa en los tumores. Los unicos
antecedentes directos al respecto son hallazgos de nuestro laboratorio donde se encontré
un aumento en los niveles totales de Akt (t-Akt) y p-Akt en corteza renal de ratas
expuestas durante uno y dos meses a FeNTA, sin observar cambios en higado y pulmén
(Pacheco-Bernal I, 2014). Esto indica que Akt estd acumulandose y siendo activada en
etapas tempranas de la carcinogénesis y que la respuesta de Akt parece ser especifica del
rindn. Por lo tanto, consideramos interesante estudiar posibles consecuencias del aumento
en la activacién de Akt, particularmente sobre proteinas blanco que se hayan reportado
alteradas en CCR humano y participen en vias de sefalizacion que se estan estudiando
en nuestro laboratorio, continuando asi con la caracterizacion del modelo experimental y
aportando evidencias de los posibles mecanismos involucrados en la carcinogénesis renal
inducida con FeNTA.
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2.5 Via Akt/TSC2/mTORCA1

TSC2 (por sus siglas en inglés, Tuberous Sclerosis Complex 2) es regulada por multiples
fosforilaciones, tanto activantes (como es el caso de aquellas realizadas por GSK3p y
AMPK) como inactivantes (por ejemplo, aquéllas realizadas por Akt, RSK1 y ERK1/2), y
cuya combinatoria aun no esta del todo comprendida (Dibble CC & Manning BD, 2010). p-
Akt inactiva a TSC2 mediante su fosforilacion en los residuos S939, S981, S1130, S1132y
T1462, siendo la fosforilacion en la T1462 la mejor caracterizada. TSC2 se considera el
principal inhibidor de la activacién del complejo mTORC1 en respuesta a la deprivacion de
nutrientes y/o factores de crecimiento, el cual es un modulador clave de los procesos de
traduccién y crecimiento celular (Figura 7) (Bellacosa A et al.,, 2005; Martelli AM et al.,
2010).

Figura 7. Via Akt/TSC2/mTORC1. Una
vez activada, p-Akt inhibe directamente
a TSC2 por fosforilacion. TSC2 es una
GAP que funciona en asociaciéon con
TSC1 para inactivar la proteina G
pequena Rheb. La inactivacién del
complejo TSC1/TSC2 mediada por Akt
permite la acumulacion de Rheb en un
estado unido a GTP. Rheb-GTP
aumenta la actividad de cinasa del
complejo mTORC1. Los blancos mas
conocidos de mTORC1 son p70S6K
(S6K) y 4E-BP1, los cuales son criticos
para el proceso de traduccion. HIF y
ciclina D1 son blancos indirectos de
mTORCH1, ya que la actividad de este
complejo favorece la traduccion de los
mMRNAs de HIF y ciclina D1, entre otros
(Modificada de Bellacosa A et al.,
2005).
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2.5.1 TSC2

TSC2, también conocido como tuberina, es una proteina altamente conservada en
mamiferos (>80% de homologia en secuencia de aminoacidos) que tiene un peso
aproximado de 200 kDa (Kandt RS et al., 1992; Consortium ECTS, 1993), y que tanto en
humano como en rata tiene al menos 4 isoformas con peso molecular similar, todas
generadas por splicing alternativo (Xu L et al., 1995; Xiao GH et al., 1995; UniProtKB-
P49815 (TSC2_HUMAN) (2002-2017)).

Esta proteina forma un heterodimero con la proteina TSC1 (también conocida como
hamartina) (Ronser M et al., 2008) para regular la activacion del complejo mTORC1 a
través de Rheb (Figura 6) (Bellacosa A et al., 2005; Martelli AM et al., 2010). TSC2 tiene
actividad catalitica intrinseca de proteina activadora de GTPasa (GAP), mientras que
TSC1 le brinda estabilidad a TSC2, impidiendo que sea degradada (Ronser M et al.,
2008). El complejo TSC1/TSC2 induce entonces a la proteina Rheb (que es un miembro
de la familia de proteinas G pequefas) a hidrolizar el GTP que lleva unido, generandose
Rheb-GDP. Rheb puede activar al complejo mTORC1 s6lo cuando tiene unido GTP, y de
esta manera es como TSC2 impide la activacion de mTORC1 (Dibble CC & Manning BD,
2010).

2.5.2 mTOR

mTOR (por sus siglas en inglés mammalian Target Of Rapamycin) es una proteina
perteneciente a la familia de las cinasas relacionada con PI3K (PIKK), que esta altamente
conservada en mamiferos (Memmott RM & Dennis PA, 2009) y forma parte de dos
complejos multiproteicos conocidos como complejos 1 y 2 de mTOR (mTORC1 y
mTORC2). Estos complejos se caracterizan por estar conformados por diferentes
proteinas y por tener diferentes sustratos (Figura 8). mTORC1 esta conformado por las
proteinas mTOR, Raptor, mLST8 (GBL), PRAS40, FKBP38 y DEPTOR, y es sensible al
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compuesto rapamicina y sus analogos. En su caso, mTORC2 se compone de las
proteinas mTOR, Rictor, mLST8, SIN1, Protor, DEPTOR y es generalmente descrito como

insensible a rapamicina y sus analogos (Dowling RJ et al., 2010).

La senalizacion por mTORC1 integra el censo de las condiciones ambientales (nutrientes,
niveles de oxigeno, hormonas, factores de crecimiento, estrés, etc.) y la el estado
metabdlico celular. De esta manera mTORC1 controla los procesos anabdlicos para

promover la traduccion y el crecimiento celular (Tamburini J et al., 2009).

Figura 8. Composicion de mTORC1 y mTORC2. mTORC1 esta formado por
mTOR, Raptor, PRAS40, mLST8 (GBL) y Deptor. mLST8 se une a mTOR en
ambos complejos. Deptor actia como inhibidor de ambos complejos. mTORC2
contiene a Rictor, mSIN1 y Protor 1 (Modificada de Tchevkina E & Komelkov A,
2012).

Por un lado, mTORC1 regula la sintesis de proteinas mediante la fosforilacion de p70S6K
1/2 en el residuo T389 y de 4E-BP1 en el residuo T70. p70S6K1/2, a su vez, fosforila a la
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proteina S6, que forma parte del complejo ribosomal 40S, llevando a una traduccion activa
de mRNAs. Cabe mencionar se ha descrito un “loop” de retroalimentacion positiva entre
p70S6K y mTORC1, ya que p70S6K una vez activado puede fosforilar a mTOR en la
S2448 cuando forma parte del complejo mTORC1, aumentando asi su actividad, y esta
fosforilacién se ha manejado como indicativo de la completa activacion de mTORC1 (Copp
J et al., 2009). Por su parte, la fosforilacion de 4E-BP1 resulta en la liberacion del factor de
iniciacién de la traduccion eucariote 4E (elF4E) el cual se asocia con el factor de iniciacion
eucariote 4G (elF4G) para estimular el inicio de la traduccion (Wang X et al., 2005). Los
miembros de la familia 4E-BP son supresores de la traduccion de un conjunto de
transcritos referidos como “mRNAs sensibles a elF4E”. Este conjunto de mRNAs se
caracteriza por tener regiones 5’'UTR largas y complejas, y codifican para proteinas que
son reguladoras clave de la supervivencia y proliferacién celular, incluyendo ciclina D1,
HIF, c-Myc y STAT3 (Culjkovic B et al., 2006). Particularmente, ciclina D1 permite el
progreso del ciclo celular, mientras que HIF (HIF-1a y HIF-2 a) resulta crucial para la
adaptacién de las células en condiciones de hipoxia, y tanto ciclina D1 como HIF se han
reportado desreguladas en diversos tipos de cancer incluyendo el CCR humano (Li L &
Kaelin Jr. WG, 2011).

Ademas, mTORC1 regula la sintesis proteica de manera indirecta a través de la activacion
del factor IA del inicio de la transcripcion (TIF-IA), que es un factor que transduce las
sefales extracelulares a la maquinaria de transcripcion de la RNA polimerasa |, con la
consecuente estimulacién de la biogénesis del rRNA para el ensamble de los ribosomas
(Mayer C et al., 2004).

Por otro lado, cabe mencionar que se ha observado que la inhibicion de mTORCH1 lleva a
una disminucion en los niveles proteicos de HIF1 y 2a en condiciones de normoxia e
hipoxia moderada, y se ha propuesto que el mecanismo de regulacion de los niveles de
HIF se da a nivel traduccional (Knauo KX et al., 2009). Estas observaciones coinciden con
la creciente evidencia de la existencia de mecanismos de regulacion de HIF en respuesta

a factores de crecimiento (Koh MY et al., 2008).
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2.6 TSC2, mTORy CCR

En el CCR humano se ha reportado un aumento en los niveles proteicos de varios de los
componentes del complejo mTORC1, lo que le confiere a las células tumorales
capacidades de crecimiento, proliferacion y angiogénesis necesarias para su

supervivencia (Youssef RM et al., 2012).

Otra caracteristica comun del CCR humano es el aumento en los niveles de HIF-1 y 2a,
generalmente asociado a la pérdida de funcién del supresor tumoral VHL, esté ultimo
encargado de la ubiquitinacion de HIF (Shen C & Kaelin WG Jr, 2013). Sin embargo, se ha
reportado que en el CCR mTORC1 induce el aumento en la traduccién del mRNA de HIF,
y que este mecanismo es independiente de VHL, siendo esta respuesta regulada por el
estimulo con factores de crecimiento (Hudson CC et al., 2002; Fingar DC et al., 2004). Asi
mismo, en esta neoplasia hay un aumento en los niveles proteicos de la ciclina D1, y se ha
sugerido que esto puede ser resultado de la regulacion por mTORC1, que induce la
traduccion del mRNA de ciclina D1 (Ma XM & Blenis J, 2009). Acorde con lo anterior, en la
clinica se utilizan inhibidores de mTOR en pacientes con CCR, pero el tratamiento no es
suficientemente efectivo, debido en parte a la falta de comprensién de la regulacién de
mTOR (Santoni M et al., 2014).

En cuanto a TSC2, son limitados los estudios en el CCR humano. Se sabe que las
personas deficientes en esta proteina desarrollan una enfermedad conocida como
esclerosis tuberosa, las cuales presentan desérdenes neuroldgicos y crecimiento de
masas celulares en diversos tejidos, desarrollando angiomiolipomas renales y, en algunos
casos, CCR (Rouviére O et al., 2013).

En cambio, hay varios estudios sobre TSC2 en el modelo experimental de la rata Eker, el
cual se ha utilizado para la comprension del CCR. La rata Eker presenta una mutacion en
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un alelo del gen Tsc2, y un segundo “hit” inactiva el alelo normal de este gen llevando al
desarrollo de la neoplasia (Liu MY et al., 2003). También en el modelo de la rata Eker se
ha encontrado un aumento en los niveles de HIF2q, y esta alteracidn se ha asociado a la
ausencia de TSC2 (Liu MY et al., 2003).

Por ultimo, en el CCR inducido con FeNTA no se ha estudiado el estatus de TSC2 ni de
mTOR, sin embargo, en etapas tempranas del modelo encontramos un aumento en los
niveles tanto de ciclina D1 como de HIF 1a y 2a, ademas de un aumento en los niveles de
t-Akt y p-Akt (S473) (Pacheco-Bernal |, 2014), sugiriendo que la activacion de Akt podria
inactivar a TSC2, con la consecuente activacion de mTORC1 mediada por Rheb, y que
este mecanismo podria ser responsable, al menos en parte, del aumento en los niveles
proteicos de ciclina D1 y HIF1 y 2a (Aguilar-Alonso FA, 2010; Navarro-Garcia R, 2013;
Curiel-Mufiz P, 2014).
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3 JUSTIFICACION

El carcinoma de células renales (CCR) es el cancer renal mas comun en adultos y tiene un
alto indice de mortalidad, debido en gran parte a que frecuentemente se diagnostica en
etapas muy avanzadas. Uno de los escasos modelos experimentales que existen para el
estudio del CCR, es aquél inducido con el carcindgeno nitrilotriacetato de hierro (FENTA),

y que ha mostrado similitudes importantes con la neoplasia en humano.

Con el fin de identificar los posibles mecanismos involucrados en la carcinogénesis asi
como de caracterizar el modelo y establecer su equivalencia con la enfermedad en el
humano, en nuestro grupo de investigacién se esta analizando en este modelo animal el
estatus de vias de sefalizacion que se han vinculado con el desarrollo de cancer en
general y que se han observado alteradas en los tumores de CCR humano. Entonces,
parte importante de esta linea de investigacién es analizar el comportamiento de las vias
de sefalizacion en etapas tempranas del modelo, que son practicamente imposibles de
estudiar en el humano, que es cuando se dan las alteraciones que llevan a la
transformacién celular, y ademas es cuando un proceso canceroso puede ser mas

controlable, e incluso curable.

Con base en evidencias previas, como la presencia de displasia y otras alteraciones pro-
carcinogénicas después de uno y dos meses de exposicion a FeNTA, hemos considerado

estos tiempos de estudio como etapas tempranas del proceso carcinogénico en el modelo.

Se han descrito alteraciones en la via Akt/TSC2/mTORC1 en el CCR humano, tanto en
tumores como en lineas celulares. Asi mismo, la activacion de esta via se ha asociado con
el aumento en los niveles de ciclina D1 y HIF, que son proteinas importantes para la
progresion del ciclo celular y la angiogénesis, respectivamente. Interesantemente, en
etapas tempranas del modelo de carcinogénesis renal inducida con FeNTA encontramos
un aumento en los niveles de Akt y de Akt fosforilada en el residuo de S473, asi como un
aumento en los niveles de ciclina D1 y HIF 1 y 2 a, sugiriendo que la activacion de Akt
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podria participar en la inhibicion de TSC2, teniendo como resultado la activacién de
mTORC1, y que este mecanismo podria contribuir, al menos en parte, al aumento en los

niveles proteicos de ciclina D1y HIF 1a y 2a.

Por lo tanto, en el presente proyecto nos interesé analizar en tejido renal de ratas
expuestas a FeNTA durante uno y dos meses, los niveles proteicos de TSC2 total (t-
TSC2) y su fosforilacion en T1462 (p-TSC2), la cual es realizada por Akt, asi como de
mTOR total (t-mTOR) y fosforilada en S2448 (p-mTOR), fosforilacion que es indicativa de

su activacion cuando forma parte del complejo mTORCH1.
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4 HIPOTESIS

Los niveles de TSC2 fosforilada en T1462 asi como de mTOR fosforilada en S2448
aumentaran en etapas tempranas de un modelo experimental de carcinogénesis renal
inducida con FeNTA, de acuerdo con el aumento en los niveles renales de p-Akt (S473)

previamente observado.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar el estatus de TSC2 y mTOR en etapas tempranas de la carcinogénesis renal

inducida con FeNTA, como probable consecuencia de la activacion de Akt.

5.2 Objetivos particulares

1. Desarrollar protocolos de exposicion a FeENTA durante uno y dos meses en ratas

Wistar macho.

2. Establecer las condiciones para el analisis por Western blot de TSC2, p-TSC2 (T1462),
MTOR y p-mTOR (S2448).

3. Determinar en corteza renal de animales tratados durante uno y dos meses:
a) Los niveles de TSC2 y p-TSC2 (T1462)
b) Los niveles de mMTOR y p-mTOR (S2448)
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Protocolo de tratamiento con FeNTA
El esquema de tratamiento y los grupos de estudio se resumen en la Tabla 1 y en la
Figura 9.

Tabla 1. Grupos de estudio y esquemas de tratamiento para el desarrollo del protocolo de
exposicion a FeNTA.

Grupo No. de animales Esquema de tratamiento

Control (C) 10 Vehiculos (solucion salina y NazHCOs 120 mM)

DEN (D) 6 Administracion i.p. unica de N-dietilnitrosamina (DEN) (200 mg/kg)

Administracion i.p. de nitrilotiacetato de hierro (FeENTA) dos veces por

FeNTA (F) 10
semana con aumentos semanales de la dosis (3, 5, 7, 9 mgre/kg).
Administracion i.p. unica de N-dietilnitrosamina (DEN) (200mg/kg)
y posterior administracién i.p. de nitrilotiacetato de hierro (FENTA)

D+F 10

dos veces por semana con aumentos semanales de la dosis (3, 5, 7,

9 mgre/kg).

i.p., intraperitoneal.
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. Sacrificio
. .. . Sacrificio
Comienzo de las administraciones de . Segundo mes del protocolo
FeNTA dos veces por semana con Primer mes del protoc(?.lo +Toma de muestras de tejido
aumentos semanales en la dosis. *Toma de muestras de tejido renal.
renal.
_28 14 0 7 14 21 28 35 42 49 56
FeNTA  FeNTA FeNTA FeNTA
3mgrtkg  OMPrelkg  Tmgrlkg 9mge/kg La administracion de FeNTA se mantuvo en
9mgre/kg
Administracion unica de
DEN (200mg/kg)

Figura 9. Esquema de tratamiento para el desarrollo del protocolo experimental. Las
ratas se mantienen en un periodo de adaptacion de dos semanas en el bioterio.
Posteriormente se les administra el DEN a una dosis unica de 200 mg/kg via
intraperitoneal (i.p.). Quince dias después, se inicia la administracion del FeNTA con un
esquema de dos inyecciones i.p. semanales y con aumentos semanales de la dosis,
iniciando con 3 mgre/kg, pasando por 5 y 7 mgre/kg, hasta alcanzar una dosis final de 9
mgre/kg, la cual se mantiene posteriormente. Uno o dos meses después de la primera
administracién de FeNTA, segun sea el caso, se sacrifican los animales por decapitacion a
las 48 horas de la ultima administracion del carcindgeno, obteniéndose las muestras a
analizar.

Se utilizaron ratas macho Wistar (Harlan México-UNAM), cuyo peso inicial oscilé entre 50
y 70 g. Los animales se distribuyeron en 4 grupos: Control (C), DEN (D), FeNTA (F) y
DEN+FeNTA (DF). El grupo control fue tratado con los vehiculos correspondientes,
mientras que los animales del grupo DEN+FeNTA recibieron el iniciador tumoral DEN vy el
promotor tumoral FENTA, ya que su combinacion lleva al desarrollo de CCR con una
mayor incidencia y en un menor tiempo (aproximadamente 6 meses) que con la
administracién unicamente de FeNTA (1 afio aproximadamente). El grupo DEN se incluyo
como un control para asegurar que las alteraciones que se observen no sean debidas a

este iniciador tumoral per se (Vargas-Olvera CY et al., 2012).
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Las ratas de todos los grupos experimentales se sacrificaron por decapitacion 48 horas
después de la ultima administracién de FeNTA a los grupos correspondientes. De cada
rata se obtuvieron ambos rifiones y se separo la corteza de la médula. La corteza se
dividié en fracciones, las cuales se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -70 °C hasta que fueron analizadas.

6.2 Preparacion y administracion de N-dietilnitrosamina (DEN)

La DEN se obtuvo de Sigma Aldrich Inc. (St. Louis MO,EUA) y se prepar6 diluyendo el
contenido del frasco (1 mL de 990-999 mg/mL) en 11 mL de solucion salina y ajustando el
volumen a administrar dependiendo del peso de cada rata para cubrir la dosis. Su
administracién fue via intraperitoneal (i.p.) 15 dias antes de la primera inyecciéon de FeNTA
en una dosis unica de 200 mg/kg. La dosis se eligié de acuerdo con la literatura (Khan N &
Sultana S, 2005; Athar M & Igbal M, 1998) y protocolos previos de nuestro laboratorio
(Vargas-Olvera CY, 2009).

6.3 Preparacion y administracion del nitrilotriacetato de hierro (FeENTA)

El FeNTA se preparo siguiendo el método de Awai et al., 1979, con ligeras modificaciones
(Vargas-Olvera CY, 2009). Se prepard una solucién de Fe(NOs)s 160 mM (Sigma Aldrich
Inc., St. Louis MO,EUA) y otra de nitrilotriacetato de sodio 320 mM (Sigma Aldrich Inc., St.
Louis MO,EUA), utilizando en ambos casos una solucion de Na2HCOs 120 mM como
disolvente. Se mezclan ambas soluciones en una proporcién 1:2 v/v respectivamente y se
ajusta el pH a 7.4 con la solucion de Na2zHCOs. La concentracion final de hierro es de 2.98
mgre/mL (ver anexo 11.1). El FeNTA se administro recién preparado via parenteral dos
veces por semana durante 4 semanas con un aumento semanal de la dosis, partiendo de

3 mgre/kg hasta alcanzar una dosis de 9 mgre/kg, la cual se mantuvo hasta los dos meses.
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El volumen de solucion de FeNTA administrada se basa en la concentracion de hierro y en

el peso del animal, efectuando un calculo como en el siguiente ejemplo:

Para administrar una dosis de 3 mgre/kg a una rata cuyo peso es de 0.260 kg

1 mL solucién de FENTA) (3 mg Fe

0260 K (
g 298 mg Fe 1 Kg

) = (0.261 mlL solucion de FeNTA

6.4 Métodos

6.4.1 Niveles de TSC2, mTOR y sus formas fosforiladas mediante Western blot
(WB)

Por medio de la técnica de Western blot se pueden detectar proteinas que han sido
separadas de acuerdo a su peso molecular por electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida y que después han sido transferidas a una membrana de fluoruro de
polivinilo (PVDF). Para la deteccion se utilizan anticuerpos especificos contra las proteinas

de interés, que en este caso son TSC2, p-TSC2, mTOR y p-mTOR.

Para estudiar las proteina de interés en las muestras, se homogenizan 100 mg de corteza
renal en 650uL de amortiguador de lisis pH 7.4 en bano de hielo, cuya composicidn es:
1,4- ditiotreitol (DTT) 1 mM, TRIS HCI 10 mM, glicerol al 30%, EDTA 1 mM, triton X-100 al
1%, ortovanadato 1 mM, fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) 1 mM, azida de sodio 15
mM, e inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Roche). Los homogenados obtenidos se
centrifugan a 13,500 rpm (centrifuga Thermo Scientific Legend RT+, Alemania) a 4°C
durante 30 min, y posteriormente el sobrenadante se recupera y almacena a -20°C hasta

el dia de su analisis.

A cada homogenado se le determina el contenido de proteinas totales mediante el método

de Bradford como se describe a continuacion.
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6.4.2 Cuantificaciéon de proteinas por el método de Bradford

Este método se basa en la deteccidén colorimétrica que involucra la union del azul brillante
de Coomassie G-250 a las proteinas, o que causa un cambio en la absorcién maxima del
colorante de 465 a 595 nm. La absorbancia a esta ultima longitud de onda es proporcional

a la cantidad de proteina presente en la muestra (Bradford MM, 1976) (ver anexo 11.2).

6.4.3 Electroforesis y transferencia

Con base en la determinacién de proteinas totales por el método de Bradford, se calcula el
volumen de homogenado necesario para cargar entre 110 y 120 pg de proteinas totales,
para el caso de las cortezas renales, en cada pozo de los geles de acrilamida para
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La electroforesis se corre
durante 2.5 h a 100 V. Posteriormente se realiza la transferencia semiseca (Transblot SD
semidry Transfer Cell, BioRad) de las proteinas a una membrana de PVDF (Immobilion-P,
Millipore Corporation, MA, USA) durante 2 horas a 270 mA (ver anexos 11.3y 11.4).

6.4.4 Deteccion de las proteinas de interés

Al ser TSC2 y mTOR proteinas de alto peso molecular (200 y 289 kDa, respectivamente),
su deteccién por WB es un poco mas compleja, por lo que fue necesario establecer las
condiciones ideales para poder estudiarlas mediante esta técnica. En las tablas 2 a 5 se
muestran las condiciones utilizadas en el WB para la deteccidon de cada una de las
proteinas estudiadas.

En términos generales, una vez terminada la transferencia, se bloquea la membrana con
suero fetal bovino (SFB) al 10% durante 1 h. Después se hibrida durante toda la noche

con el anticuerpo primario especifico (Tablas 2 a 5) contra las proteinas de interés. Al dia
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siguiente, se retira el anticuerpo primario y las membranas se lavan 3 veces con PBS-
Tween 0.1%, durante 15 min cada vez. Posteriormente, se incuban una hora con el
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a la peroxidasa de rabano (Santa Cruz
Biotechnology, EUA). Como el control de carga se utiliza a-tubulina. Transcurrido ese
tiempo se elimina el anticuerpo secundario sobrante realizando tres lavados de 15 minutos
cada uno con PBS. Por ultimo, en el cuarto oscuro se adicionan los sustratos de la
peroxidasa (luminol y H202) (Millipore Immobion ™Western Chemiluminescent HRP
Sustrate, Millipore Corporation, MA, USA) y se exponen las membranas a una placa de
rayos X (ver anexos 11.5y 11.6). En el caso particular para la deteccién de mTOR y p-
mTOR, se utilizd el equipo ChemiDoc™ XRS, BioRad, ya que la sensibilidad de dicho
equipo permitié detectar las bandas de interés sin interferencia de la senal de fondo que

se obtenia utilizando el método convencional con placas de rayos X (ver anexo 11.7).

Tabla 2. Condiciones utilizadas en el WB para la deteccién de TSC2 (200 kDa).

Condiciones utilizadas
Electroforesis 100V x2.5h
Transferencia 270 mA x2h

semiseca

Bloqueo SFB al 10% x 15 min

Anticuerpo Anti-TSC2 1:1000 / Incubacién de 10-12 h
primario

Anticuerpo Anti-conejo 1:40 000 x 1 h

secundario

Tabla 3. Condiciones utilizadas en el WB para la deteccién de p-TSC2 (200 kDa).

Condiciones utilizadas
Electroforesis 100V x2.5h
Transferencia 270 mA x2h

semiseca

Bloqueo SFB al 10% x 30 min

Anticuerpo Anti-p-TSC2 1:1000 / Incubacién de 10-12 h
primario

Anticuerpo Anti-conejo 1:40 000 x 1 h

secundario
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Tabla 4. Condiciones utilizadas en el WB para la detecciéon de mTOR (289 kDa).

Condiciones adecuadas

Electroforesis 100V x2.5h
Transferencia 270 mA x2h

semiseca

Bloqueo SFBal10% x 1.5 h

Anticuerpo Anti-mTOR 1:750 / Incubacién de 10-12 h
primario

Anticuerpo Anti-conejo 1:60 000 x 1 h

secundario

Tabla 5. Condiciones utilizadas en el WB para la deteccién de p-mTOR (289 kDa).

Condiciones adecuadas
Electroforesis 100V x2.5h
Transferencia 270 mAx2h

semiseca

Bloqueo TBS al 5% incubado con el anticuerpo primario
Anticuerpo Anti-p-mTOR 1:750 / Incubacién de 10-12 h
primario

Anticuerpo Anti-conejo 1:40 000 x 1 h

secundario

Las placas obtenidas se analizan por densitometria utilizando el programa Image J
(Broken Symmetry Soft). Se realiza esta determinaciéon tanto para las proteinas de
interés como para el control de carga. Posteriormente, para cada muestra se obtiene la
relacion entre los valores densitométricos de la banda de la proteina de interés y
aquélla del control de carga, y después el valor de esta relacion se divide entre el valor
promedio de la misma correspondiente al grupo control. De esta manera los datos se
expresan como el promedio de los valores obtenidos para las muestras de cada grupo
experimental +/- el error estandar (EE), lo cual se grafica utilizando el programa
“Graphpad Prism” version 5. La significancia estadistica se establecié por medio del
analisis de varianza, ANOVA, y utilizando el método de comparacién multiple de
Newman Keuls. Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron a partir

de un valor de p < 0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 Apariencia macroscopica de rinones

Al momento de la extirpacidon de los riflones, se realizd un analisis macroscépico para
determinar si se presentaba algun cambio por el tratamiento con FeNTA. Los rifiones de
los grupos C y D presentaron caracteristicas macroscopicas similares, mientras que a
partir de mes de exposicion al carcindgeno en los grupos F y DF se observo palidez de
la corteza renal, asi como enrojecimiento medular, e incluso a los dos meses de

tratamiento se observo la presencia de quistes (Figuras 10A y B).

Figura 10. Imagenes representativas de la apariencia macroscépica de rifiones
obtenidos después de uno y dos meses de tratamiento. (A y B) Los rifiones
correspondientes a las ratas del grupo D presentaron una apariencia macroscopica
similar al grupo C, mientras que los grupos tratados con el carcinébgeno mostraron
enrojecimiento medular y palidez en la corteza renal. Ademas, a los dos meses es
evidente la presencia de quistes en los grupos tratados con el carcinogeno (B).
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7.2 Condiciones para la determinacion en rindn de proteinas de alto peso molecular
mediante Western Blot (WB)

La transferencia de proteinas de alto peso molecular ha sido un problema al que se
enfrentan muchos investigadores (Kurien BT & Scofield RH, 2006). Generalmente, los
sistemas de transferencia semiseca han sido considerados como ideales para la
transferencia de proteinas de bajo o mediano peso molecular, pero no asi para la
transferencia de proteinas de alto peso molecular. En cambio, la transferencia humeda
es considerada como el método de eleccién para la transferencia de proteinas de alto
peso molecular (Kilmer G et al., 2015). Por lo tanto, en el presente estudio se considerd
inicialmente la transferencia humeda, pero, aunque se logré transferir proteinas de un
peso molecular mayor a 150 kDa en membranas de PVDF, no se detectaron las
proteinas de interés (TSC2 y mTOR, 200 y 289 kDa, respectivamente). Ante tal
situacion, se utilizo la transferencia semiseca, decidiendo aumentar el amperaje para
mejorar la capacidad de transferencia. Probando diferentes amperajes y variando el
tiempo de la transferencia se determiné que utilizando 270 mA de corriente durante 2.5
hrs fue adecuado para transferir proteinas de peso molecular mayor a 150 kDa (datos
no mostrados). Utilizando esta condicién de transferencia, se probaron diferentes
condiciones de bloqueo, dilucion de anticuerpos primarios y secundarios, obteniendo

como condiciones ideales las que se enlistas en las tablas 2-5.

7.3 Niveles de t-TSC2 y p-TSC2

Como se menciond anteriormente, en nuestro laboratorio ya se habia observado un
aumento en los niveles de t-Akt y p-Akt en las ratas tratadas durante uno y dos meses
con FeNTA (grupos F y DF), ademas de un aumento en los niveles de ciclina D1 y HIF

1y 2 a, sugiriendo que la activacién de Akt podria participar en la inhibicién de TSC2, lo
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que resultaria en la activacion de mTORC1, y este mecanismo podria contribuir, al
menos en parte, al aumento en los niveles de dichas proteinas. Por lo tanto, se decidio
analizar primero los niveles de TSC2, en sus formas tanto total (t-TSC2) como
fosforilada en la T1462 (p-TSC2). Para este analisis, se utilizaron muestras del
protocolo realizado durante el desarrollo de la presente tesis, asi como de un protocolo
realizado anteriormente en el laboratorio, corroborando la reproducibilidad de éstas

alteraciones entre protocolos.

En la figura 11 se muestran imagenes de Western blot representativas, asi como la
grafica de los analisis densitométricos de todas las autorradiografias en corteza renal

después de un mes de exposicion a FeNTA.

Como se puede observar, el grupo tratado unicamente con DEN (D) no mostré cambios
con respecto al grupo control (C), en ninguna de las determinaciones analizadas. En
cambio, los niveles t-TSC2 y p-TSC2 en los grupos F y DF presentaron un aumento
significativo con respecto al grupo control, sin presentar diferencia entre ellos.
Especificamente, los niveles de t-TSC2 se incrementaron alrededor de 6-7 veces,

mientras que los de p-TSC2 se incrementaron alrededor de 4 veces.
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Figura 11. Niveles renales de TSC2 total (t-TSC2) y fosforilada (p-TSC2) después
de un mes de tratamiento con FeNTA. En la parte superior se muestran las imagenes
de Western blot representativas donde se observan las bandas correspondientes a t-
TSC2 (A) y p-TSC2 (B), asi como aquellas correspondientes a a-tubulina, que se utilizd
como control de carga. En la parte inferior estan las graficas de los analisis
densitométricos de todas las determinaciones. El grupo D no presenté cambios, en
cambio en los grupos F y DF se observd un aumento significativo. Cada columna
representa media + error estandar (EE) de n muestras analizadas obtenidas de
diferentes animales. * p<0.05 vs. grupo control. URD, unidades relativas de
densitometria.

Para caracterizar mejor el comportamiento de esta proteina durante la carcinogénesis
se decidié analizar el estatus de t-TSC2 y p-TSC2 después de dos meses de
tratamiento con el carcinégeno, ya que, por hallazgos previos, este tiempo parece
representar una etapa temprana diferente de la carcinogénesis inducida con FeNTA

(Figura 12). Como se puede observar tanto en las imagenes representativas como en
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Figura 12. Niveles renales de TSC2 total (t-TSC2) y TSC2 fosforilado (p-TSC2)
después de dos meses de tratamiento con FeNTA. En la parte superior se muestran
las imagenes de Western blot representativas donde se observan las bandas
correspondientes a t-TSC2 (A) y p-TSC2 (B), asi como aquellas correspondientes a a-
tubulina, que se utilizé como control de carga. En la parte inferior estan las graficas de
los analisis densitométricos de todas las determinaciones. El grupo D no presentd
cambios, en cambio en los grupos F y DF se observd un aumento significativo. Cada
columna representa media * error estandar (EE) de n muestras analizadas obtenidas de
diferentes animales. * p<0.05 vs. grupo control. URD, unidades relativas de
densitometria.

las graficas, el grupo tratado unicamente con D no mostré cambios con respecto al
grupo C. En cambio, los grupos F y DF presentaron un aumento de 13-15 veces para la
proteina total, y de 8-9 veces para la proteina fosforilada, con respecto al grupo control,
por lo que se puede decir que las alteraciones observadas a un mes no soélo persisten,
sino que se exacerban a los dos meses de tratamiento. Asimismo, no hubo diferencia

significativa ente los grupos F y DF.
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7.4 Niveles de t-mTOR y p-mTOR

El aumento en los niveles de p-TSC2 es indicativo de que muy probablemente esté
activando a mTOR cuando forma parte del complejo 1 (mTORC1). Por lo tanto, se
midieron los niveles proteicos de esta cinasa tanto en su forma total (t-mTOR) como

fosforilada en S2448 (p-mTOR), indicativa de la activacion del complejo mTORCA1.

En las figuras 13 y 14 se muestran imagenes de los Western blot representativos, asi
como las graficas de los analisis densitométricos correspondientes a todas las
determinaciones realizadas tanto de t-mTOR como de p-mTOR, después de uno y dos
meses de tratamiento, respectivamente. En el caso de p-mTOR se observa un doblete,
por lo que mediante el calculo de desplazamiento electroforético relativo y el uso de
controles positivos, como células HeLa 6 U373, se determind que la banda superior
tiene un peso de 289 kDa, correspondiente a p-mTOR. La identidad de |la banda inferior

no se ha determinado.

Como se puede observar, ninguno de los grupos experimentales mostré cambios en los
niveles de t-mTOR con respecto al grupo C en los tiempos estudiados; en cambio, los
niveles de p-mTOR se incrementaron alrededor de 6 veces en los grupos F y DF a
partir de un mes, y este incremento fue de alrededor de 7 veces después de dos meses
de tratamiento, indicando la activacion de mTOR debida al tratamiento con el

carcinégeno.

Por otro lado, al igual que en el caso de TSC2, no se presentaron diferencias

significativas entre los grupos F y DF.
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Figura 13. Niveles renales de mTOR total (t-mTOR) y fosforilado (p-mTOR)
después de un mes de tratamiento con FeNTA. En la parte superior se muestran las
imagenes de Western blot representativos donde se observan las bandas
correspondientes a t-mTOR (A) y p-mTOR (B), asi como aquellas correspondientes a a-
tubulina, que se utiliz6 como control de carga. En la parte inferior estan las graficas de
los analisis densitométricos de todas las determinaciones realizadas. Los niveles t-
mTOR no cambiaron en ninguno de los grupos, mientras que en los grupos F y DF se
observoé un aumento significativo de p-mTOR. Cada columna representa la media +
error estandar (EE) de n numero de muestras analizadas obtenidas de diferentes
animales. * p<0.05 vs. grupo control. URD, unidades relativas de densitometria.

35



Figura 14. Niveles renales de mTOR total (t-mTOR) y fosforilado (p-mTOR)
después de dos meses de tratamiento con FeNTA. En la parte superior se muestran
las imagenes de Western blot representativos donde se observan las bandas
correspondientes a t-mTOR (A) y p-mTOR (B), asi como aquellas correspondientes a a-
tubulina, que se utiliz6 como control de carga. En la parte inferior estan las graficas de
los analisis densitométricos de todas las determinaciones realizadas. Los niveles t-
mTOR no cambiaron en ninguno de los grupos, mientras que en los grupos F y DF se
observé un aumento significativo de p-mTOR. Cada columna representa la media +
error estandar (EE) de n numero de muestras analizadas obtenidas de diferentes
animales. * p<0.05 vs. grupo control. URD, unidades relativas de densitometria.
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8 DISCUSION

La via Akt/TSC2/mTORC1 esta involucrada en multiples eventos celulares como son
supervivencia, crecimiento y proliferacion, y se ha demostrado que dicha via esta
alterada en diversos tipos de cancer (Martelli AM et al., 2010). La cinasa p-Akt fosforila
a la proteina TSC2 en la T1462, desactivandola (Li Y et al., 2004; Manning BD &
Cantley LC, 2003). La inactivacion de TSC2 permite que mTOR interaccione con Rheb-
GTP (Zheng X et al., 2014), y mediante dicha interaccion se facilita la fosforilacion de
MTOR en la S2448, cuando forma parte del complejo 1 (mTORC1), lo que aumenta la
capacidad traduccional de las células y particularmente de algunos mRNAs, como son
los de ciclina D1 y HIF (Dodd KM & Tee AR, 2015; Miloslavski R et al., 2014; Thoreen
CCetal., 2012).

Particularmente, en tumores de CCR humano se ha reportado la activacion de esta via,
presentandose un aumento en los niveles de p-Akt (S473), p-TSC2 (T1462) y p-mTOR
(S2448), lo que correlaciona con un incremento en los niveles proteicos de ciclina D1y
HIF 1y 2a (Youssef RM et al., 2012; Ma XM & Blenis J, 2009; Shen C & Kaelin WG Jr,
2013). Sin embargo, hasta la fecha no habia reportes del comportamiento de esta via
de sefalizacion en etapas tempranas de la carcinogénesis renal, las cuales son
practicamente imposibles de estudiar en el humano, debido a que esta enfermedad
generalmente se detecta cuando estd muy avanzada, e incluso cuando ya se desarrollo
metastasis (Dalgin GS et al., 2007). Por lo tanto, se decidié analizar su comportamiento
en etapas tempranas del modelo experimental de carcinogénesis renal por exposicion a
FeNTA, en el cual se desarrollan tumores que presentan caracteristicas histoldgicas
muy similares al CCR de células claras, que es el subtipo histolégico mas comun en el
humano, lo que hace proponer al modelo como una herramienta util para comprender
esta enfermedad. El hallazgo de nuestro laboratorio que constituyd el antecedente
directo del presente trabajo fue el aumento en los niveles de t-Akt y p-Akt después de
un mes de tratamiento con FeNTA, incremento que se mantuvo después de dos meses

(Pacheco-Bernal I, 2014). En cambio, los niveles de la cinasa se conservaron normales
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tanto en higado como en pulmén, donde no se desarrollan tumores primarios con
nuestro esquema de tratamiento, apoyando fuertemente la hipotesis de la participacion
de Akt en la carcinogénesis renal (Pacheco-Bernal |, 2014). Aunado a esto,
previamente se encontré un aumento en los niveles proteicos de ciclina D1y HIF 1y 2a
en rindn después de uno y dos meses de tratamiento (Aguilar-Alonso FA, 2010; Curiel-
Mupiz P, 2014). Por lo tanto, una de las probables consecuencias de la activacion de
Akt seria la inactivacion de TSC2, con la consecuente activacion del complejo 1 de
mTOR (mMTORCH1), lo que en ultima instancia podria ser uno de los mecanismos que
llevan al aumento previamente observado en los niveles proteicos de ciclina D1y HIF 1
y 2a en etapas tempranas. Partiendo de esto, se decidié analizar los niveles de TSC2 y
mTOR, tanto de las proteinas totales (-TSC2 y t-mTOR, respectivamente) como sus
formas fosforiladas, en la T1462 para el caso de TSC2 (p-TSC2), y en la S2448 para
mTOR (p-mTOR), fosforilaciones indicativas de la regulacion de su actividad en esta via
de sefalizacion. Esto se realizé en muestras de corteza renal obtenidas después de
uno y dos meses de exposicion a FeNTA, tiempos que representan diferentes etapas

tempranas de la carcinogénesis renal en este modelo experimental.

Ahora bien, el compuesto identificado como carcinégeno renal es el FENTA (Okada S &
Midorikawa O, 1982; Toyokuni S, 1996), por lo que se incluyd un grupo expuesto
unicamente al mismo. Asi mismo, en el presente trabajo, ademas del grupo control (C)
que recibié los vehiculos de los tratamientos, se incluyé el grupo expuesto soélo con el
iniciador tumoral DEN (D), en el cual no se encontraron alteraciones en ninguna de las
determinaciones realizadas en los tiempos estudiados, lo cual indica que este
tratamiento por si solo no tiene efecto en los niveles de TSC2 ni de mTOR, tanto de sus
formas totales como fosforiladas. En cambio, las alteraciones se presentan en los dos
grupos tratados con FeNTA (F y DF), por lo que se puede decir que las alteraciones
observadas son efecto del carcinégeno. Es importante aclarar que el esquema de
exposiciéon a DEN utilizado en nuestro protocolo no induce el desarrollo de tumores
renales, por lo que las alteraciones encontradas muy probablemente participen en el

proceso de carcinogénesis renal inducido por FeNTA.
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En el grupo F se encontré que aumentan los niveles de p-TSC2 después de un mes de
tratamiento y este incremento se mantuvo después de dos meses. Por lo tanto, el
hecho de que esta alteracidn persista, sugiere fuertemente que la fosforilaciéon de TSC2
puede estar participado en el proceso de carcinogénesis por exposicion al carcinbgeno
FeNTA. En cuanto a los niveles de TSC2 total, inicialmente esperabamos que se
encontraran disminuidos, ya que asi se han reportado en el CCR humano, ademas de
que su fosforilacion inactivadora mediada por Akt puede inducir la disociacion del
complejo TSC1/TSC2, haciendo a TSC2 mas susceptible a degradacion (Martelli AM et
al., 2010), y de hecho esto podria explicar la disminuciéon de sus niveles en el CCR
humano, donde p-Akt esta aumentada. Sin embargo, en el presente trabajo se encontro
un aumento en los niveles de t-TSC2 tanto después de un mes como después de dos
meses, lo que probablemente sea una respuesta para intentar proteger contra la
malignizacion a las células renales de ratas sometidas al tratamiento con el
carcindogeno, ya que, el aumento de los niveles de t-TSC2 puede llevar a la
prevencion/inhibicién de la activacion de mTOR cuando forma parte de mTORC1. Sin
embargo, encontramos que los niveles de p-mTOR (S2448, indicativo de la activacion
de mTORC1) estan aumentados tanto a uno como a dos meses de tratamiento, por lo
que parece ser que el aumento en los niveles de t-TSC2 no es suficiente para evitar la
activacion de mTORC1. Acorde con lo anterior, al comparar los niveles relativos de p-
TSC2 con respecto a t-TSC2, resulta que aproximadamente el 50% de esta proteina
esta siendo fosforilada (inactivada). Entonces, muy probablemente en estos tiempos de
estudio muchas de las células expuestas al insulto carcinogénico expresen TSC2 como
respuesta protectora, pero aquellas células donde los estimulos pro-carcinogénicos
prevalecen, como fosforilacion inactivante de TSC2 y la consecuente fosforilacion
activadora de mTORCH1, seran las que posteriormente se malignizaran llevando al

desarrollo de CCR en nuestro modelo de estudio (Vargas-Olvera CY, 2009).

Por otro lado, el aumento en los niveles de t-TSC2 puede ser una respuesta celular que
tenga otras implicaciones ademas de la regulacion de mTORC1. Se ha descrito que

existe una relacion directa entre los niveles proteicos de TSC2 y los de OGG1, la cual
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es una glicosilasa que participa en la reparacion del DNA. Ademas, se ha reportado que
esta glicosilasa se encuentra disminuida en el CCR humano (Audebert M et al., 2000).
Con base en lo anterior, se puede pensar que el aumento en los niveles de t-TSC2 en
etapas tempranas podria llevar a un aumento en los niveles de OGG1, lo que ayudaria
a contener el dafo al DNA de las células renales que son expuestas al carcindgeno
(Simone S et al., 2008; Habib SL et al., 2010), dado que dicho dafio ha sido bien
establecido en el modelo experimental (Kawanishi S et al., 2002; Bahnemann R et al.,
1998).

Asimismo, debemos mencionar que, a dos meses de tratamiento con el carcindbgeno
encontramos una correlacion entre el aumento de los niveles renales de p-Akt inducido
por FENTA, que habian sido previamente estudiados en nuestro laboratorio, con el
aumento actual en los niveles de p-TSC2 y p-mTOR. En cambio, en nuestro estudio
previo, a un mes de tratamiento no encontramos alteraciones en los niveles de p-Akt
para el grupo tratado sélo con FeNTA, mientras que si estamos encontrando un
aumento en los niveles de p-TSC2 y p-mTOR a este tiempo de estudio. Esta falta de
correlacion puede tener diversas explicaciones. Por ejemplo, se ha sugerido que las
fosforilaciones de activacion sobre Akt (T308 y S473), ademas de brindarle cierta
actividad, también pueden mediar su selectividad por algunos sustratos especificos.
Particularmente, se ha sugerido que la fosforilacion en T308, pero no necesariamente
en S473, lleva a la fosforilacion de TSC2 en su T1462 (Vladakonda L et al., 2013). Dado
que la fosforilacion analizada en Akt fue en S473, si esta sugerencia es correcta,
probablemente analizando la fosforilaciéon en T308 si haya correlacién con los niveles
de p-TSC2 encontrados en el presente proyecto. Otra manera de explicar la falta de
correlacion entre los niveles de p-Akt y p-TSC2 en este grupo de estudio podria ser
que, dado que las mediciones que realizamos mediante WB son a un tiempo puntual de
tratamiento, en ese momento Akt ya haya realizado su actividad de fosforilar a TSC2 y
esté siendo desfosforilada con el fin de contener el proceso carcinogénico, y por lo
tanto, el incremento en los niveles de p-TSC2 observado a un mes de exposicién al

carcindgeno en el grupo tratado unicamente con FENTA sea un efecto remanente de la
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actividad de Akt. Esta idea esta apoyada en el hecho de que, a un mes de tratamiento,
observamos que en algunas de las alteraciones que hemos estudiado, el
comportamiento no presenta un patron como el que se esperaria candnicamente, lo
cual puede deberse a que durante el establecimiento del proceso carcinogénico ocurre
una adaptacién continua de las células a los insultos. Sin embargo, a los dos meses de
tratamiento, tiempo que representa una etapa temprana distinta y mas avanzada, las
alteraciones que observamos son aquellas que prevalecieron llevando en ultima
instancia al desarrollo de la neoplasia. No obstante, tampoco podemos descartar que
otra cinasa pudiera estar fosforilando a TSC2 en este residuo, tal como RSK1, la cual
fosforila a TSC2 en el residuo de interés con una menor afinidad (Dibble CC & Manning
BD, 2010).

Por su parte, los niveles de t-mTOR se mantuvieron sin cambios en el tratamiento con
FeNTA con respecto al grupo control en los dos tiempos estudiados, a diferencia de lo
reportado en el CCR humano, en donde los niveles totales de esta proteina se
incrementan (Youssef RM et al., 2012). Hasta donde tenemos conocimiento, este es el
primer reporte de los niveles proteicos de t-mTOR en etapas tempranas del desarrollo
de CCR. Ahora bien, aunque la regulacién de los efectos de muchas proteinas se da
mediante cambios en sus niveles proteicos, en el caso de mTOR la principal forma de
regularse es mediante modificaciones post-traduccionales, de las cuales, la fosforilacion
es la mas estudiada. Por lo tanto, el hallazgo del mantenimiento sin cambio de los
niveles de t-mTOR en estos tiempos de la carcinogénesis renal refuerza la idea de la
regulacion de esta cinasa a nivel post-traduccional, evidenciado por el aumento de los

niveles de p-mTOR.

Ahora bien, aunque el FeNTA por si solo genera CCR, ocurre con una baja incidencia
(12-20%) y se necesita un periodo prolongado de tratamiento para que esto suceda
(alrededor de 1 ano) (Okada S & Midorikawa O, 1982). Por lo tanto, en el protocolo de
tratamiento utilizado en nuestro laboratorio se combina la exposicion de los animales al
iniciador tumoral DEN con el promotor tumoral FENTA ya que esta combinacion lleva al

desarrollo de CCR con una mayor incidencia y en un menor tiempo (aproximadamente
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6 meses) (Vargas-Olvera CY et al., 2012) que con la administracién unicamente de
FeNTA.

En este grupo DF se encontré que, de manera similar al grupo FeNTA, existe un
aumento en los niveles de p-TSC2 después de un mes, y este aumento se mantiene
después de dos meses de tratamiento, lo que correlaciona con un aumento en los
niveles de p-mTOR tanto a uno como a dos meses, mientras que los niveles de t-mTOR
permanecen sin cambios en ambos tiempos de estudio, teniendo implicaciones
similares a las que se han discutido para el grupo FeNTA. Interesantemente, como
antecedentes directos del presente trabajo (Pacheco-Bernal I, 2014), teniamos que los
niveles de p-Akt se incrementan tanto a uno como a dos meses de tratamiento en el
grupo DF, lo cual correlaciona perfectamente con el comportamiento encontrado de
TSC2 y mTOR, y que difiere parcialmente con el comportamiento discutido para el
grupo FeNTA a un mes de tratamiento. Esta diferencia puede sugerirse como una de
las razones que lleven al desarrollo de CCR en un menor tiempo con el tratamiento DF,
es decir, que el aumento en la activaciéon de Akt desde un mes de tratamiento puede
contribuir al desarrollo mas rapido del proceso carcinogénico en este grupo de estudio,
y esto puede estar mediado en parte por su posible participacién en la regulacién de la
via TSC2/mTORC1. Asi mismo, este comportamiento se puede interpretar como una
evidencia mas de que los tiempos de exposicion a FeNTA estudiados representan
etapas tempranas del desarrollo de la neoplasia ya que éstas son alteraciones pro-

carcinogénicas dadas las funciones biolégicas de ambas proteinas.

El comportamiento global de p-TSC2 y p-mTOR indican que efectivamente se esta
dando una regulacion positiva de esta via, lo cual culminaria con la activacién de sus
moléculas blanco, como son las proteinas 4EBP1 y S6K1, especificamente las
fosforilaciones en T389 para S6K1 (p-S6K1), y T70 para 4EBP1 (p-EBP1), indicativas
de la activacion mediada por mTORC1. La activacion de estos blancos moleculares
puede tener como consecuencia en ultima instancia el aumento en los niveles de
diferentes proteinas, como ciclina D1 y HIF 1 y 2a (Martelli AM et al., 2010; Ma XM &

Blenis J, 2009). Interesantemente, en nuestro laboratorio se ha encontrado un aumento
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en los niveles tanto de ciclina D1 como de HIF 1 y 2a a estos tiempos de estudio
(Aguilar-Alonso FA, 2010; Navarro-Garcia R, 2013; Curiel-Mufiz P, 2014), sugiriendo
que la activacion de Akt podria inducir la fosforilacién y consecuente inactivacion de
TSC2, llevando a la activacion de mTORCH1, y este ultimo podria ser responsable, al
menos en parte, del aumento previamente observado en los niveles proteicos de ciclina
D1y HIF 1y 2a. Mas aun, estas moléculas también se han observado aumentadas en
los tumores experimentales, al igual que en el CCR humano, por lo que muy
probablemente también p-Akt, p-TSC2 y p-mTOR estén aumentados en las neoplasias

inducidas con FeNTA, lo que coincidiria con lo reportado en los tumores humanos.
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9 CONCLUSIONES

Los niveles renales de TSC2 fosforilada en T1462 aumentan después de un mes de
tratamiento con el carcindogeno, y este aumento se exacerba a los dos meses, lo que
correlaciona con el aumento sostenido en los niveles de mTOR fosforilada en S2448 a
ambos tiempos estudiados. Estos resultados concuerdan con el comportamiento
previamente observado de p-Akt.

En conjunto, estas observaciones sugieren que la activacién de la via Akt/TSC2/mTOR

puede ser uno de los mecanismos involucrados en la carcinogénesis renal por FeNTA.

10 PERSPECTIVAS

e Analizar el estatus de la via Akt/TSC2/mTORC1 en tumores de CCR inducidos
con FeNTA.

e Analizar los niveles de los blancos candénicos de mTORC1, como son 4EBP1 y
S6K, tanto en etapas tempranas como en tumores.

e Para corroborar que Akt sea la responsable de fosforilar a TSC2, se podria
estudiar la interaccion de estas proteinas mediante la técnica de co-

inmunoprecipitacion (ColP).
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11 ANEXOS

11.1 Preparacion de nitrilotriacetato de hierro (FeNTA)

NaHCO3 120 mM. Se disuelven 0.504 g de NaHCOs en 40 mL de agua desionizada y

se aforan a 50 mL.

Nitrato de hierro Fe(NOs3)3» 9H20 160 mM. Se disuelven 0.646 g de nitrato de hierro y
se aforan a 10mL con NaHCOs3 120 mM.

Nitrilotriacetato de sodio NazNTA 320 mM. Se disuelven 1.88 g de NazNTA en 25 mL
de solucion de NaHCO3 120 mM.

Para preparar 30 mL de solucion de FENTA se mezclan 10 ml de nitrato de hierro 160
mM con 20 mL de nitrilotriacetato de sodio3 20 mM, con agitacion constante y suave.
Con la finalidad de ajustar el pH a 7.4 se agregan 0.2 g de bicarbonato de sodio.
Durante el desarrollo del ensayo se debe de ajustar el pH de la solucion. Esta solucion

debe protegerse de la luz.

11.2 Determinacion de proteinas por el método de Bradford

Soluciones

Reactivo de Bradford Tomar 1 mL de la solucidon concentrada del reactivo de Bradford

y duluirla con 4 mL de agua destilada.
Procedimiento

Tomar 10 yL de cada homogenado de las muestras y diluirlos con 90 yL de agua
destilada. En una placa de 96 pozos (Corning incorporated, Corning, NY, USA) se
colocan 1.0 0 2.0 pyL de cada dilucion, y se afiade el volumen de agua destilada

necesario para alcanzar los 100 L.
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Se prepara una curva patron de albumina sérica bovina (ASB), a partir de un stock que
contiene 10 mg/mL de ASB, colocando el volumen de muestra y agua que se muestra

en la tabla 9.

Tabla 6. Preparacion de la curva patron de ASB para la determinacién de

proteinas totales mediante la técnica de Bradford.

Tubo Volumen de stock Agua Concentracion final de ASB

ML ML Mg/ uL

0 0 100 0

1 10 90 1.2
2 20 80 2.4
3 30 70 3.6
4 40 60 4.8
5 50 50 6.0
6 60 40 7.2
7 70 30 8.4
8 80 20 9.6
9 90 10 10.8
10 100 0 12.0

Posteriormente se agregan 150 pL del reactivo de Bradfford (previamente diluido 1:4
con agua destilada) (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories inc., CA, USA) y se
lee la absorbancia a 595 nm. Se interpolan los resultados de las lecturas de las
muestras en la curva patron y la concentracion de proteinas se expresa en Ugproteina/
ML.
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11.3 Electroforesis

11.3.1 Preparacion de los geles para electroforesis

Para el caso de TSC2 y p-TSC2:

1.

Se preparan geles de gradiente de SDS-poliacrilamida a partir de una solucion
de acrilamida al 30% con agitacion suave. El gel de resolucion inferior tiene una
concentracion de la solucion de acrilamida al 5%, el gel de resolucién superior
tiene una concentracién de la solucion de acrilamida al 7%, y el gel concentrador
tiene una concentracion de la solucién de acrilamida al 4%.

Se vacia la mezcla del gel de resolucién inferior en los moldes, llenando hasta
1.5 cm de la base inferior del molde.

Se afiaden 150 uL de isopropanol para eliminar las burbujas de la superficie del
gel de resolucién y se deja polimerizar durante 20 min.

Se elimina el isopropanol por decantacion y se realizan 3 lavados con agua

desionizada para eliminar la acrilamida no polimerizada.

5. Se elimina el exceso de humedad con papel filtro Whatman.

6. Se prepara una segunda mezcla de acrilamida al 7% y se coloca sobre el gel de

resoluciéon inferior hasta alcanzar un ancho de 3.5 cm. Este es el gel de

resolucion superior.

7. Se repiten los pasos 3 a 5.

9.

Se prepara una tercera mezcla de acrilamida al 4% y se coloca sobre el gel de
resolucion superior hasta llegar al borde del molde.

Se coloca el peine evitando hacer burbujas.

10.Se dejan polimerizar 15 minutos (éste gel sera llamado gel concentrador).

11.Se quitan con cuidado los peines y se lava con agua para eliminar la acrilamida

no polimerizada.

12.Se colocan cuidadosamente los geles en una camara de electroforesis con

amortiguador de electroforesis (Tris 25mM, glicina 250 mM, SDS 0.1%, pH=8.3).
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Para el caso de mTOR y p-mTOR:

La preparacion de los geles de poliacrilamida es similar al método descrito
anteriormente, con la variacidon en la concentracion de los geles. El gel de resolucion
inferior tiene una concentracion de la solucién de acrilamida al 7%, el gel de
resolucion superior tiene una concentracion de la solucion de acrilamida al 5%, vy el

gel concentrador tiene una concentracion de la solucion de acrilamida al 4%.

11.3.2 Preparacion de las muestras

1. Se coloca un volumen de muestra correspondiente a 120 ug de proteina (para el
caso de mTOR y p-mTOR) o bien de 110 pg (para el caso de TSC2 y p-TSC2)
en un tubo eppendorff.

2. Se coloca el mismo volumen de buffer desnaturalizante (Tris HCI 50 mM pH=6.8,
B-mercaptoetanol 1%, SDS 1%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%)

3. Se mezcla suavemente.

4. Se colocan los tubos en agua hirviendo durante 4 min.

5. Se colocan las muestras en hielo durante 2 min y después de una ligera
centrifugacion se cargan las muestras en el gel concentrador.

6. Se corren los geles a 110 mV por 10 min y posteriormente a 100 mV durante 2.5
h en una camara de electroforesis (BIO-RAD)

7. Se desmontan los moldes y se retiran los geles con mucho cuidado.

8. Se elimina el gel concentrador y se coloca el gel de resolucién en amortiguador
de transferencia durante 10 min para su para la posterior transferencia de

proteinas a membranas de PVDF.
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11.4 Transferencia a membrana de fluoruro de polivinilo (PVDF)

1. Se recortan las membranas (IMMOBILON, Millipore) con dimensiones de 9x8 cm.

2. Minutos antes de terminada la electroforesis se acondicionan las membranas para la

transferencia como se indica en seguida:

e Se sumergen 5 min en metanol.

e Posteriormente y evitando que las membranas se sequen, se elimina el metanol
sumergiendo las membranas en agua durante 2 min.

e Se retiran las membranas del agua y se colocan en amortiguador de
transferencia (Tris base 25 mM, glicina 190 mM, metanol 10%, pH=8.3) durante
10min.

2. La transferencia semi seca se realiza en el equipo (Transblot SD Semidry
transfer cell, BioRad) y se monta de la siguiente manera:

e Se coloca un papel filtro Whatman (previamente humedecido en amortiguador
de transferencia) sobre el anodo del equipo.

e Se coloca la membrana sobre el papel filtro cuidando que la membrana no se
seque Yy evitando la formacién de burbujas.

e Se coloca el gel sobre la membrana.

e Se coloca un segundo papel filtro y se eliminan las burbujas.

e Se coloca el catodo del equipo cuidando que el sistema haya cerrado bien.

e La transferencia se corre durante 2h a 135 mA/gel.

3. Minutos antes de que termine la transferencia se preparan las soluciones de
bloqueo con suero fetal bovino (SFB) al 10% diluido en PBS-Tween (NaCl 137
mM, KCI 2.7 mM; Na2HCO3 100 mM, KH2CO3s 2 mM, Tween 0.1%, pH=7.4), o
bien amortiguador de Tris salino al 5% diluido en agua desionizada (TBS por sus
siglas en inglés; Tris-Cl 50 mM, NaCl 150 mM, pH= 7.5, se diluye al 5% con agua

desionizada).
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. Terminada la transferencia se retiran las membranas y se colocan en 5 mL de
solucion de bloqueo con agitacion constante. Las condiciones especificas para
cada proteina se muestran en las tablas 2 a 5.

. Minutos antes de que termine el bloqueo se preparan 5 mL de la dilucion del
anticuerpo primario para cada membrana (la dilucion, asi como el diluyente
depende de la proteina a detectar; ver tablas 2 a 5).

. Terminado el tiempo de bloqueo se elimina la solucion de bloqueo y se colocan 5
mL de anticuerpo primario y se deja en agitacion constante durante 10 a12h h a
4 °C.

. Posteriormente se retira el anticuerpo primario y se hacen 3 lavados de 15 min
c/u a las membranas con PBS-Tween (para TSC2, p-TSC2, mTOR) o TBS (para
el caso de p-mTOR).

. Antes de terminar el ultimo lavado se prepara la dilucion del anticuerpo
secundario con PBS-Tween (el tipo de anticuerpo y la dilucion depende de la
proteina a detectar, ver tablas 2 a 5).

. Una vez terminado el ultimo lavado, se retira el PBS-Tween o TBS y se coloca el

anticuerpo secundario. Se deja incubando durante 1 h con agitacidon constante.

10.Posteriormente se retira el anticuerpo secundario y las membranas se lavan 3

veces con PBS durante 15 min cada uno.

11.5 Deteccion de proteinas

1. Se preparan 400 pL del sustrato de deteccion (luminol y H202) (Millipore Immobilon

™Wwestern Chemiluminescent HRP sustrate, Millipore Corporation, MA, USA) por cada

membrana a revelar (IMMOBILON, Millipore) y evitando la exposicion de este sustrato a

la luz se deja a temperatura ambiente durante 30 min.

2. En la oscuridad se recortan las placas de rayos X del mismo tamano que las

membranas.
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3. En la oscuridad se colocan las membranas en el cassette de deteccion.

4. Se colocan 400 pL del sustrato de deteccion (luminol y H202) (Millipore Immobilon
™Western Chemiluminescent HRP sustrate, Millipore Corporation, MA, USA) sobre la
membrana (lado que contiene las proteinas), posteriormente se coloca un acetato para
distribuir uniformemente el sustrato de deteccion (eliminando las burbujas que se

formen).

5. Posteriormente, se expone una placa de rayos X encima de la membrana durante

cierto tiempo (este tiempo depende de la proteina a detectar).

11.6 Revelado de las placas de rayos X

1. Transcurrido el tiempo de exposicion se retira la placa de rayos X (Kodak Biomax
Light film) y se coloca en la solucién reveladora con agitacién constante hasta la

aparicion de la banda.

2. Se retira la placa de la solucidon reveladora (Kodak GBX). Se enjuaga suavemente

con agua corriente y se coloca en solucion fijadora (Kodak GBX).
3. Se agita suavemente durante 3 minutos y se pasa a un recipiente con agua corriente.

4. Se dejan secar las placas a temperatura ambiente. Posteriormente se digitalizan y

analizan con el programa de Image J (Broken Symmetry Soft).

11.7 Revelado en el fotodocumentador

1. Se preparan 400 uL del sustrato de deteccion para cada membrana (IMMOBILON,
Millipore) evitando su exposicién a la luz y se deja a temperatura ambiente durante 30

min.
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2. Se utiliza el fotodocumentador ChemiDoc™ XRS (BioRad), mediante su aplicacion de

deteccién que quimioluminiscencia.

3. Se saca la charola del fotodocumentador, se coloca un acetato limpio y encima de

éste se coloca la membrana (el lado que contiene las proteinas queda cara arriba).

4. Se colocan 400 pL del sustrato de deteccion (luminol y H202) (Millipore Immobilon
™Western Chemiluminescent HRP sustrate, Millipore Corporation, MA, USA) sobre la
membrana. Se cubre toda la membrana con luminol, pero si se requiere ahorrar reactivo
se puede colocar el sustrato de deteccion solo sobre el area donde esta la proteina de

interés a detectar.

5. Posteriormente, se cierra la charola y se da inicio al programa de deteccion de

quimioluminiscencia, el cual registra fotografias a intervalos de tiempo definidos.

5. Se guardan las fotografias deseadas en un dispositivo USB para su posterior

analisis con el programa de Image J (Broken Symmetry Soft).
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