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1. Abreviaturas

CaCu — Cancer cérvico uterino

NIC — Neoplasia intraepitelial cervical

VPH - Virus del Papiloma Humano

VIH — Virus de Inmunodeficiencia Humana

ADN - Acido desoxirribonucleico

VEGFR1 — Factor de crecimiento endotelial vascular
MDSC — Células supresoras de origen mieloide

SPN — Sindromes paraneopléasicos

NK — Natural killer

DSBs — Cortes de doble cadena

OCDLs — Lesiones de ADN inducidas por oxidacion
ARN - Acido ribonucleico

SNC - Sistema Nervioso Central

SNP - Sistema Nervioso Periférico

TNFa — Factor de necrosis tumoral a

Kv — Canales idnicos de potasio dependientes de voltaje
DPN — Degeneraciones paraneoplasicas neuroldgicas
SPN — Sindromes paraneoplasicos

SAM - Eje simpético-adrenal-medular

HPA — Eje hipotaldmico-pituitario-adrenal

ACTH — Hormona adrenocorticotropa

CRH — Hormona liberadora de corticotropina

CREB - cAMP-responsive-element-binding

MHC-I — Complejo mayor de histocompatibilidad |
HSA — Eje hipotalamico-simpaticoneural-adipocito
WAT — Tejido adiposo blanco

IPN — Invasion perineural

LAK — Lymphikine-activated killer

RPMI* — Medio Advanced RPMI 1640 (Gibco®)

CRT — Cerebro de ratones con tumores

CRC - Cerebro de ratones controles

NFL — Neurofilamento de péptido ligero

TRII — Tubulina Bl

WB — Western blot

PBS — Amortiguador fosfato salino

IE — Identidades electroforéticas

MALDI-TOF — Matrix-Assisted Lasser Desorption/lonization Time of Flight
ESI - Electrospray lonization

ESI/QUAD/TOF — Electrospray lonization/Quadrupole/Time of Flight
TUBB2A — Tubulina beta-2A

TUBBS — Tubulina beta-5

CPLX1 — Complexina 1

SUMO3 — Modificador pequefio tipo ubiquitina 3
SUMO1/2 — Modificador pequerio tipo ubiquitina 1/2
DJ1 - Proteina DJ-1

PSB4 — Subunidad beta 4 del proteosoma

RRAS - Proteina relacionada a Ras

RABG6A — Proteina relacionada a Ras 6a

APOAL1 — Apolipoproteina 1

PFD3 - Prefoldina 3

PSA6 — Subunidad alfa 6 del proteosoma

NCALD — Neurocalcina delta

ATP5B — ATP sintasa subunidad beta 5, mitocondrial
LDBH - L-lactato deshidrogenasa cadena B

TPM1 — Tropomiosina cadena alfa 1

OMP - Proteina marcadora olfatoria

PEBP1 - Proteina de unién a fosfatidiletanolamina 1
CPLX2 — Complexina 2

PPP2R1A — Subunidad A-alfa regulatoria de Serin/Treonin fosfatasa 2A
TCEALS — Proteina similar al factor de elongacion transcripcional A 5



MRPL46 — Proteina ribosomal 39S L46

VILIP1 — Pseudo-vinisina

GLO1 — Glioxalasa 1

HEBP1 — Proteina de unién a hemo

HPCAL1 - Pseudo-hipocalcina

LCR — Liquido cefalorraquideo

HCNP — Péptido neuroestimulador del sistema colinérgico del hipocampo
RE — Reticulo endoplasmico

UPR — Sistema de respuesta a proteinas mal plegadas
ROS - Especies reactivas de oxigeno

DDR - Respuestas de dafio a ADN

MG — Metilglioxal

GX — Glioxal

AGE - Productos de la glicacion avanzada

AD — Alzheimer

PD — Parkinson

Ht — Huntington

WB-2D — Western Blot de 2 Dimensiones

MPT — Modificaciones Postraduccionales

UPS — Sistema ubiquitin-proteosoma



2. Resumen

En el cancer las interacciones de los tumores con el organismo son de suma importancia, ya que
tanto el microambiente, los 6rganos lejanos y los factores ambientales juegan un papel
fundamental en el desarrollo del cancer. El cerebro es un érgano que interacciona con todo el
organismo mandando e interpretando estimulos, por lo que es su papel en el proceso
tumorigénico tiene que ser de gran importancia afectando la aparicién y la progresion de ciertos
tumores. El objetivo de este trabajo fue determinar el patrén de expresién diferencial de las
proteinas cerebrales de ratones durante el desarrollo de tumores generados a partir de la
inoculacion de la linea celular de cancer cérvico uterino SiHa.

En este estudio, los cerebros de ratones (CRT) presentaron cambios de expresién proteica
durante el desarrollo de los tumores distantes de SiHa. Estos cambios se vieron reflejados en la
sobre-expresién de 38 proteinas, las cuales mostraron distintas dindmicas de expresion durante
los tres tiempos del tumor muestreados (30, 45 y 50 dias). Dichas proteinas se asociaron en su
mayoria a enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, asi como a varios
procesos cerebrales, principalmente a aquellos relacionados con enfermedades y alteraciones
cerebrales, neurodegeneracion, neuroregeneracion, proteccion celular y comunicaciéon celular
(sinapsis). La busqueda bibliografica de las proteinas identificadas, particularmente de su funcién
y sus variaciones de expresion en el cerebro, permite proponer que durante su desarrollo los
tumores generan cambios en el cerebro que activan procesos asociados a dafio cerebral y que,
al mismo tiempo, el cerebro activa distintos mecanismos de defensa y protecciébn para
contrarrestar y reparar estas alteraciones.



3. Introduccién

3.1. Céancer

En el cuerpo humano la proliferacion celular y el mantenimiento de la homedstasis son
resultado de procesos celulares y quimicos altamente regulados y controlados. Dentro de estos
procesos se encuentran aquellos que se encargan de mantener constante el nimero de células,
asi como de eliminar células con fenotipos anormales. No obstante, cierto tipo de células
presentan alteraciones que les permiten evadir dichos mecanismo, por lo que estas células
continlan proliferando y adquieren nuevas modificaciones aberrantes, favoreciendo su
crecimiento incontrolado formando masas celulares, transformando un tejido normal a uno
tumoral, lo que promueve el desarrollo del cancer [1,2]. El desarrollo de un tejido normal en uno
canceroso suele ser un proceso progresivo con miltiples etapas, que incluyen la acumulacion
de mudltiples alteraciones como mutaciones, deleciones, rearreglos cromosémicos y cambios
epigenéticos, que pueden estar influenciados por factores genéticos, quimicos y/o ambientales
[3,4].

Estudios sobre la biologia del cancer han revelado que éste no solo implica la formacion de
tumores constituidos por una masa de células cancerigenas que proliferan sin control e invaden
otros tejidos, sino que el cancer es méas bien un conjunto de enfermedades que conllevan a la
generaciébn de nuevos tejidos complejos compuestos de distintos tipos celulares
interaccionando entre si. Para que las células cancerosas puedan convertirse en malignas,
requieren la adquisicion de ciertos rasgos distintivos y complementarios que generan cambios
fisiol6gicos que les confirieren nuevas capacidades y funciones. Se ha descrito que los rasgos
esenciales que definen a una célula cancerosa son: inestabilidad genémica y mutaciones,
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales anti-crecimiento, evasién de
la apoptosis y de la respuesta inmune, promocién tumoral por inflamacion, potencial replicativo
ilimitado, reprogramacion del metabolismo energético, angiogénesis sostenida e invasion de
tejidos y metastasis (Fig. 1) [5].

Avutosuficiencia en Insensibilidad a sefales
sefales de crecimiento de anficrecimiento

Desregulacion a Q Evasion del
metabélica I ' * v sistema inmune
Ay SR [P

Potencial
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"
<
Evasion de Il \Y
\

apoplosis .) ::)
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tumoral por
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Inestabilidad
genémica

Angiogénesis Invasion de tejidos
sostenida y metastasis

Fig. 1 — Diagrama donde se muestran los cambios esenciales que sufre una célula normal para
convertirse en una célula cancerosa. Modificada de Hanahan & Weinberg 2011 [3].



3.1.1. Estadisticas del cancer
El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. A la fecha, se han
registrado mas de 100 diferentes tipos de cancer que tienen comportamientos distintos y
particulares dependiendo de su localizacién y estirpe celular de origen, de tal forma que sus
tasas de crecimiento varian, asi como sus respuestas hacia distintos tratamientos [6].

En el 2012 se reportaron 8.2 millones de defunciones causadas por algun tipo de cancer en el
mundo, siendo los canceres de pulmén (19.4%), higado (9.1%), estdmago (8.8%), colon
(8.5%), y mama (6.4%) los de mayor mortalidad. En las mujeres los tres principales tipos de
cancer que causaron fallecimientos en el mundo durante 2012 fueron: mama (14.7%), pulmon
(13.8%), colon (9%), cérvico uterino (7.5%) y estdmago (7.2%). En México, en particular, los
mas mortales fueron: mama (14.2%), cérvico uterino (11.9%), higado (7.9%), estémago (7.3%)
y pulmén (6.6%) [6].

3.1.2. Cancer Cérvico Uterino
El cancer cérvico-uterino (CaCu) es el cuarto cancer en el mundo mas comudn en mujeres.
Alrededor del 84% de los casos de CaCu ocurre en paises en vias de desarrollo,
principalmente por la falta de informacion sobre sus factores de riesgo, deteccion y tratamiento;
asi como por el mal diagnéstico proporcionado por los sistemas de salud [7].

Como su nombre lo indica, el cancer cérvico uterino o carcinoma del cuello uterino incluye las
neoplasias malignas que se desarrollan en la regién fiboromuscular inferior del Gtero (cérvix). El
cérvix conecta el Utero con la vagina y esta conformado principalmente por dos tipos celulares:
células escamosas (ectocérvix) y células glandulares (endocérvix), que interaccionan en la
llamada zona de transicidon. Es en esta zona donde empiezan la mayoria de los casos de
CaCu, esencialmente con alteraciones histologicas de las células epiteliales escamosas, lo que
lleva a la interrupcion del proceso de diferenciacion epitelial, originandose neoplasias pre-
invasoras conocidas como neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC). Si no se tratan estas
lesiones, con el tiempo las células epiteliales anormales rompen la membrana basal e invaden
el estroma cervical, invadiendo el torrente sanguineo y los vasos linfaticos, a través de los
cuales se diseminan a otros lugares. Es entonces cuando se trata de un carcinoma invasivo [8,
9, 10].

Existen diversos tipos de cancer cervicales invasivos que se identifican de acuerdo al tipo de
células que se observan por andlisis microscopico de las biopsias de los pacientes. El cancer
cervical invasivo mas comun es el carcinoma escamoso, el cual proviene del epitelio escamoso
cervical que cubre la superficie del cérvix y representa aproximadamente el 80% de los casos.
En segundo lugar de incidencia se encuentra el adenocarcinoma cervical, que proviene de las
glandulas productoras de mucosa del endocérvix y representa 15% de los casos. El 5%
restante se compone de tipos menos comunes, incluyendo carcinoma adenoescamoso,
carcinoma neuroendocrino, melanoma, linfoma, carcinosarcoma y adenocarcinoma seroso [11].



3.1.2.1. Etiologia del Cancer Cérvico Uterino

Dentro de los factores asociados al desarrollo del CaCu, el principal factor de riesgo y el mas
estudiado es la infeccién por el virus del papiloma humano (VPH), el cual es un virus de
transmisién sexual que se ha encontrado presente en >99% de los casos de cancer cérvico
uterino [12]. A pesar de que es necesario tener una infeccién persistente de un VPH de alto
riesgo, éste no es el Unico factor necesario para la aparicion y desarrollo del cancer ya que en
mujeres sexualmente activas las infecciones con VPH son frecuentes, pero no todas son
vulnerables a desarrollar cancer, existiendo otros cofactores de riesgo que pueden contribuir,
como son: tener multiples parejas sexuales, uso continuo de anticonceptivos orales, coinfeccion
de VPH con VIH, herpes y clamidia; inmunosupresion, genética del hospedero, mdltiples
embarazos, habitos alimenticios y factores ambientales, entre otros [12,13].

3.1.2.1.1. Virus del Papiloma Humano
El VPH es un virus perteneciente a la familia de los Papillomavirus. Estructuralmente no
cuentan con envoltura y presentan una simetria icosaédrica formada por 72 capsdmeros. Su
genoma estad conformado por una molécula de &cido desoxirribonucleico (ADN) circular de
doble cadena en una estructura que asemeja a la de cromatina asociada a histonas celulares
[14].

Las diferencias genotipicas entre los virus estan marcadas por las diferencias en la secuencia
de aminoé&cidos de la proteina estructural L1. Actualmente se han caracterizado mas de 150
tipos de VPH de los cuales alrededor de un 30% infectan el tracto genital. La mayoria de estas
infecciones son benignas por lo que se ha clasificado a los virus de alto y bajo riesgo. Los VPH
de alto riesgo son aquellos asociados a CaCu, siendo los tipos 16 y 18 los mas prevalentes,
estando presentes en el 60-80% de los casos. Por otro lado, los de bajo riesgo son aquellos
gue no se han asociado a CaCu pero pueden causar verrugas genitales o cambios muy
pequefos en las células del cuello uterino [15].

En lesiones precancerosas la mayoria de los genomas persisten en un estado episomal, pero
en una minoria de los casos pude ocurrir la integracion del ADN viral al del hospedero
contribuyendo a la progresion celular. Dicho fenébmeno se ha encontrado en las lesiones de alto
grado, donde los genomas virales se encuentran integrados dentro de los cromosomas del
hospedero. Cuando se lleva a cabo esta integracion, el genoma viral se rompe y las proteinas
E1l y E2, encargadas de regular la transcripcion y replicacién viral, pierden su funcién,
ocasionando la desregulacion de los oncogenes virales E6 y E7 [16]. Estos oncogenes
contribuyen a la inestabilidad gendmica, la evasion de la apoptosis y la proliferacién celular
incontrolada ya que E6 se une y promueve la degradacion de la proteina p53, mientras E7
inactiva la transcripcion del gen del retinoblastoma, un gen supresor de tumores [17].

3.1.3. Microambiente tumoral
La homeostasis de los tejidos se mantienen gracias a las interacciones dinamicas que hay
entre los distintos tipos de células que los componen, asi como sus interacciones con la matriz
extracelular y sus respuestas a los efectores solubles disponibles en el espacio extracelular. Al



igual que en los tejidos, este microambiente es parte integral y fundamental para la fisiologia y
estructura tumoral ya que, ademas de servir de anclaje, provee un ambiente propicio para
promover o antagonizar el desarrollo, supervivencia, invasividad y habilidad metastasica de los
tumores [18].

El microambiente tumoral consiste en un nuevo tejido complejo que estd compuesto por
distintos tipos celulares y moléculas. El microambiente de cada tumor depende en gran parte
del sitio del organismo donde se esté desarrollando, presentando generalmente como
componentes principales: matriz extracelular, fibroblastos activos, células inmunes, pericitos,
adipocitos, células epiteliales, células endoteliales linfaticas y vasculares, asi como numerosas
proteinas contenidas en el espacio extracelular (Fig. 2) [19],
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Fig. 2 — Diagrama que ejemplifica los principales tipos celulares y componentes moleculares del
microambiente tumoral. Modificada de Joyce & Pollard 2009 [21].

La comunicacién tumor-microambiente es bidireccional, ya que cada uno es capaz de regular la
expresion génica y ejercer presion selectiva en el otro, por lo cual ambos tienen una gran
influencia sobre el otro en establecer sus respectivos fenotipos. El microambiente modula el
desarrollo del tumor en forma positiva y/o negativa, ya que la mayoria de sus componentes
funcionan como agentes pro-tumorales y/o anti-tumorales dependiendo del tipo de tumor, su
etapa de desarrollo y la concentracion de ciertos receptores [20].

3.1.4. Interaccién tumores — 6rganos lejanos
Asi como las células cancerosas pueden alterar sus tejidos aledafios para crear un ambiente
permisivo y de soporte, también existe evidencia de que las interacciones de los tumores con
sus hospedero van mas alla del microambiente, ya que éstos son capaces de perturbar
activamente a 6rganos y tejidos distantes [22].

Dentro de las &reas de mayor interés en el estudio de la interaccién tumor — hospedero/6rganos
lejanos se encuentran las investigaciones que se enfocan en analizar como los tumores
influyen en sus dérganos blancos de metéastasis. Un ejemplo de esto, son los estudios que
muestran que el tejido pulmonar de ratones a los que se les generé tumores subcutaneos de



melanomas metastasicos o carcinomas de pulmén se encuentra alterado antes de la
diseminacion de células tumorigénicas metastasicas hacia los pulmones. En estos estudios, se
demostr6é que los tumores mencionados alteran el parénquima pulmonar reclutando a células
derivadas de la médula 6sea hacia los pulmones. Estas células expresan el receptor del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGFR1) y al establecerse en los nichos pre-metastasicos
especificos proveen un microambiente permisivo para la invasion de células tumorales
mediante la expresion de integrinas, factores de crecimiento de fibroblastos vy
metaloproteinasas de matriz [23,24].

Asi como los tumores se ayudan de otros 6érganos para una metastasis exitosa, también se ha
demostrado que algunos tumores tienen la capacidad de alterar érganos distantes para inducir
cambios que le confieran ventajas para su desarrollo. En modelos animales con tumores
grandes se ha observado una elevacion significativa en el nimero de células supresoras de
origen mieloide (MDSC) en el bazo y la médula 6sea. Estas células se caracterizan por tener la
capacidad de atenuar la respuesta inmune antitumoral, por lo que al liberarse al torrente
sanguineo y llegar al tumor le aportan una ventaja proliferativa promoviendo la angiogénesis,
invasion y metastasis mediante la produccion de metaloproteinasas [25]. En un estudio en el
que se utilizaron ratones como modelos experimentales de carcinomas de mama, pulmon y
colorectales, se demostré6 que, mediante un mecanismo todavia no descrito, la presencia de
tumores es capaz de modificar a las células del linaje mieloide similares a MDSC generadas en
la médula 6sea, ya que los bazos de ratones con tumores presentaban un aumento en
concentracion de estas células, las cuales son después reclutadas al tumor donde promueven
el crecimiento tumoral, angiogénesis, la invasion y la metastasis; a diferencia de las MDSC
isoladas de bazos de ratones sin tumores, las cuéles no promovian el crecimiento tumoral
[22,26].

La capacidad de interaccién del tumor no se restringe a lo demas 6rganos o tejidos del
organismo. En un estudio en el que se utilizaron ratones con tumores modelo de cancer de
mama, colon y melanoma; se demostr6 como células circulantes de tumores de origenes
metastasicos son capaces de colonizar a sus tumores primarios en un proceso denominado en
inglés “tumor self-seeding”. Este proceso requiere de sefiales de atracciéon derivadas del tumor
primario (interleucinas) y del microambiente tumoral. Una vez que las células son atraidas, se
infiltran en los tumores primarios interaccionando con el estroma, desencadenando la expresion
y liberacion de sefiales que promueven el crecimiento tumoral, la angiogénesis, la invasién y la
metastasis del tumor primario [27].

3.1.4.1. Alteraciones sistémicas en el organismo resultado de la presencia de tumores
Los mecanismos que utilizan los tumores para comunicarse con otros 6rganos o tumores
pueden también tener efectos secundarios y dafinos en el hospedero. Se cree que estos
cambios sistémicos son realmente los causantes de la mayoria de las muertes de pacientes
con cancer. Los casos mas estudiados y recurrentes donde los tumores causan dafio al
hospedero se denominan sindromes paraneoplasicos (SPN), los cuéles se caracterizan por la
presencia de sintomas, dafios y/o alteraciones en drganos o tejidos sanos distantes del sitio



primario de un tumor o de cualquiera de sus tumores metastasicos. En estos sindromes, las
moléculas secretadas por el microambiente tumoral y/o los tumores viajan por el torrente
sanguineo desencadenando respuestas en los 6rganos o0 tejidos que son capaces de
reconocerlas, generando cambios que pueden afectar la inmunidad, la coagulacion y el
metabolismo, entre otros [28]. Por ejemplo, algunas pacientes con canceres ginecoldgicos
pueden presentan hipercalcemia, resultado de la secrecidon de los tumores de una forma
anormal de la hormona paratiroides, la cual desencadena un trastorno electrolitico que puede
afectar a los sistemas nervioso, neuro-muscular y gastrointestinal [22].

Los trastornos coagulatorios estan presentes en alrededor del 50% de los pacientes con cancer
y en 90% de pacientes con metastasis. Se estima que el tromboemolismo (formacién de
coagulos) es la segunda causa de muertes relacionadas con el cancer. El estado protrombético
de los pacientes con cancer se origina debido a las alteraciones y anormalidades en el sistema
hemodinamico de los tumores y las células endoteliales, macréfagos y plaquetas con las que
interactla. Estos cambios en el sistema de coagulacibn son fundamentales para la
angiogénesis tumoral, donde hay una alta produccion y secrecion de factores procoagulantes,
desequilibrando los niveles de fibrinoliticos (anticoagulantes). Al haber un mayor nimero de
factores procoagulantes, hay una sobre activacion de la cascada de coagulacién, promoviendo
la formacién de coagulos. También la actividad procoagulante de los tumores se ha asociado al
incremento en el riesgo de presentar metastasis [28].

Las infecciones son otros factores frecuentes que influyen en la mortalidad de pacientes con
cancer. Como se mencioné anteriormente, los tumores inducen el incremento de células MDSC
para inhibir la respuesta inmune y promover el crecimiento y proliferacion. Debido a que estas
células inhiben a las células T y las NK, el organismo es mas propenso a contraer infecciones
bacterianas y virales [28].

Las obstrucciones y formacion de abscesos son complicaciones comunes en pacientes con
canceres metastasicos y se han visto relacionados también a la adquisicién de infecciones. Por
ejemplo, autopsias de nifios con heumonia y carcinomas metastasicos revelaron que el 80% de
los casos de neumonia estaban asociados a metastasis pulmonar y la formacion de abscesos
gue ademas de causar obstrucciones en los bronquios, son lugares de alojamiento para
microorganismos. Las infecciones urinarias son comunes en pacientes con tumores en la vejiga
0 carcinomas prostaticos, ya que éstos pueden obstruir el uréter o el cuello de la vejiga
ocasionando la retencién de residuos de orina y por lo tanto generando un ambiente propenso
a infecciones [29]. Otras obstrucciones comunes son las gastricas en pacientes con cancer
metastasico de mama y pancreas, y las de higado en pacientes con cancer colorectal [30,31].

Ademas de ser sitios privilegiados para las infecciones, los abscesos u obstrucciones pueden
propiciar otros efectos dafiinos en el organismo. Tal es el caso de la obstruccion biliar, que se
presenta con alta frecuencia en pacientes con cancer pancreatico y que puede desencadenar
en colestasis extra-hepatica caracterizada por ictericia, prurito, deficiencia en la absorcion de
grasas, coagulopatias y falla hepatocelular progresiva [32].



Por otra parte, los factores liberados por los tumores pueden entrar en contacto con tejidos
lejanos a través de la sangre o la linfa ocasionando, de manera indirecta, dafios al ADN. Lo
anterior se demostré en ratones con tumores subcutdneos de melanoma, sarcoma y carcinoma
(tempranas no metastasicas). En estos ratones no solo los tumores presentaban dafios en el
ADN, sino también algunos 6rganos lejanos. Entre las lesiones observadas se encontraron
cortes de doble cadena (DSBs por sus siglas en inglés: double-strand break), presentes
principalmente en dérganos altamente proliferativos como el duodeno, el colon, la piel y, en
menor grado, en el estbmago y el recto. También se observaron lesiones de ADN (no DSBs)
inducidas por oxidacién (OCDLs por sus siglas en inglés: oxidative clustered DNA lesions),
principalmente en los tejidos del tracto gastrointestinal. Estas Ultimas lesiones también pueden
indicar dafio oxidativo en el ARN y a lipidos, contribuyendo al estrés ocasionado por el tumor
[33]. La hipotesis sugerida en este estudio es que en los tumores la secrecion de citocinas
proinflamatorias, principalmente la CCL2, inducen la activacion de los macréfagos, propiciando
su migracion a los tejidos distante donde desencadenan una respuesta inflamatoria que tiene
como consecuencias los dafos al material genético (Fig. 3) [34].

Fig. 3 — Diagrama donde se muestran los diferentes mecanismos celulares que inducen la produccion de
citocinas y agentes oxidativos (recuadro verde), que a su vez generan dafio celular y dafio al ADN. Entre
estos mecanismos se encuentra la presencia de tumores/cancer (recuadro naranja). Modificada de Martin et
al. 2011 [34].

3.2. Cancer y Sistema Nervioso: Antecedentes
El sistema nervioso se comunica con todo el organismo recibiendo, interpretando y enviando
estimulos [35], por lo que muchas enfermedades y cambios sistémicos involucran
manifestaciones neurolégicas que suelen ser parte importante de los sintomas que contribuyen
al deterioro del paciente (Tabla 1).
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Tabla 1. Ejemplos de cambios y enfermedades sistémicas que presentan manifestaciones neurolégicas [36]

Enfermedad o
cambio sistémicas

Enfermedad Neurolégica

Caracteristicas

Insuficiencias Renales

« Encefalopatia renal

Anorexia, nduseas, vémito, convulsiones, hiperactividad, disrupcion
del suefio, letargia, deficiencias cognitivas, paranoia, fatiga.

¢ Polineuropatias

Sindrome de las piernas inquietas: Ardor, comezon, hormigueo y
entumecimiento.

Insuficiencias

* Encefalopatia hepatica

Estado alterado de conciencia, alteracion de funciones motoras

hepaticas (asterixis, mioclono, temblores), discinesia, degeneracion de la espina
dorsal, edemas convulsiones
« Sindrome hepatocerebral Demencia, disartria, marcha atéaxica, temblores, coreoatetosis,
crénico necrosis cortical, pérdida neuronal en la corteza cerebral, ganglio
basal y cerebelo.
* Mielopatia hepatica Paraparesia espastica, alteraciones en sensibilidad, desmielinizacién
simétrica, pérdida axonal.
Diabetes ¢ Neuropatia hiperglucémica Parestesia (adormecimiento), dolor e hiperestesia en las piernas; baja
conductividad nerviosa.
* Polineuropatia simétrica Entumecimiento, ardor, comezén y/o adormecimiento de las piernas;
distal falta de reflejo en los talones, debilidad muscular, pérdida de
sensibilidad.
« Caquexia Diabética Anorexia, pérdida de peso, dolor en extremidades, depresion, ardor
en los pies.
* Sindrome de compresion Debilidad muscular, dolor.
nerviosa
« Radiculoneuropatia troncal Dolor e hiperestesia en el pecho y/o abdomen, debilidad en la zona
del pecho, pérdida de peso,
¢ Sindrome Bruns-Garland Dolor, debilidad muscular, pérdida de peso, paralisis en las piernas.
* Neuropatias craneales Paralisis oculomotora, deficiencias en la vision.
Embarazo * Epilepsia Convulsiones
« Eclampsia Migrafias, hipertension, convulsiones, alteraciones en la vision,
estado alterado de conciencia, déficit local (hemorragia intracerebral),
edema cerebral, microinfartos cerebrales, proteinuria, edemas
faciales, dolor epigastrico, corea gravidica
¢ Mononeuropatias — Paralisis Paralisis facial
de Bell
« Sindrome del tinel carpiano Calor, calambre y entumecimiento de la mano, atrofia muscular de los
dedos.
« Cancer cerebral Gliomas, meningiomas, neurofibromas.
SIDA « Demencia asociada a SIDA Espasticidad, psicosis, pérdida de memoria, demencia, cambios

conductuales, complicaciones vasculares, miopatias, incontinencia,
convulsiones.

* Toxoplasmosis

Dolor de cabeza, ataxia, convulsiones, fiebre, letargia, paralisis de
nervios craneales,

« Linfoma primario del Sistema
Nervioso Central (SNC)

Pérdida de memoria, letargia, confusion, dolor de cabeza, deficiencias
neurologicas focales, afasia.

Leucoencefalopatia multifocal
progresiva

Alteraciones en la vista y el habla, descoordinacion de las
extremidades, anormalidades al caminar, ataxia.

» Mielopatia vacuolar

Debilidad, disfuncion urinaria, anormalidades sensoriales,
paraparesia, deficiencia sensorial.

Polineuropatia distal simétrica

Entumecimiento, ardor y parestesia en los pies; hipersensibilidad,
disminucién en los reflejos del talon.

Polineuropatia inflamatoria
desmielinizante

Debilidad, hiperreflexia, disminucién en sensibilidad, parestesia.

* Miopatia

Debilidad, pérdida de peso, mialgia.

Al igual que en las enfermedades referidas en la Tabla 1, el sistema nervioso se ve afectado

frecuentemente por el cancer, por lo que las interacciones que se lleven a cabo entre estos dos
sistemas durante el desarrollo del cancer son de ser de suma relevancia tanto para el

hospedero como para la enfermedad, influyendo significativamente en la morbilidad vy
mortalidad en los pacientes.
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3.2.1. Efectos del cancer en el Sistema Nervioso
Los efectos del cancer pueden ser directos, como tumores primarios o metastasicos en el
sistema nervioso, o indirectos, como los sindromes paraneoplasicos neuroldgicos causados por
tumores distantes. De igual forma, la mayoria de las terapias y tratamientos contra el cancer
pueden dafar al sistema nervioso [37].

Cabe destacar que estas complicaciones neurolégicas pueden ayudar al diagnéstico y
deteccidn de cancer: se ha reportado que algunos pacientes acuden al médico debido a la
presencia de sintomas o signos de desdrdenes neurolégicos, que eventualmente se descubre,
son originados a causa de un cancer no diagnosticado [38].

3.2.1.1. Psico-Oncologia
Entre las primeras evidencias que establecieron una interaccion tumor-cerebro, se encuentran
estudios psicolégicos y psiquiatricos donde se establecieron correlaciones entre pacientes con
cancer y trastornos mentales, dando origen a la psico-oncologia. Dentro de los trastornos
detectados destacan: depresion, ansiedad, estrés post-traumatico, desérdenes de personalidad
Y, €n casos muy extremos, esquizofrenia y bipolaridad [39].

3.2.1.2. Caquexia

La caquexia inducida por cancer es un sindrome muy frecuente en pacientes con cancer. Se ha
descrito como multifactorial ya que se ven involucrados muchos mediadores como hormonas,
neuropéptidos y citocinas. Los pacientes presentan mdltiples alteraciones metabdlicas,
inmunolégicas y neurolégicas graves. Los sintomas se caracterizan por la presencia de
anorexia, pérdida de tejido adiposo y muscular, dolor, perturbaciones homeostéticas severas,
depresion, etc. Este sindrome invariablemente estd asociado con procesos patofisiol6gicos
cronicos como cancer o infeccién por VIH. La caquexia inducida por cancer contribuye a casi
un tercio de las muertes asociadas a cancer [40].

La influencia del tumor en la reduccion de la ingesta de alimentos y otros sintomas de la
caquexia inducida por cancer puede ser directa o indirecta. En el primer caso, el cancer puede
interferir mecanicamente con el tracto digestivo, mientras que en el segundo caso, el cancer
puede influir mediante la liberacion, tanto del tumor como del sistema inmune, de sustancias
inhibitorias del apetito, como citocinas inflamatorias y hormonas peptidicas, las cuales
interactian con los receptores periféricos y del hipotalamo [41]. Otro mecanismo de influencia
indirecta por parte del tumor es la alteracion del sistema neuro-peptidérgico del paciente ya que,
mediante mecanismos que todavia no se han descrito completamente se presentan cambios
en la homedstasis de neuropéptidos involucrados en la regulacion de la ingesta alimenticia,
como la melanocortina y el neuropéptido y. Cabe destacar que las citocinas, las hormonas y los
neuropéptidos interactlan teniendo efectos sinérgicos para mediar el efecto caquéctico del
cancer [42].

Debido a que la caquexia esta asociada invariablemente con comportamientos anormales y
sindromes neuroldgicos en un estudio se analizd la expresion de canales ibnicos de potasio
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dependientes de voltaje (Kv), ya que éstos modulan varios de los procesos neuronales. En este
estudio se reportd que alteraciones en la expresién de los chaneles estan relacionadas con
disfunciones del sistema nervioso en una rata modelo de caquexia con tumores de
hepatocarcinoma. En este modelo, los niveles de expresion de los canales Kv, asi como sus
mecanismos de compensacion, se encontraron disminuidos. Estos decrementos de expresion
podrian modificar la actividad cerebral, asi como las respuestas cognitivas y de conducta, por lo
que los autores proponen la deficiencia en los canales Kv podrian estar influyendo en la
anorexia y la depresion relacionadas con la caquexia inducida por cancer. Adicionalmente, en
este estudio también se propone que la disminucién en la expresién de dichos canales podria
estar relacionada con la disfuncién neuronal generada por apoptosis en las células neuronales,
ya que en los cerebros de las ratas con tumor se encontraron altos niveles de la proteina pro-
apoptotica TNFa (tumor necrosis factor a), asi como la subexpresién de la proteina anti-
apoptotica Bcl-XL. De igual forma se detecté una la pérdida de peso de los cerebros, lo cual
podria reflejar muerte neuronal masiva. [43].

3.2.1.3. Degeneraciones paraneoplasicas neuroldgicas
Como se menciond antes, los sindromes paraneoplasicos (SPN) son muy frecuentes en
pacientes con cancer y pueden afectar a la mayoria de los 6rganos o tejidos. El sistema
nervioso puede verse afectado por estos sindromes de dos maneras:

» El dafio generado por un SPN en un tejido u érgano no neuronal puede tener efectos
secundarios o dafios estructurales en el sistema nervioso.

» Los SPN pueden afectar directamente al sistema nervioso, sin que haya otros 6rganos
involucrados. A éstos SPNs se les conoce como degeneraciones paraneoplésicas
neurologicas (DPN) [44].

Las DPN son un grupo diverso de desérdenes neurologicos, no metastasicos, resultado del
dafio al sistema nervioso por la presencia de tumores remotos. Las DPN pueden afectar a casi
todas las partes del sistema nervioso y se han visto mas asociadas a cancer de pulmén y
tumores ginecolégicos. (Tabla 2) [45].

Existen varios mecanismos de patogénesis, pero en la mayoria de las DPN, la participacion del
sistema inmune es fundamental. Se considera que los anticuerpos no juegan un papel
preponderante en estas patologias, sino que la mayoria estdn asociadas a mecanismos de
células T-citotoxicas, que se consideran las células efectoras de la inmunidad antitumoral [46].
El modelo de los DPN asociados a células-T citotoxicas establece que la respuesta inmune
antitumoral estd mediada por antigenos onconeuronales. Estos antigenos son resultado de la
expresion en tumores de proteinas que generalmente so6lo se expresan en condiciones
normales en el cerebro, el cual al ser un sitio inmunoldégicamente privilegiado no presenta
tolerancia inmune. Asi, cuando las células tumorales que expresan las proteinas
onconeuronales mueren, estas proteinas son presentadas como antigenos en células
dendriticas desencadenando una respuesta antitumoral y una respuesta autoinmune en el
cerebro, ya que al llegar estas células al cerebro y no haber un registro inmune de las proteinas
cerebrales, el organismo reconoce a las neuronas que también expresan estas proteinas como
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fordneas. Las respuestas antes mencionadas estan mediadas por la activacion de linfocitos T
gue, una vez que se activan, regresan al tumor induciendo apoptosis. EI cémo esta respuesta
inmune antitumoral se desarrolla en enfermedades autoinmunes neurolégicas no ha sido
completamente descrito, pero se cree que involucra la participacion y combinacién de células B
y T las cudles cruzan la barrera hematoencefélica, las cuales son las que desencadenan la
respuesta autoinmune atacando a las neuronas que normalmente expresan los antigenos
onconeuronales blanco (Fig. 4) [45].
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Fig. 4. Modelo de las degeneraciones paraneoplasicas neurolégicas mediadas por el sistema inmune.
Modificada de Albert & Darnell 2004 [45].

Tabla 2. Sindromes paraneoplasicos neurol6gicos mas comunes: Patologia y caracteristicas [45,46,47].

Degeneracion
Paraneoplésica Neuronal

Sintomas clinicos

Cancer asociado

Patologia

Degeneracion
Paraneoplasica Cerebelar

Nausea, diplopia, alteracion
de la marcha, mareos

Ovario, mama,
linfoma de
Hodgkin, pulmén

Pérdida de células Purkinje,
degeneracién del nucleo olivar y del
giro dentado.

paraneoplasica

hipotensién, arritmias

testiculos, ovario

Encefalitis limbica Convulsiones, pérdida de Pulmén Pérdida de neuronas, proliferacion

paraneoplasica memoria, insomnio microglial, inflamacién perivascular e
intersticial

Encefalomielitis Diplopia, disfagia, disartria, | Pulmén, Inflamacion perivascular, pérdida

neuronal, gliosis, degeneracion
walleriana

Sindrome de Stiffman

Rigidez generalizada

Mama, pulmén

Pérdida de neuronas motoras e
interneuronas.

Neuropatia sensoriomotora

Pérdida motora y de

Mdltiples, méas en

Degeneracién axonal,

Lambert-Eaton

hiporreflexia, parestesia

paraneoplasica sensibilidad en canceres desmielinizacion
extremidades avanzados
Neuropatia sensitiva Pérdida sensorial en Pulmén Degeneracion neuronal
paraneoplasica piernas, tronco y cara
Sindrome miasténico de Debilidad, fatiga, Pulmén Anticuerpos vs canales de calcio

voltaje dependientes (tipo P/Q)

Polimiositis y
dermatomiositis

Miopatia proximal,
resistencia a la flexiéon del
cuello, salpullido en los
parpados

Ovario, mama,
cancer,
gastrointestinal

Vasculopatia mediada por el sistema
inmune, necrosis muscular (expresion
elevada de creatina quinasa)

3.2.1.4. Complicaciones cerebrovasculares
Los infartos cerebrales isquémicos y hemorragicos se encuentran entre las principales causas
de mortalidad en pacientes con cancer [48]. Al igual que las complicaciones vasculares
presentes en otros érganos debido a la presencia de tumores (mencionadas anteriormente en
el texto), las complicaciones cerebrovasculares son ocasionadas por coagulopatias, embolias,
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compresion directa del tumor en los vasos sanguineos y como efectos secundarios de
infecciones. Los sintomas tipicos de los infartos cerebrovasculares son afasia, debilidad y
entumecimiento. [37].

3.2.1.5 Infecciones
Las infecciones en el sistema nervioso central de pacientes con cancer contribuyen de manera
significativa en la morbilidad y mortalidad de los pacientes debido principalmente a que son mal
diagnosticadas y son confundidas con otros enfermedades o sintomas asociados al cancer,
como la encefalitis paraneoplasica, asi como a efectos secundarios consecuencia de los
tratamientos [48].

Existen diversos factores de riesgo que, en sus combinaciones, son fundamentales para que se
lleven a cabo las infecciones cerebrales. Dentro de estos factores se encuentra la
inmunosupresion de los pacientes, las disrupciones de la barrera hematoencefalica,
procedimientos neuroquirdrgicos, catéteres, quimioterapias y estancias en hospitales donde
existe una exposicién a agentes patdégenos [49].

La mayoria de las infecciones son oportunistas ya que se aprovechan de la inmunosupresion
de los pacientes inducida generalmente por la mayoria de los tratamientos de quimioterapia y
radioterapia, ya que las drogas utilizadas ademas de atacar a las células tumorales, también
atacan esencialmente a las células que se multiplican rapidamente, como las células del
sistema inmunoldégico, en particular los neutrdfilos y los linfocitos. Hay una gran variedad de
patégenos bacterianos, virales y flngicos involucrados en las infecciones neuroldgicas
asociadas a céancer, los cuales pueden infectar simultanea y/o secuencialmente al paciente. La
meningitis, encefalitis y los abscesos cerebrales son las complicaciones neurolégicas mas
frecuentes resultado de estas infecciones [48].

3.2.1.6. Mielopatias
Las mielopatias son un conjunto de sintomas que afectan especificamente a la médula espinal.
En pacientes con cancer la causa mas comun es la compresién de los tumores sobre la médula.
La mayoria es causada por metastasis en la columna vertebral, mientras que un 15-20% de los
casos se debe a cancer de mama, préstata y pulmén. En muchos pacientes, las mielopatias
son manifestaciones tardias de cancer metastasico, pero en algunos casos de linfomas,
mielomas y cancer de pulmoén, la mielopatia es uno de los sintomas iniciales del cancer [38].

Los signos clinicos y sintomas dependen del nivel de la médula espinal que se vea afectado
(cérvico, toracico o lumbar). Algunos de los sintomas mas comunes son debilidad, torpeza,
espasticidad, déficits sensoriales, disfuncién sexual y vejiga neurogénica [50].

3.2.2. Sistema nervioso y su participacion en el cancer
No todos los cambios observados en el sistema nervioso de pacientes con cancer son debido a
dafios o alteraciones neuroldgicas. También se ha descrito que el sistema nervioso puede
influir positiva y/o negativamente en el desarrollo, la metastasis y la ocurrencia tumoral.
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Estudios clinicos y epidemiolégicos han descrito que factores psicoldgicos especificos como
estrés, depresién cronica y falta de apoyo social son factores de riesgo para el desarrollo y
progresion del cancer debido a su impacto en la respuesta inmune, en la reparacion del ADN y
en la inhibicién de la apoptosis regulada por mecanismos neuroenddécrinos [51,52].

3.2.2.1. Estrés

El estrés es considerado un proceso complejo que involucra factores ambientales y
psicosociales, los cuales inician una cascada de vias de procesamiento de la informacion tanto
en el sistema nervioso central como en el periférico. Las respuestas a estrés son
fundamentales para la sobrevivencia y los procesos de adaptacién, generando alteraciones en
la homeostasis. Estos cambios pueden tener efectos positivos o negativos en la salud, por lo
gue se han clasificado dos tipos de estrés: el eustrés y el distrés. El eustrés esta asociado a
respuestas adaptativas y ambientes enriquecedores que son benignos o que aportan efectos
benéficos en la salud, mientras que el distrés estd asociado a la exposicion de ambientes
hostiles 0 aversivos que pueden resultan en dafios a la salud [53]. Ambos tipos de estrés se
han asociado al cancer, teniendo generalmente efectos opuestos en el desarrollo tumoral.

3.2.2.1.1. Distrés y cancer

En las respuestas del distrés se activan principalmente dos ejes: el eje simpatico-adrenal-
medular (SAM) y el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). La activacion de estos ejes
resulta en la secrecion de varias moléculas efectoras, entre ellas adrenalina y noradrenalina
(catecolaminas del estrés) por medio de las neuronas simpéticas y la médula adrenal, asi como
la secrecion de las hormonas glucocorticoides, principalmente cortisol (hormona del estrés) en
la corteza adrenal resultado de la sintesis pituitaria de la hormona adrenocorticotropa (ACTH,
por sus siglas en inglés: adrenocorticotropic hormone) estimulada por la hormona liberadora de
corticotropina (CRH, por sus siglas en inglés: corticotropin-releasing hormone). Estas moléculas
son capaces de alterar funciones inmunoldgicas, neuroquimicas y endécrinas [54].

En el cancer, la liberacién de estos factores producto del estrés pueden modular la actividad de
multiples componentes del microambiente tumoral. Los efectos directos que se han visto son
cambios en la proliferacidon celular, invasion, angiogénesis, metastasis y evasion inmune,
mientras que los efectos indirectos pueden ser la activaciébn de virus oncogénicos y la
modulacion de funciones inmunes como la produccién de anticuerpos, los perfiles de citocinas
y el trafico celular (Fig. 5) [55].

Un ejemplo de efectos directos se observd en estudios de distrés en cancer de ovario y
pancreas, donde el aumento de la adrenalina y noradrenalina, tanto en el torrente sanguineo
como en los tumores, influy6 en la progresion e invasion del cancer, estimulando la expresion y
secrecién de metaloproteinasas, interleucinas y del factor de crecimiento endotelial vascular
[55,56]. Estas respuestas estdn mediadas mayormente por la activacion de receptores B -
adrenérgicos, los cuales se han visto expresados en varias lineas celulares cancerigenas y en
varios tipos de tumores. Estos receptores estdn acoplados a proteinas G y su funcién es la de
transmitir la informacion del ambiente externo al interior de la célula mediante la activacion de

16



la adenil ciclasa y la acumulacién del segundo mensajero AMP ciclico. Este segundo
mensajero es capaz de activar a PKA, la cual fosforila al factor de transcripcion CREB (CAMP-
responsive-element-binding), promoviendo su migracion al nucleo y su interaccién con los
elementos de respuesta a cAMP localizados en los promotores de los genes de proteinas
relacionadas a la proliferacién celular, migracién, angiogénesis e inhibicion de apoptosis, asi
como a la expresion de oncogenes virales [55].

Factores estrés
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Fig. 5. Diagrama donde se muestran los efectos que pueden tener los factores asociados al distrés en el
microambiente y desarrollo tumoral. ACTH= Hormona adrenocorticotropa. Modificada de Antoni et al. [54].

La nocion de que los receptores B adrenérgicos estan involucrados en los procesos
tumorigénicos ha permitido la implementacion de novedosas terapias contra el cancer,
utilizando los bloqueadores de receptores 3 que normalmente se usan para el tratamiento de
estrés. Estos bloqueadores han mostrado que pueden bloquear la estimulacion dependiente de
catecolaminas que promueven la proliferacion, invasion y angiogénesis, asi como también
pueden disminuir el riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer [54].

Por otra parte, el distrés en humanos y modelos animales altera la regulacién neuroenddcrina
de la respuesta inmune causando deficiencias que benefician el desarrollo y la progresion
tumoral. La desregulacién del sistema inmune como resultado del estrés puede deberse a que
éste se ha visto asociado a la desregulacion produccion de citocinas pro-inflamatorias, asi
como a que la mayoria de las células del sistema inmune presentan receptores para las
hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores, siendo sensibles a las moléculas efectoras del
estrés, por ejemplo, el aumento en la concentracion de corticorticoides durante estrés tiene
importantes efectos inmunosupresores en las funciones de linfocitos y macréfagos, afectando
también sus patrones de circulacion. Por otra parte, es comln que en pacientes deprimidos o
estresados se presente disminucion en actividad y cantidad de células NK y células T,
disminucion en fagocitosis, inhibicién en la sintesis de citocinas como interleucinas e inhibicion
de la expresién del MHC de clase | y II; lo cudl en conjunto se ha visto que estimulen la
progresion tumoral [53].

Otras hormonas que también se ven afectadas por el distrés son la prolactina, la oxitocina y la
dopamina. En cancer de mama aumentos en la expresion de prolactina pueden promover el
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crecimiento celular y la supervivencia de los tumores ya que puede funcionar como un agente
inhibitorio de la apoptosis simular mediante la estimulacion de Akt. Por otra parte, en ciertos
tipos de tumores tanto la oxitocina como la dopamina se ven disminuidas. Ambas se han
asociado a la inhibicion del crecimiento celular en varios tipos de tumores malignos y a la
inhibicion de la angiogénesis [53].

Como ya se menciond, el distrés también es capaz de influir en los virus oncogénicos ya que la
mayoria éstos son capaces de responder a las vias de sefalizacion activadas por las
moléculas efectores del eje HPA y el sistema nervioso autbnomo mencionadas anteriormente.
Estas moléculas y la activacion de sus vias de sefializacion pueden influir en la reactivacion
virus tumorales latentes, las estimulacién de expresién de oncogenes y la inhibicion de las
respuestas antivirales del hospedero. En el caso de los papilomavirus (HPV) de alto riesgo que
contribuyen a carcinomas cervicales y rectales, las vias de sefializacion estimuladas por el
glucocorticoide cortisol son capaces de activar la expresioén de los genes virales promoviendo la
interaccion de las proteinas virales con proto-oncogenes y la evasién de respuestas inmunes
disminuyendo la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad | (MHC-I). Por otra parte,
evidencia clinica ha establecido una correlacién entre eventos de distrés como factores de
riesgo para la progresion de displasias cervicales en mujeres HPV positivas [54].

3.2.2.1.2. Eustrés y cancer
Los factores ambientales positivos son capaces de promover la neurogénesis, la supervivencia
celular, el aprendizaje y la memoria. Ademas de tener efectos benéficos para el sistema
nervioso, en un estudio reciente se demostré que estos factores ambientales positivos también
son capaces de suprimir el crecimiento tumoral [52].

El modelo propuesto en dicho estudio establece que en ratones con tumores expuestos a un
ambiente enriquecido (amplio espacio, acceso a actividad fisica, interacciones sociales con
otros ratones, estimulacion sensorial, cognitiva y motora), a diferencia de ratones con tumores
en un ambiente aislados, se induce la activacion del eje hipotalamico-simpaticoneural-adipocito
(HSA) mediante el aumento en la expresion del factor neurotréfico BDNF en el hipotadlamo. Este
factor neurotrofico promueve la secrecion de adrenalina en las inervaciones simpéticas
discretas del tejido adiposo blanco (WAT), activando los receptores B -adrenérgicos de los
adipocitos. Esto resulta en la supresién de la expresion y liberacion del leptina y en la
estimulacion de la expresion y secreciéon del adiponectina. Los cambios en los niveles de estas
dos moléculas en el torrente sanguineo contribuyen al fenotipo antitumoral ya que dentro de las
multiples funciones descritas para la estas moléculas se encuentra la funciéon de mitégeno para
la leptina y la de antimitdgeno para la adiponectina (Fig. 6) [53,57].

Al igual que en el distrés, en el modelo propuesto antes mencionado, la corteza prefrontal y el
hipotdlamo son los principales encargados de interpretar los estimulos. También en ambos
casos, los receptores B-adrenérgicos y la adrenalina son factores necesarios para que se lleve
a cabo la respuesta. Sin embargo, a pesar de que se comparten estos elementos, los
diferentes ejes activados dependiendo del estimulo son los responsables de que los efectos
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finales sobre el desarrollo tumoral sean opuestos: mientras que en el distrés el eje SAM
estimula la secrecion de adrenalina y noradrenalina en la médula adrenal aumentando sus
niveles en el torrente sanguineo, en el eustrés el eje HSA estimula el aumento de la adrenalina
y los receptores B -adrenérgicos en los adipocitos. En el caso del eje HPA, ambos tipos de
estrés son capaces de activar este eje promoviendo el aumento de la corticosterona en la
corteza adrenal. Sin embargo, mediante mecanismos todavia no descritos, la corticosterona
modula de diferente manera al sistema inmune en ambos casos. En el eustrés, a pesar de que
su contribucién es minima, contribuye a la supresién del desarrollo tumoral, mientras que en el
distrés tiene un papel mas activo en promover el crecimiento (Fig. 6) [52].
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Fig. 6. Esquema donde se muestran los mecanismos responsables de mediar los efectos opuestos del
distrés y el eustrés en el desarrollo tumoral. PFC=Corteza prefrontal, SAM=Simpéatico-Adrenal-Muscular,
HSA=Hipotaldmico Pituitario-Adrenal, HSA=Hipotalamico-Simpaticitoneuronal-Adipocito, 3-AR= Receptor 3-
adrenérgico. Modificada de Cao & During 2012 [52].

3.2.2.2. Invasién perineural

La invasion perineural (IPN) es el proceso mediante el cual las células tumorales son capaces
de invadir, penetrar, crecer y migrar en sus nervios aledafos. Este proceso es una
caracteristica patolégica emergente de algunos tipos de cancer y se ha descrito como una
importante via para la diseminacién metastasica, diferente a la metéstasis linfatica y vascular.
Los tipos de cancer con mayor frecuencia de IPN son los de pancreas, colon, recto, prostata,
cabeza, cuello, tracto biliar y estémago. En la mayoria de los casos, la IPN es un indicador de
mal prondstico y poca sobrevivencia [58].

Para que se lleve a cabo la IPN, las sefiales e interacciones reciprocas entre las células
tumorales, los nervios y las células del estroma son de suma importancia. En estudios que
toman como modelo el adenocarcinoma de préstata se ha demostrado que las células
tumorales son capaces de generar sefiales como el factor de crecimiento nervioso, las cuales
estimulan y guian el crecimiento de axones [59]. Una vez que las fibras nerviosas entran en
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contacto con los tumores, les proveen sefiales pro-invasivas que estimulan la proliferacion y
migracién de las células tumorales a través de los nervios ya existentes [58, 60].

Se han detectado dos tipos distintos de fibras nerviosas infiltradas en los tumores: las fibras
simpaticas adrenérgicas y las parasimpaticas colinérgicas. Las fibras simpaticas son las
primeras en ser reclutadas por los tumores influyendo significativamente en la fases iniciales
del desarrollo neoplasico, promoviendo la sobrevivencia de las células tumorales mediante la
liberacion de noradrenalina y la activacién de los receptores adrenérgicos 2 y B3 presentes en
las células del estroma. En cambio, las fibras parasimpéticas colinérgicas son reclutadas en
etapas mas tardias del desarrollo tumoral y mediante la liberacién de acetilcolina promueven la
invasion, la migracion y la metastasis activando al receptor muscarinico Chrml presente en las
células del estroma (Fig. 7) [61].

Fig. 7. Modelo de la infiltracion de las fibras nerviosas y su participacion en la iniciacion y metastasis del
cancer de prostata. IPN=Invasion Perineuronal, SNS=Sistema Nervioso Simpético, NE=Noradrenalina,
PNS=Sistema nervioso parasimpatico, ACh=Acetilcolina. Modificada de Claire Magnon et al. 2013 [61].

3.2.3. Andlisis proteémico cerebral en presencia de un tumor de cancer cérvico uterino

En un trabajo previo realizado en el laboratorio, mediante andlisis de proteomas cerebrales, se
reporté por primera vez los cambios en la expresion de proteinas cerebrales debido a la
presencia de tumores distantes generados con la linea celular de CaCu SiHa (30 dias
posteriores a su inoculacién), en comparacién con ratones controles no inoculados. En este
trabajo se encontraron 68 identidades electroforéticas diferencialmente expresadas de las
cuales se lograron identificar 13: 12 sobre expresadas y una sub expresada (Fig. 8). Ademas
de que este trabajo permitié mostrar la evidencia de que la presencia de tumores distantes de
SiHa son capaces de alterar de manera significativa los niveles de expresion en el cerebro, el
analisis bibliogréafico de las funciones reportadas para las proteinas identificadas y sus niveles
expresion en el cerebro nos permitieron proponer que el tumor podria estar propiciando
alteraciones posiblemente dafiinas, asi como la activacién de mecanismos de proteccién para
intentar atenuar y reparar estas alteraciones [62].

En el analisis antes mencionado, se analizaron los cerebros de tiempo 30 dias del desarrollo
del tumor debido a que en el laboratorio ya se habia establecido un rango de tiempo (30 a 50
dias) como modelo para el estudio de la dindmica del desarrollo tumoral de CaCu, tomando
muestreos de los tumores a los 30, 45 y 50 dias post-inoculacion de las células SiHa ya que
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dentro de estos tiempos muestreados los tumores presentan sus mayores cambios en cuanto a
volumen (Fig. Supl. 1). Asimismo, utilizando este modelo se hizo un analisis protedmico para
identificar las proteinas diferencialmente expresadas en los tumores durante su desarrollo,
obteniendo como resultado que habia cambios dependientes de los tres tiempos de muestreo
tumoral mencionados anteriormente, lo cual sugiere que los cambios en la expresién proteica
en el cerebro debido a la presencia de tumores también podrian variar y ser dependiente del
desarrollo tumoral [63].
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Fig. 8. Grafica donde se observan los niveles de expresion de las proteinas identificadas previamente en el
laboratorio como diferencialmente expresadas en cerebros de ratones con tumores de 30 dias de crecimiento
generados a partir de células de cancer cérvico uterino humano (SiHa). El nivel de expresién de las proteinas
de cerebros de ratones es relativo a los niveles de expresion de las proteinas de los cerebros de ratones
controles [64].

3.3. Proteémica — Cancer y cerebro.

En los sistemas bioldgicos, las proteinas tienen un papel predominante como moléculas
biol6gicamente activas para la mayoria de las funciones celulares como el crecimiento,
proliferacién, apoptosis, senescencia y metabolismo, entre otros. El complemento proteico de
una linea celular, tejido u organismo constituye el proteoma y su caracteristica principal es que
es dinamico, difiriendo de un tipo celular a otro o incluso dentro de una misma célula
dependiendo de las condiciones o etapas del desarrollo en las que ésta se encuentre [64]. La
herramienta tecnoldgica que permite hacer estudios a gran escala, globales e integrativos del
proteoma se denomina proteémica. Dentro de la protedmica, se pueden analizar a las proteinas
desde varios enfoques, por ejemplo, la anotacién del genoma, la caracterizacion de las
funciones, la cuantificacion de la expresion, la caracterizacibn de modificaciones post-
traduccionales, la localizacion y compartamentalizacion de las proteinas y el andlisis de las
interacciones-proteina, entre otras [65]. El reto y objetivo principal de la protedmica en el
estudio del cancer es la caracterizacion del onco-proteoma para su aplicacion a nuevos
enfoques de diagndstico y tratamientos [66].

Aproximadamente, entre el 30 y el 50% de los genes en mamiferos se expresan en el sistema
nervioso. Los distintos patrones de expresidn diferencial de genes son necesarios para la
generacién de la gran variedad de fenotipos neuronales. Es por esto que el analisis proted6mico
del sistema nervioso en condiciones normales, en desordenes neurolégicos o enfermedades
que lo afecten, son muy Utiles para el entendimiento de la funcién y papel que desempefia este
sistema, asi como para la blisqueda de marcadores y blancos terapéuticos [67].
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3.4. Modelos para el estudio del CaCu
El cancer es uno de los principales causantes de muerte a nivel mundial, por lo que el uso de
modelos experimentales es esencial para entender la patofisiologia molecular del cancer, asi
como para desarrollar enfoques para el descubrimiento, desarrollo y aplicacion de nuevas
terapias.

3.4.1. Lineas celulares
Un modelo crucial para el estudio del cancer son las lineas celulares derivadas de tumores
humanos [68]. Estas aportan un modelo in vitro del sistema y presentan ciertas ventajas como
son morfologia y genética muy similar, asi como facilidad de manipulacién, cultivo y
manutencién. Otra gran ventaja es su capacidad de generar tumores en modelos de ratén
inmunodeficientes, simulando las condiciones de los tumores humanos [69].

Una linea celular modelo de cancer cérvico uterino proveniente de humano que presenta la
propiedad de generar tumores, es SiHa [70]. Esta proviene de un carcinoma escamoso
(Estadio II) del cérvix de una mujer de origen asiatico de 55 afios de edad. Se ha reportado que
tiene integrado en su genoma el genoma del virus del papiloma humano 16 (HPV-16) y que
éste es capaz de expresarse [71].

3.4.2. Raton atimico nu/nu
Uno de los ratones mas usados en el estudio del cancer es el ratén atimico desnudo nu/nu

llamado asi debido a la presencia de dos copias defectuosas del gene nu (Foxnlnu) en el
cromosoma 11. Esta mutacién no permite el desarrollo normal del timo, lo que imposibilita la
correcta formacion y maduracion de linfocitos T, lo cual afecta la respuesta celular dependiente
de linfocitos T y la respuesta humoral dependiente de linfocitos B, ya que los linfocitos T
participan en la activacion de los linfocitos B. Aunque la respuesta inmune en este tipo de
ratones estd comprometida, no implica que sea nula, ya que se ha visto que presentan células
NK (Natural Killer), células LAK (Lympoikine-Activated Killer), macrofagos y linfocitos B [72].
Las caracteristicas descritas anteriormente hacen de estos ratones un excelente modelo para
el estudio de tejidos cancerosos trasplantados o la inoculacién con células formadoras de tumor
ya que al carecer de células T CD4+ y CD8+ son incapaces de rechazar tejidos foraneos.
Ademds presentan un bajo potencial de metastasis para la mayoria de los xenotransplantes
[73].
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4. Justificacion

El CaCu es un problema de salud publica en México y en paises en vias de desarrollo por lo

gue los estudios globales que se enfoquen en analizarlo son de suma relevancia. A pesar de
gue es evidente que todo el organismo juega un papel importante en el desarrollo del cancer,

son pocos los estudios que se enfocan en analizar los efectos del tumor sobre 6rganos
distantes, asi como de la accién contraria. Basandonos en lo anterior, este proyecto se centra

en estudiar los efectos del desarrollo de un tumor de CaCu en el tejido cerebral.

5. Hipétesis
Los cambios de expresién proteica en el tejido cerebral de ratones con tumores distantes

presentan una dinamica de expresion dependiente del desarrollo tumoral.

6. Objetivo General

Determinar los patrones y cambios de expresioén proteica de cerebros de ratones durante el
desarrollo de tumores generados a partir de una linea celular de CaCu

7. Objetivos Particulares

L]

Analizar la expresion proteica diferencial de tejido cerebral de ratones con tumores
generados a partir de la inoculacion de la linea celular SiHa (HPV16) a 3 tiempos (30, 45,
50 dias).

Identificar las proteinas diferencialmente expresadas.

Validar la expresion de proteinas identificadas de mayor interés.

Conocer la cinética de expresién a tiempos tempranos de las proteinas validadas.
Determinar si las proteinas identificadas y validadas en los cerebros de ratones con
tumores generados a partir de la linea celular de CaCu SiHa presentan los mismos
cambios de expresidn en cerebros de ratones con tumores lejanos generados a partir de
otras lineas celulares de cancer humano.

Determinar si las proteinas identificadas y validadas en los cerebros de ratones con
tumores generados a partir de la linea celular de CaCu SiHa presentan los mismos
cambios en cerebros de ratones con tumores provenientes de una linea celular de
melanoma murino.
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8. Materiales y métodos

8.1 Cultivo Celular.

La lineas celulares SiHa (HPV16), HeLa (HPV18), MDA, COLO205 y B16/BL6 se cultivaron en
medio Advanced RPMI 1640 (Gibco®) suplementado con Antibidtico-Antimicotico (1X) y L-
Glutamina (1%) en frascos de cultivo de 75 cm? (Nunclon, Dinamarca) bajo una atmésfera
constante de 5% de CO,, a temperatura de 37°C y un ambiente saturado de humedad.

8.2 Generacién Tumores (RPMI)

Se utilizaron como modelos 41 ratones hembras atimicas de la cepa Foxnlnu-/ Foxnlnu- de
entre 6 y 10 semanas de edad provenientes del bioterio del Instituto de Biotecnologia (IBt). Se
cosecharon las células SiHa, HeLa y COLO205 en su fase estacionaria a una confluencia
aproximada de 80-90%. Para la generacion del tumor, cada raton se inoculé subcutaneamente
en la parte trasera derecha con un niimero aproximado de 1x10’ células resuspendidas en 1mL
de medio Advanced RPMI 1640 (Gibco®). Una vez inoculados los ratones, el tumor subcutaneo
generado en cada raton que fue inoculado con la linea celular SiHa, asi como sus cerebros se
colectaron en seis fases de crecimiento: 5, 15, 25, 30, 45 y 50 dias; el tumor subcutaneo
generado en cada ratén que fue inoculado con la linea celular HelLa, asi como sus cerebros se
colectaron en tres fases: 30, 45 y 50 dias y el tumor subcutaneo generado en cada ratén que
fue inoculado con la linea celular COLO205, asi como sus cerebros se colectaron a los 19 dias.
El sacrificio de los ratones fue mediante decapitacién y congelamiento inmediato de la cabeza
con nitrégeno liquido para su almacenamiento y posterior extraccion del cerebro. Un grupo de
ratones control fue inoculado con 1mL de medio Advanced RPMI 1640 (Gibco®), mientras que
otro grupo de ratones control no pasd por ningln procedimiento. Ambos grupos controles
fueron sacrificados con el mismo método y a la misma edad que los ratones inoculados con
células. Para cada tiempo de colecta (tumores y controles) mencionado anteriormente se
tomaron 3 distintos ratones para la generacién de triplicados experimentales. El volumen
tumoral fue calculado utilizando la férmula V= (11/(6 x L x W x H)) descrita por Mary M. Tomayko
y Patrick Reynolds [74]. Los experimentos con animales fueron realizados bajo la autorizacion
del comité de Bioética del IBt (Clave: 08-31)

8.3 Generacion Tumores (PBS)

Para las lineas celulares SiHa, COLO205 y MDA se utilizaron como modelos 41 ratones
hembra atimicas de la cepa Foxnlnu-/ Foxnlnu- de entre 6 y 10 semanas de edad
provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiradn (INCMNSZ). Para la linea celular B16/BL6 se usaron 6 hembras de la cepa C57BL/6 de
entre 6 y 10 semanas de edad provenientes del Bioterio del IBt. Para la generacion de tumores
se cosecharon las células SiHa, COLO205, MDA y B16/BL6 en su fase estacionaria a una
confluencia aproximada de 80-90%. Cada raton se inocul6 subcutaneamente en la parte
trasera derecha con un nimero aproximado de 1x10’ células suspendidas en PBS. Una vez
inoculados los ratones, el tumor subcutaneo generado en cada ratén que fue inoculado con la
linea celular SiHa, asi como sus cerebros se colectaron a los 5, 15, 25, 30, 45 y 50 dias; el
tumor subcutaneo generado en cada raton que fue inoculado con la linea celular COLO205, asi
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como sus cerebros se cosecharon al los 15 dias, mientras que los de B16/BL6 a los 12 dias y
los de MDA a los 18 y 28 dias. El sacrificio de los ratones fue mediante decapitacién vy
congelamiento inmediato de la cabeza con nitrégeno liquido para su almacenamiento y
posterior extraccion del cerebro. Los ratones control fueron inoculados con 1mL de PBS vy
sacrificados con el mismo método y a la misma edad que los ratones con tumores. Para cada
tiempo de colecta (tumores y controles) mencionado anteriormente se tomaron 3 distintos
ratones para la generacion de triplicados experimentales. El volumen tumoral fue calculado de
igual manera que en la seccién anterior [74]. Los experimentos con animales fueron realizados
bajo la autorizacion del comité de Bioética del IBt (Clave: 08-31)

8.4 Extraccién de proteina

Todas las muestras de cerebros de ratones con tumores generados a partir de la inoculacion
de las células con RPMI*, asi como los cerebros de ratones con tumores de los tiempos 30, 45
y 50 dias generados mediante la inoculacién de las células SiHa en PBS procesaron mediante
extraccion proteica fendlica (Metodologia Suplementaria). Los cerebros restantes de los demas
tumores generados mediante la inoculacion de las células en PBS se les realizé una extraccion
proteica mediante el método de solubilizacion basado en SDS (Metodologia Suplementaria) y
se cuantific6 mediante el método de Bradford.

8.5 Electroforesis de doble dimension

Se utilizé el protocolo descrito por Encarnacion et al. [75] (con modificaciones realizadas por
Gabriel Bautista) para la elaboracién de los geles de doble dimensién de los extractos de
proteina cerebral. Se realiz6 un gel para cada muestra, cargando en todos la misma cantidad
de proteina: 1mg. Para su visualizacion, se tifieron con Coomassie coloidal y se escanearon en
el densitdbmetro GS-800 (Bio-Rad, CA).

8.6 Comparacion de geles

Para determinar los cambios de expresion de proteinas de los cerebros de ratones con tumores
y sus controles, las imagenes digitalizadas de los geles procedentes de la electroforesis de dos
dimensiones fueron analizadas y comparadas utilizando el Software PD-Quest 8.01 (Bio-Rad,
CA). Primero se detectaron todas las identidades electroforéticas presentes en los geles 2D
de cada cerebro, para luego comparar cada tiempo (30, 45 y 50 dias) con su respectivo control.
Una vez determinadas las identidades electroforéticas cambiantes para cada tiempo, se
agruparon y compararon los cambios entre los tiempos para determinar las dinAmicas de
expresion durante el desarrollo tumoral.

8.7 Analisis Estadistico — Geles 2D

Para el analisis de expresion diferencial de los geles 2D, se utiliz6 primero el paquete
estadistico de PDQuest, para obtener las identidades electroforéticas con una expresion
diferencial de “+1.5 veces”. De las identidades electroforéticas obtenidas en este andlisis, se
tomaron las densidades 6pticas de las réplicas para cada grupo (CRT y CRC). Debido a que
los analisis del Software PDQuest no son muy robustos en cuanto a estadistica, a las
identidades electroforéticas obtenidas en el analisis de PDQuest se les aplic6 una prueba
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estadistica empirica de Bayes (t — moderada) para determinar para en cada tiempo si los dos
grupos (CRT, CRC) pertenecian a poblaciones distintas. La prueba estadistica se llevo a cabo
mediante un script del lenguaje de programacion R, utilizando los paquetes limma y metaMA. El
valor de corte que se tomd para determinar que la diferencia en nuestros grupos fuera
estadisticamente significativa fue un p- value <0.05.

8.8 Identificacion y andlisis de proteinas por espectrometria de masas

Las entidades electroforéticas de las proteinas seleccionadas mediante el analisis de
comparacion se recortaron de los geles de dos dimensiones, se procesaron y se identificaron
mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF y ESI y ESI/QUAD/TOF) con modificaciones
realizadas por Andrés Andrade y Jeovannis Gil al método descrito por Encarnacién et al. [23]
(Metodologia Suplementaria). Las listas de los espectros de masas se analizaron con el
software MASCOT usando la base de datos de UniProt.

8.9 Western Blots

Los extractos totales fueron separados en geles 1D-SDS-PAGE al 12% (metodologia
suplementaria), y transferidos a membranas PVDF de 45um (Millipore®). Se hicieron ensayos
de Western Blot con los anticuerpos anti-enolasa no neuronal (Abcam®, ab54979), anti-
tubulina beta Il especifica de neuronas (Neuronal marker, Abcam®, ab18207), anti-glioxalasa 1
(Abcam®, ab171121), anti-CPLX1 (Abcam®, ab102761) y anti proteosoma alfa 6 (Abcam®,
ab109377). Se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano para su
revelado con carbazol (Metodologia Suplementaria). Las membranas reveladas fueron
escaneadas en el densitometro GS-800 (Bio-Rad®) y analizadas mediante Quantity One
(BioRad®) e ImageJ. Los niveles de expresion de las proteinas fueron normalizados con los
valores de expresion de la proteina de control de carga: alfa enolasa.

8.10 Analisis Estadistico — WB

Para el analisis de expresién diferencial en los WB, se determiné la densidad Optica de las
bandas mediante ImageJ y se utiliz6 el mismo script de R utilizado para los geles 2D, aplicando
la prueba estadistica empirica de Bayes (t — moderada) para determinar en cada tiempo si los
dos grupos (CRT, CRC) pertenecian a poblaciones distintas. El valor de corte que se tomo para
determinar que la diferencia en nuestros grupos fuera estadisticamente significativa fue un p-
value <0.05.
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9. Resultados

Estudios realizados previamente en el laboratorio indicaron que existian cambios en la
expresion proteica de cerebros de ratones con tumores distantes de 30 dias generados a partir
de la linea celular de cancer cérvico uterino SiHa [65]. Para identificar los cambios
dependientes del desarrollo tumoral, se analiz6 el proteoma cerebral a los tiempos 30, 45 y 50
dias posteriores a la generacién de tumores de SiHa. Se eligieron estos tres tiempos de
acuerdo a estudios realizados anteriormente, donde se implementd este modelo para el estudio
del desarrollo del CaCu ya que en este rango de tiempo del desarrollo tumoral los tumores
mostraban mas diferencias en cuanto a tamafio y caracteristicas fisicas (Fig. Supl. 1), asi como
en sus perfiles de expresion proteica [63].

9.1 Andlisis de Cerebros Grupo 1 — RPMI
9.1.1 Generacion de tumores de SiHa y colecta de cerebros

Se tomaron 9 ratones hembras, a las cuales se les generé un tumor subcutaneo mediante la
inoculacién de células SiHa (HPV16") resuspendidas en 1mL de medio de cultivo RPMI*
(Gibco® Advanced RPMI 1640). Para cada tiempo muestreado se tomaron 3 réplicas
experimentales, recolectando los tumores y los cerebros de los ratones a los 30, 45 y 50 dias
post-inoculacion (Tabla 1, Fig. 1).

Tabla 1. Volumenes de las réplicas de tumores
generados a partir de células SiHa.

Tiempo | Tumor | Volumen (cm3)
0.02094
0.03141
0.01570
0.03828
0.05235
0.05497
0.31101
0.33379

30 dias

45 dias

GRS Fig. 1. Cinética de crecimiento tumoral de SiHa. En ella se

0.16022 observa un aumento en el tamafio de los tumores
conforme aumenta el tiempo, siendo este cambio mas
pronunciado a los 50 dias.
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9.1.2 Analisis comparativos de los geles 2D de los cerebros de ratones con tumores de
SiHa

A diferencia del trabajo realizado anteriormente en el laboratorio [62], en este analisis se
implementaron como controles cerebros de ratones inyectados con 1mL del vehiculo utilizado
para la inoculacién de células en los ratones (medio de cultivo RPMI*). Al igual que para los
ratones con tumores (CRT-RPMI*), se tomaron 9 ratones controles (CRC-RPMI*), colectando
los cerebros a los 30, 45 y 50 dias post-inyeccion.

Durante el desarrollo de los tumores, los ratones fueron revisados semanalmente. No se

observaron cambios notorios en cuanto a la cantidad de alimento y agua consumidos o al peso
y tamafo de los ratones de tumores en comparacion de los ratones controles sin tumores.
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Cabe destacar que para estas observaciones no se hizo una medicién exacta, por lo que son
necesarios futuros andlisis para determinen si existen o no cambios significativos en cuanto a la
alimentacién de los ratones en presencia de tumores subcutaneos.

Se tomaron los cerebros completos para llevar a cabo una extraccién proteica mediante el
método de extraccidn fendlica (Metodologia Suplementaria). Posteriormente se analizaron los
perfiles protedmicos de todas las muestras mediante la elaboracion y comparacion de geles de
doble dimension (2D) (Fig. Supl. 2).

En el trabajo del laboratorio previamente mencionado, se utiliz6 el mismo protocolo
experimental y el mismo modelo de raton y de linea celular, analizando también mediante geles
2D los cerebros de ratones con tumores de SiHa de 30 dias. Para determinar si los geles 2D de
los cerebros de ratones muestreados para la dinamica (30, 45 y 50 dias) mostraban
semejanzas con los geles ya reportados, se compararon los geles 2D de los cerebros de
ratones con tumores de SiHa de 30 dias realizados para este proyecto con los geles 2D previos
antes mencionados. La comparacion mostr6 que los perfiles proteémicos de las nuevas
muestras (Fig. 2b) diferian de las muestras previas, mostrando un patrén de expresion proteica
diferente (Fig. 2a): no se encontrd la sobreexpresiéon de un grupo de proteinas previamente
identificadas y definidas como sobre expresadas. Dentro de este grupo se encontraban varias
subunidades de la familia de las tubulinas (rectangulo naranja en Fig. 2a) y el neurofilamento
de péptido ligero (NFL) (flecha roja en Fig. 2a) [62].

M
" -,’&;_- ——

CRT-RPMI* ‘ CRC ' CRT-RPMI

Fig. 2. Comparacion de los cambios de expresion de proteinas observados en geles 2D de cerebros de
ratones con tumor y ratones control de dos distintos estudios. a — Muestras de CRT-RPMI* de SiHa a 30
dias de desarrollo tumoral y CRC de 30 dias reportadas previamente [62]. b — Muestras de CRT-RPMI* de
SiHa 30 dias y CRC-RPMI* de 30 dias de desarrollo tumoral, donde se observa la ausencia de la familia
de las tubulinas (recuadro naranja) y de NFL (fleja roja) lecha verde. PM=Peso molecular. pl=Punto
isoeléctrico. Para cada caso se muestra un gel representativo (n=3).

9.1.3. Anélisis comparativo de la expresion de la tubulina BIIl en cerebros de ratones con
tumores de SiHa y otras lineas celulares inyectadas con RPMI*
Dentro de la familia de tubulinas reportadas como sobre expresadas en CRT de SiHa de 30

dias se encontraba la tubulina B Il (TBIII). El estudio de esta proteina resultaba de amplio
interés en el cerebro durante el desarrollo tumoral ya que su expresion es casi exclusiva de
neuronas y presenta sus niveles maximos de expresion durante el desarrollo, disminuyendo
drasticamente en cerebro adulto [76]. Asimismo, cambios en su expresion podrian indicar
alteraciones graves en la células cerebrales [77]. A pesar de que las nuevas muestras de CRT-
RPMI* no presentaron estos cambios en los geles 2D, se analiz6 la expresion de la tubulina Bl
(TR mediante Western Blot (WB) para los tres tiempos y se compar6 con las muestras de 30
dias utilizadas en el andlisis anterior del laboratorio [62] para determinar si, aunque no existia
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evidencia en los geles 2D, se observaban incrementos en la expresion de esta proteina en las
nuevas muestras de CRT-RPMI*.

SiHa
a CRT-RPMI CRC-RPMLI.
1 2 3 1 2 kDa
T30 " = - 50 b _ CRT-RPMI* CRC .
aeno f— — - ——A47 1 2 3 1 2 3 4 5 6 kDa
TR S =50
TBIN - =50 GENO " s s — — — — — —— 4]
T45
aeno v - W =47 T30
TRIN - 50
T50
aeno -47
c TBIIl cerebral vs Volumen Tumoral ® \/olumen tumoral SiHa (cm3)
05 0.8 Expresion de TBIII (DO)
0.4 ’
0.4
Qos 06
0.3
>0.2 0.4
"'E’ 0.2
G 0.1 0.1 0.2
0 - 0 == = . 5 .
T301 T302 T303 T451 T452 T453

T501 T502 T503
CRT-RPMI* - SiHa

Fig. 3. WB de la dindmica de expresion de la tubulina Il (TBII) en cerebros CRT-PBS de SiHa. a — Muestras
de CRT-RPMI* y CRC-RPMI* de tiempos 30, 45 y 50 dias del desarrollo tumoral. b — Muestras de CRT-RPMI*
de SiHa y CRC de tiempo 30 dias (muestras tomadas del andlisis reportado anteriormente [62]). ¢ — Nivel de
expresion de TBIII de cada CRT-RPMI* SiHa (rosa) comparado con el volumen de su respectivo tumor (lila).
Se observa que la TBIIl no se expresa en todos los CRT-PBS y presenta mayores niveles de expresién en
CRT-RPMI*, mientras que en los CRC sin inyeccion no hay expresion y en los CRC-RPMI* inyectados con
medio algunas muestras presentan expresion. Los niveles de expresion de la Blll fueron normalizados con la
expresion de su respectivo control de carga: Alfa enolasa (aeno). DO=Densidad 6ptica.

El notable aumento en la expresion de la BlII (TRII) en los CRT-RPMI* de 30 dias de las
muestras anteriores concuerda con los cambios de expresion previamente reportados [62] (Fig.
3b). Sin embargo, en las muestras de los CRT-RPMI* tomadas para el presente proyecto la
TRl presentd una expresién variable e independiente del tiempo y volumen tumoral (Fig 3 ay
c). Sin embargo, el resultado méas sobresaliente fue la deteccion de la TBRIIl en los CRC
inyectados con RMPI* en los cuales al igual que los CRT-RPMI*, la expresion de la TRIII fue
variable, presentandose solamente en algunas muestras cerebrales (Fig 3a). Esto sugiere
alguna participacion del RPMI* presente en las inyecciones en la induccion de la expresion
cerebral de la TBIll, ya que los CRC que no fueron inyectados no presentaron estas
fluctuaciones de expresion (Fig. 3b)

El mismo comportamiento de expresion se detectdé en un lote de muestras de cerebros de
ratones previamente obtenidas en el laboratorio utilizando la misma metodologia [62]. Los
cerebros provenian de ratones a los cuales se les habian generaron tumores de SiHa a
tiempos méas tempranos (5, 15 y 25 dias) y sus respectivos controles inyectados con RPMI*
(Tabla Supl. 1, Fig. Supl. 3), asi como CRT-RPMI* de otras dos lineas celulares de cancer
humano: HeLa (CaCu) y COLO205 (cancer de colon). Para el caso de los tumores de HelLa se

29



tomo la misma dindmica de crecimiento celular que SiHa, es decir tiempos 30, 45 y 50 dias;
mientras que para el caso de COLO205 se colectaron los tumores y cerebros a los 19 dias
debido a que tuvieron un rapido crecimiento y los tumores ya presentaban un volumen elevado,
similar a los volimenes de SiHa a los 50 dias. (Tabla Supl. 2, Fig. Supl. 4)

Para los tiempos tempranos la TRIII estuvo presente en todas las muestras de CRT-RPMI* y en
dos de los CRC-RPMI* (Fig. 4a). Para las muestras de los tumores de HelLa el comportamiento
de la expresion de la TBII fue el mismo que el observado en SiHa (Fig. 4c¢) ya que tampoco
estuvo presente en todas las muestras (fue variable en aquellas que si se observd) y no fue
dependiente del tiempo o volumen tumoral (Fig. 4c). Para el caso de COLO205 ambas
muestras presentaron expresion proteica (Fig. 4b).

a SiHa b COLO0205
15 T15 T50 15 T15 T50 . T19
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
TBINI - 50 TRIN -50
aeno — — > e ‘G- 47 OENO ww — —47
CRT-RPMI* CRC-RPMI* kDa CRT-RPMI* kDa
. HelLa
T30 T45 T50 T30 T45 T50 .
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 1 2 1 2
TR 7 _50
aeno —— D S o e i qg— -47
CRT-RPMI* CRC-RPMI* kDa

Fig. 4. WB de la dindmica de expresién cerebral de la tubulina Bl (TBIII) de CRT-RMPI* con tumores
de distintas lineas celulares. a — Muestras de CRT-RPMI* y CRC-RPMI* de SiHa a tiempos tempranos
(5, 15y 25 dias). b — Muestras de CRT-RPMI* de COLO205 de 19 dias. ¢ — Muestras de CRT-RPMI*
de Hela de 30, 45 y 50 dias y sus CRC-RPMI*, Control de carga: Alfa enolasa (aeno). Se observa que
la TRIII presenta una expresion variable tanto en los CRT-RPMI* como en sus CRC-RPMI*.

Para eliminar la posible influencia del medio RPMI* en la expresion proteica cerebral durante el
desarrollo tumoral, se repiti6 la dindmica de los tumores de SiHa utilizando una distinta
metodologia en la cual para la inyeccién de las células y los controles se sustituyé el medio por
una solucién de amortiguador fosfato salino (PBS).

9.2 Analisis de Cerebros Grupo 2 - PBS

9.2.1 Generacion de tumores de SiHa y colecta de cerebros

Se tomaron 9 ratones hembras, a las cuales se les generé un tumor subcutaneo mediante la
inoculaciéon de células SiHa (HPV16") resuspendidas en 1mL de PBS y 9 ratones controles
inyectados con 1mL de PBS. Para cada tiempo muestreado se tomaron 3 réplicas
experimentales, recolectando los tumores y los cerebros de los ratones a los 30, 45 y 50 dias

post-inoculacion (Tabla 2, Fig. 5). Para obtener el extracto total de proteina cerebral se tomé
todo el cerebro y se utilizé el método de extraccion fendlica (Métodos Suplementarios).
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Tabla 2. Volumenes de las réplicas de tumores
generados a partir de células SiHa.

‘ Linea celular SiHa

Tiempo | Tumor | Volumen (cm®)
30 dias 0.033510
0.020943
0.004712
0.012566
0.031415
0.066758
0.640884
0.474642

0.137444 Fig. 5. Cinética de crecimiento tumoral de tumores de
SiHa. a tiempos: 30, 45 y 50 dias. Se observa un aumento
significativo en el tamafio de los tumores del tiempo 45 al 50.

45 dias

50 dias
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Al igual que con los ratones mencionados anteriormente, durante el desarrollo tumoral, los
ratones fueron revisados semanalmente y no hubo cambios notorios en cuanto a la cantidad de
alimento y agua consumidos o al peso y tamafio de los ratones de tumores en comparaciéon de
los ratones controles sin tumores.

9.2.2 Analisis de Expresion de la Tubulina glll

Se analizé la expresion de la TBII en los CRT-PBS y de sus respectivos CRC-PBS con el fin de
determinar si, al igual que la inyeccién del medio RPMI*, el PBS contribuia a la expresion de
esta proteina en el cerebro.

Fig. 6. WB de la dindmica de expresion cerebral de TBIIl y aeno. a — Muestras CRT-PBS de SiHa de
tiempos 30, 45 y 50 dias. b- Muestras CRC-PBS inyectados con 1mL de PBS. Control de carga: Alfa
enolasa (aeno). Se muestra en el primer carril de cada figura una muestra de CRT-RPMI* para indicar
la presencia de TBIIl. Los niveles de expresién fueron normalizados con la expresion del control de
carga: Alfa enolasa (aeno). En ellos se observa la ausencia de TRIll en todos los tiempos y para
ambos grupos de ratones (tumor y control).

A diferencia de los CRT-RPMI* y sus controles, en los CRT-PBS (Fig. 6a) y sus respectivos
controles (Fig. 6b) no se detectd la expresion de TBIII, mostrando que la presencia de PBS no
influye de la misma manera que el RPMI* en la expresién proteica cerebral por lo que se
descartaron los CRT-RPMI* para los analisis posteriores.
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9.2.3 Anélisis de la expresion proteica diferencial del tejido cerebral durante el desarrollo
de tumores de SiHa

Para identificar las proteinas diferencialmente expresadas, se utilizaron las muestras de CRT-
PBS, las cuales se analizaron mediante la elaboracién de geles de doble dimensién (2D) (Fig.
Supl. 5) para su posterior comparacion utilizando el programa PDQuest (BioRad).

La comparacion de los CRT-PBS contra los CRC-PBS mostré 38 identidades electroforéticas
(IE) diferencialmente expresadas (p.value<0.05). Todas estas IE tuvieron un perfil de sobre-
expresion en los CRT-PBS con respecto a los CRC-PBS (Tabla. 3). No fueron detectadas
proteinas subexpresadas en los CRT-PBS ni proteinas Gnicas para algun tiempo o condicion
(tumor/control).

Tabla 3. Perfiles de expresion de las identidades electroforéticas diferencialmente expresadas en CRT-
PBS con respecto a los cerebros controles.

PROTEINAS SOBRE EXPRESADAS

Sobre expresada en los tres tiempos (30, 45 y | 13
50)

So6lo sobre expresadas en tiempo 50 9
So6lo sobre expresadas en tiempo 45 2
So6lo sobre expresadas en tiempo 30 3
Fluctuantes 11

9.2.3.1 Identificacién de las IE diferencialmente expresadas mediante espectrometria de
masas

Utilizando la metodologia MALDI-TOF y el software MASCOT se lograron identificar las
proteinas de 14 identidades electroforéticas. Las IE que no pudieron ser identificadas mediante
MALDI-TOF se analizaron mediante ESI y ESI/QUAD/TOF. Al ser estas metodologias mas
sensibles, permitieron identificar mas de una proteina por IE, obteniendo 14 proteinas mas,
sumando un total de 28 proteinas identificadas (Tabla 4, Tabla Supl 3, Fig. Supl. 6-11).

Tabla 4. Proteinas diferencialmente expresadas clasificadas segun su perfil de expresién. Las proteinas
marcadas con * indican identificacién mediante ESI o ESI/QUAD/TOF.

SE en tiempos 30, 45y 50 SE en tiempo 30
Tubulin beta-2A chain* (TUBB2A) ATP synthase subunit beta, mitocondrial (ATP5B)
Tubulin beta-5 chain *(TUBBS5) L-lactate dehydrogenase B chain (LDHB)

Complexin-1* (CPLX1)
Small ubiquitin-related modifier 3* (SUMO3) )
Small ubiquitin-related modifier 2* (SUMO2) SE en tiempo 30 y 45

Complexin-1* (CPLX1) Tropomyosin alpha-1 chain (TPM1)
Protein DJ-1 (DJ1) Olfactory marker protein (OMP)
Proteasome subunit beta type-4 (PSB4) Complexin-1* (CPLX1)
Ras-related protein RRAS (RRAS) Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 * (PEBP1)
Ras-related protein RAB6A* (RAB6A) Complexin-2* (CPLX2)
Apolipoprotein A-I* (APOA1) Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
Prefoldin subunit 3* (PFD3) regulatory subunit A alpha isoform (PPP2R1A)
Proteasome subunit alpha type-6 (PSA6) Transcription elongation factor A protein-like 5*
Neurocalcin-delta (NCALD) (TCEALS)
39S ribosomal protein L46* (MRPL46)
*
Proteasome subunit alpha type-6 (PSA6)
Neurocalcin-delta (NCALD) Visinin-like protein (VILIP1)
Glyoxalase 1 (GLO1)
Heme-binding protein (HEBP1)

Hippocalcin-like protein (HPCAL1)
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9.2.3.2 Analisis de enriquecimiento las proteinas sobre-expresadas identificadas

Las proteinas identificadas fueron agrupadas mediante un analisis de sobre representacién de
vias, procesos bioldgicos (Fig. 7a) y localizacion celular (Fig. 7b) utilizando GeneCodis [78-80]
y ConcensusPathDB. (Tabla Supl. 4)

E Citosol
¥ Mitocondria
Nucleo
Vesicula
* Neurona *

Fig. 7. Analisis de enriquecimiento de las proteinas cerebrales sobre expresadas. a — Sobre
representacion de vias metabolicas y procesos celulares (p value < 0.005). b — Localizacién celular.
Imagenes modificadas de GeneCodis [78-80] y. Puede observarse en a que la via metabdlica mas
representada es la comunicacion celular

La clasificacion obtenida fue muy general y muestra de primera instancia un enriquecimiento en
procesos de comunicacion y muerte celular (Fig. 7a), asi como un numero significativo de
proteinas mitocondriales (Fig. 7b) Debido a que continuamente se reportan nuevas funciones
para las proteinas que no son actualizadas de inmediato en las bases de datos aunada a la
redundancia de los programas utilizados para hacer la sobre representacion de vias y
procesos, se realiz6 una busqueda bibliografica manual para hacer una clasificacion de las
proteinas identificadas, enfocada principalmente en sus funciones y relevancia en el sistema
nervioso. (Tabla Supl. 5)

La nueva clasificacibn mostr6 que la mayoria de las proteinas han sido relacionadas con
algunas enfermedades neurodegenerativas, en procesos de neurodegeneracion,
neuroproteccidn y en el proceso neuronal de sinapsis. (Fig. 8).

Fig. 8. Andlisis de sobre representacion de procesos celulares y enfermedades asociadas al sistema
nervioso de las proteinas identificadas. El Alzheimer sobre sale como la enfermedad con més proteinas,
mientras la sinapsis lo hace como el proceso celular.
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El enriquecimiento de enfermedades neurodegenerativas sugiere que durante su desarrollo los
tumores de SiHa podrian generar alteraciones en el cerebro que propicien dafios o alteraciones
gue desencadenen en muerte celular y/o procesos neurodegenerativos. Por otra parte, el
enriguecimiento de procesos de neuroproteccién sugiere que el cerebro intenta contrarrestar
los dafios activando mecanismos de proteccién. Para determinar el comportamiento de las
proteinas y sus procesos asociados conforme al tiempo del desarrollo tumoral, se hizo un
andlisis de clustering mediante la elaboracién de un heatmap tomando los cambios de
expresion de cada proteina en los tiempos 30, 45 y 50 dias (Fig. 9).

Fig. 9. Heatmap que muestra los distintos niveles de sobre-expresién (>1.5 fold) de las proteinas
identificadas en los CRT-PBS con tumores de SiHa durante el desarrollo del tumor (30, 45 y 50 dias) y los
clusters de los procesos asociados a las proteinas Los colores amarillos indica los aumentos expresion
mas bajos mientras que los colores rojos indican los aumentos de expresién mas altos. El color morado
indica que la proteina no tuvo aumento de expresion en ese tiempo.

En el heatmap se puede observar que la mayoria de las proteinas asociadas a
neurodegeneracion y estrés oxidativo presentan mayor expresion en el tiempo mas tempano
(30 dias) y van disminuyendo, presentando niveles mas bajos de expresion en los otros dos
tiempos (45 y 50 dias). El mismo comportamiento se observé para las proteinas asociadas a
neuroproteccidn. Por otra parte, las proteinas asociadas a sinapsis se agruparon en un cluster
en el que las proteinas presentaban aumentos en el tiempo 30 y 45 dias, pero no en el tiempo
50 dias. Finalmente, las proteinas asociadas a desarrollo y proteccibn mostraron su mayor nivel
de expresion en el tiempo 50 dias

9.2.4 Analisis de expresion de Complexina 1, Glioxalasa 1 y Proteosoma Subunidad del
proteosoma alfa tipo 6

Para analizar y corroborar los niveles de sobre expresién de algunas proteinas de interés, se
llevaron a cabo Western Blots para las siguientes proteinas: complexinal (CPLX1), glioxalasa 1
(GLO1) y subunidad alfa tipo 6 del proteosoma (PSAG).
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9.2.4.1 Complexina 1l

Dentro de las proteinas sobre expresadas se identificaron 3 posibles isoformas de la CPLX1
con distintas dinAmicas de expresion (Fig. 10). Uno de los papeles fundamentales de las
complexinas en el tejido cerebral es la regulacién de la transmisidn sinaptica controlando el
ensamblaje y la estabilidad de los complejos proteico SNARE, los cuales tienen como funcién
principal mediar la fusion vesicular, es decir, promover la fusién de vesiculas con su membrana
blanco [81]. Debido a la importancia de esta proteina en los procesos de sinapsis cerebral se
analizé su expresion mediante Western Blot (WB).
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Fig. 10. Posibles isoformas de la CPLX1 (a-c) sobre expresadas en CRT-PBS de SiHa. Para cada isoforma
se muestra su identidad electroforética en las tres réplicas de geles 2D de CRT-PBS (T-morado) de SiHa y
CRC-PBS (C-Rosa), asi como sus graficas de expresion en los tres tiempos (30, 45 y 50 dias). d — Niveles de
sobre expresién de cada isoforma. Puede observarse tanto en las graficas como en la tabla que cada
isoforma presenta cambios de expresion distintas, estando dos sobre expresadas durante los tres tiempos
(30, 45 y 50) y una solamente sobre expresada en los tiempos 30 y 45. *p.value <0.05. PM=Peso molecular.
pl=Punto isoeléctrico. DO=Densidad Optica.

A diferencia de lo observado en los geles de 2D (Fig. 10), el analisis de expresién de la CpxI1
mediante WB no mostré aumentos de expresion en las muestras de tiempo 30 dias,
presentando cambios en los tiempos tiempo 45 dias (1.5 veces) y 50 dias (1.65 veces)(Fig. 11).

SiHa
CRT-PBS CRC-PBS
1 2 3 1 2 3 kDa
30 dias  CPX1 -15
aeno : g -47
1
:
CRT-PBS CRC-PBS . I
1 2 3 1 2 3 kpa . I
CPLX1 -15 B
45 dias Qo3 |, "Tumor
aeno -47 3 “ Control
CRT-PBS CRC-PBS . 0 - ‘
1 2 3 1 2 3 kDa T30 T45 T50
50 dias CPLX1 15
aeno < —— — =47

Fig. 11. WB de la dindmica de expresion cerebral de CPLX1. a — Expresion de CPLX1 en CRT-PBS con
tumores de SiHa y CRC-PBS a tres tiempos (30, 45 y 50 dias). b — Gréfica de los niveles de expresién de
CPLX1 en CRT-PBS (rosa) contra CRC-PSB (lila), donde se observa una diferencia significativa de
expresion en los tiempos 45 y 50 dias. Los niveles de expresion fueron normalizados con la expresién del
control de carga: Alfa enolasa (aeno). *p.value <0.05.
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En los CRT-PBS se identificaron 3 posibles isoformas de la complexina como sobre
expresadas en los CRT-PBS. En el gel 2D se puede observar que dos de las isoformas
identificadas contaban con en el mismo PM (~15)(Fig. 12 a y b), mientras que la isoforma
restante presentd un PM mayor (~19)(Fig. 12 c). A pesar de la utilizacion de geles PAGE-1D
con buffer de tricina para una mejor separacion de proteinas de bajo peso molecular (CPLX1
=17 KDa) con el objetivo de detectar las distintas isoformas, en los WB solamente se distinguio
una banda (Fig. 11), que sugiere que los niveles de expresién observados en ella podrian ser la
combinacién de las dos isoformas del mismo peso molecular o la deteccién de una sola

isoforma.
pl
PM‘ kDa
‘$. . g
b o » ~19

ummon” 5

control T503 SiHa v1 (Raw 2-D Image)

CRT-PBS CRC-PBS
T502 T503

Fig. 12. Seccién del gel 2D donde se muestran las tres posibles isoformas (a-c) de CPLX1y en CRT-PBS 'y
CRC-PBS. En ellos se observa que en los CRT-PBS las tres isoformas presentan un notable aumento de
expresion en comparacion de los CRC-PBS. Se muestra una réplica representativa de CRT-PBS (T503) y
una de CRC-PBS (T503). PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico.

Para determinar si el anticuerpo era capaz de identificar y distinguir las distintas isoformas, se
realizd6 un WB contra la complexina en minigeles 2D: uno para una muestra representativa de
CRT-PBS (T503) y otro para una de CRC-PBS (T503). EI WB-2D presentd una sefal de
deteccién de la complexina muy baja en el CRT-PBS (Fig. 13a) y sefial nula en el control (Fig
13b).

~25
~15 ~

CRT-PBS T503

~ CRT-PBS T503 CRC-PBS T503

Fig. 13 — WB-2D de la expresién cerebral de CPLX1 en CRT-PBS de SiHa. a — CRT-PBS de SiHa (T503).
Se observa que en los CRT-PBS hay una ligera expresion de CPLX1 y en los CRC-PBS no se detect6 su
presencia. b — CRC-PBS (T503). ¢ — Minigeles 2D tefiidos con Coomassie como control de carga. PM=Peso
Molecular. pl=Punto isoeléctrico.
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A pesar de la baja sefial obtenida en los WB, el analisis mediante ImageJ de la membrana
escaneada permitié distinguir dos puntos (Fig. 13a — recuadro gris), indicando que el anticuerpo
es capaz de reconocer dos distintas identidades electroforéticas en el mismo rango de peso
molecular (~15), por lo que los niveles de expresion detectados en el WB-1D (Fig. 11) podrian
representar la suma de estas dos isoformas (Fig.12 b y c).

9.2.4.2 Glioxalasa 1
En los CRT-PBS, la glioxalasa 1 (GLO1) se encontr6 sobre expresada en los cerebros de

tiempos 30 y 50 dias del desarrollo del tumor. (Fig. 14)
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Fig. 14. Cambios de expresion de GLO1 en CRT-PBS de SiHa. Se muestra la identidad electroforética
identificada como GLO1 en las tres réplicas de geles 2D de CRT-PBS (T-morado) de SiHa y CRC-PBS (C-
Rosa), asi como su grafica de expresion en los tres tiempos (30, 45 y 50 dias), donde se observa el aumento
significativo de la expresion de GLO1 en los tiempos 30 y 45 dias. * p.value <0.05. PM=Peso molecular.
pl=Punto isoeléctrico. DO=Densidad Optica.

GLOL1 tiene como funcién principal la de detoxificar los niveles citotéxicos de metilglioxal (MG) y
glioxal (GX), los cuales son precursores de los productos de la glicacién avanzada (AGE por
sus siglas en inglés: advanced glycation end products) [82]. Al igual que el MG, los AGEs son
elementos toxicos para la célula y sus niveles elevados estan asociados a estrés oxidativo y
apoptosis [83]. El cerebro es el cuarto tejido con mayor expresion de GLO1 [84], indicando un
papel fundamental de esta enzima en el SNC, por lo que se analizaron sus cambios de
expresion mediante Western Blot (WB).

SiHa
CRT-PBS CRC-PBS .
1 2 3 1 2 3 kDa
GLO1 15
30 dias
aeno - , -47 1.6 .
——
CRT-PBS CRC-PBS . 1.2
1 2 3 1 2 3 ,p
GLO1 _15a 8 0.8 ® Tumor
45 dias
aeno -47 0.4 I Control
CRT-PBS CRC-PBS . 0
1.2 3 1 2 3 kba T30 T45 T50
GLO1 =15
50 dias
aeno = — —— AT

Fig. 15. WB de la dinamica de expresion cerebral de GLO1. a — Expresion de Glol en CRT-PBS con
tumores de SiHa y CRC-PBS a tres tiempos (30, 45 y 50 dias). b — Grafica de los niveles de expresion
de GLO1 en CRT-PBS (rosa) contra CRC-PSB (lila), donde se observa una diferencia significativa de
expresion en los tiempos 45 y 50 dias. Los niveles de expresion fueron normalizados con la expresion
del control de carga: Alfa enolasa (aeno). *p.value <0.05.
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CRT-PBS T503 CRC-PBS T503

~ CRT-PBS T503 CRC-PBS T503

Fig. 16. WB-2D de la expresién cerebral de GLO1. a — CRT-PBS de SiHa (T503). b — CRC-PBS (T503). Se
observa que en el CRC-PBS se detectd la expresion de GLO1, mientras que se en los CRT-PBS si hubo
expresion. ¢ — Minigeles 2D tefiidos con Coomassie como control de carga. PM=Peso Molecular. pl=Punto
isoeléctrico.

En andlisis mediante WB de la GLO1 mostr6 cambios estadisticamente significativos en los
tiempos 45 (2.33 veces) y 50 dias (3.13 veces) (Fig. 15 a y b) a diferencia de lo observado en
los geles 2D, donde los cambios se dieron en el tiempo 30 (3.55 veces) y 50 (2.58 veces) (Fig.
14). A pesar de que una muestra control del andlisis de 30 dias mostré un alta expresion, en
general, tanto en el WB (Fig. 15) como en el WB2D (Fig. 16) se puede observar una tendencia
al aumento de expresion de GLO1 debido a la presencia de tumores.

9.2.4.3 Subunidad a-6 del proteosoma

El sistema ubiquitin-proteosoma (UPS) es una maquinaria catalitica encargada de la
degradacién de proteinas celulares, siendo esencial para controlar diversos procesos celulares
basicos y la supervivencia celular [85]. En los CRT-PBS dos subunidades de esta maquinaria
(a6 y B4) presentaron cambios en su perfil de expresién, lo cual podria indicar alteraciones, ya
sea en la regulacion, estabilidad o actividad proteolitica del proteosoma. Debido a que la
subunidad a6 (PSA6) solamente mostrd sobre-expresion a los 50 dias en los CRT-PBS (Fig.
17), se analiz6 su expresion mediante WB.
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Fig. 17. Cambios de expresion de PSA6 en CRT-PBS de SiHa. Se muestra la identidad electroforética
identificada como PSAG6 en las tres réplicas de geles 2D de CRT-PBS (T-morado) de SiHa y CRC-PBS
(C-Rosa), asi como su grafica de expresion en los tres tiempos (30, 45 y 50 dias), donde se observa el
aumento significativo de la expresion de PSA6 solamente en el tiempo 50 dias. * p.value <0.05.
PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico. DO=Densidad Optica.
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El analisis mediante WB no reflejé la expresion observada en los geles 2D. Para todas las
muestras la expresion fue constante y uniforme en los tres tiempos, tanto para los CRT-PBS
como para los controles (Fig. 18).

SiHa
CRT-PBS CRC-PBS
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Fig. 18. a — WB de la dindmica de expresion cerebral de PSA6. a — Expresion de PSA6 en CRT-PBS con
tumores de SiHa y CRC-PBS a tres tiempos (30, 45 y 50 dias). b — Gréfica de los niveles de expresion de
PSA6 en CRT-PBS (rosa) contra CRC-PSB (lila), donde se observa que no hay diferencias significativas
de expresion en ninguno de los tres tiempos. Los niveles de expresion fueron normalizados con la
expresion del control de carga: Alfa enolasa (aeno). *p.value <0.05.

El mismo comportamiento se observé en el WB de mini geles 2D, donde para ambas muestras
se detecto la misma identidad electroforética con los mismos niveles de expresion (Fig. 19).
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Fig. 19. WB-2D de la dindmica de expresion cerebral de PSA6. a — CRT-PBS de SiHa (T503). b — CRC-
PBS (T503). En ambos se observan la presencia de PSA6 con los mismos niveles de expresion. ¢ —
Minigeles 2D tefiidos con Coomassie como control de carga. PM=Peso Molecular. pl=Punto isoeléctrico.

9.2.5 Analisis de CPLX1, GLO1 y PSA6 a tiempos mas tempranos del desarrollo de
tumores de SiHa (5, 15, 25 dias)

Para determinar si GLO1, CPLX1 y PSA6 presentan cambios en expresion desde etapas mas
tempranas del desarrollo tumoral se generaron tumores a partir de la linea celular SiHa,
mediante el método previamente descrito (PBS). Se colectaron los celebros y los tumores a 5,
15 y 25 dias post-inoculacion, tomando para cada tiempo tres réplicas experimentales con sus
respectivos controles (Tabla 5, Fig. 20).
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Para estas muestras, se empleé un método distinto de extraccion: en lugar de utilizar la
extraccion fendlica previamente utilizada para los tiempos 30, 45 y 50 dias, se utiliz6 un
amortiguador de extraccion proteica base de SDS para la solubilizacion de las proteinas [86]
(Metodologia Suplementaria).

Tabla 5. Tiempos y volumenes de los tumores
generados a partir de la linea celular SiHa.

Linea celular SiHa

Tiempo

Tumor

Volumen (cm®)

5 dias

0.009424

0.007853

0.004712

15 dias

0.009424

0.007853

0.010602

25 dias

0.004712

0.003926

W NP W NP W NP

0.003926

Fig. 20. Cinética de crecimiento de tumores de SiHa
donde se comparan los volimenes de los tumores

generados tempranos (5, 15 y 25

en

tiempos

dias)(recuadro rosa) con los tiempos 30, 45 y 50 dias.

Posteriormente, las muestras se analizaron mediante WB para determinar los niveles de
expresion de GLO1, PSA6 y CPLX1.

SiHa
a 5 dias b 15 dias c 25 dias
CRT-PBS CRC-PBS . CRT-PBS CRC-PBS CRT-PBS CRC-PBS
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GLO1 -25
PSA6 - . - . =27
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Fig. 21. WB de la expresion cerebral de GLO1, PSA6, CPLX1 y aeno en CRT- CRT-PBS de SiHay CRC-
PBS. a — 5 dias, b — 15 dias y ¢ — 25 dias. d — Gréfica de los niveles de expresion de GLO1, PSAS6,
CPLX1 en CRT-PBS contra CRC-PSB, donde observan cambios de expresion en los tiempos 15 y 25 dias
para CPLX1, en el tiempo 15 dias para GLO1 y ninglin cambio no para la PSAG6. Los niveles de expresion
fueron normalizados con la expresion del control de carga: Alfa enolasa (aeno). *p.value <0.05. Gréfica de
los niveles de expresion para cada proteina. *p.value<0.05. Control de carga: Alfa enolasa (aeno).
DO=Densidad Optica.
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Al igual que para los tiempos més tardios, la expresion de la PSA6 se mantuvo constante tanto
para los CRT-PBS como para sus controles (Fig. 20). Por otra parte, GLO1 y CpxI1 presentaron
cambios de expresion, aunque no fueron los mismos en los tres tiempos. Para GLO1
solamente los CRT-PBS de 15 dias presentaron un aumento (1.6 veces)(Fig. 20b y d) mientras
que para la CPLX1 tanto los CRT-PBS de tiempo 15 dias (Fig. 20b y d)(1.5 veces) como de 25
dias (Fig. 20c y d)(1.5 veces) mostraron ligeros aumentos.

9.2.6 Andlisis de CPLX1, GLOl1 y PSAG6 en cerebros de ratones con tumores con lineas
celulares de otros tipos de cancer: humanos (colon y mama) y de ratén (melanoma)

Con el objetivo de analizar si los cambios de CPLX1, GLO1 y PSAG6 en los cerebros de ratones
con tumores de SiHa pudieran ser una generalidad de la presencia de un tumor distante sin
importar la linea celular de origen, se generaron tumores a partir de lineas celulares de cancer
humano de colon (COLO205) y mama (MDA). También se tom6 como modelo de tumores no
provenientes de células humanas una linea celular de melanoma de origen murino (B16/BL6).
Estos ultimos tumores fueron generados en ratones de la cepa C57BL/6. Todos los tumores se
generaron mediante el método previamente descrito utilizando PBS.

La dindmica de crecimiento tumoral de estas tres lineas celulares fue distinta a la de los
tumores de SiHa, presentando un crecimiento tumoral mas rapido por lo cual, el criterio para el
sacrificio de los ratones y la recoleccién de cerebros fueron los volimenes tumorales, tomando
como referencia los volimenes tumorales de SiHa de 50 dias (Tabla 6, Fig. 22).

Tabla 6. Tiempos y yolumenes de los tumores generados Volumen Tumoral (PBS)
a partir de distintas lineas celulares de cancer.
Linea . Volumen 0.6
Tiempo Tumor 3 e
Celular (cm®) 0.5 :
1 0.17278 )
§ 04
COLO205 15 dias 2 0.23038 = '
3 0.21598 g 0.3 !
18dias | 1 0.14137 § 02 . o |
MDA 18 dias 2 0.19792 - LS
28dias | 3 0.10053 0-17 —
1 0.57176 0.0 L == !‘ S
B16/BL6 12 dias 2 0.33353 30 45 50 COLO MDA B16
3 0.15315 SiHa

Fig. 22. Volimenes de tumores generados a partir de
COLO, MDA y BL16. Se muestra la cinética de
crecimiento de los volimenes generados a partir de SiHa
de 30, 45 y 50 dias.

Al igual que las muestras de tiempos tempranos, se utilizé la extraccion de las proteinas con la
amortiguador de SDS (Metodologia Suplementaria) y se hizo un analisis de la expresion
proteica CPLX1, PSA6 y GLO1 mediante WB.

Al igual que en los CRT-PBS de SiHa, la PSA6 no presenté cambios significativos en ninguno

de los CRT-PBS de los tres distintos tipos de tumores. Por otra parte, CpxI1l s6lo mostré
aumento de expresion en los CRT-PBS de COLO205 (1.53 veces), mostrando los mismos
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niveles para los tumores de MDA y BL16. En el caso de GLO1, contrario de lo observado en los
CRT-PBS de SiHa, esta proteina mostré una disminucién de expresion tanto para los tumores
de COLO205 (-4.09 veces) como para los de MDA (-103.1 veces). Finalmente, en BL16 no se
detectdé expresion en ninguno de los cerebros (tumores y controles). Los resultados anteriores
sugieren que los cambios en los cerebros con tumores distantes no son los mismos y

dependen de la linea celular de cancer (Fig. 23).
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Fig. 23. WB de la expresién cerebral de GLO1, PSA6, CPLX1 y aeno en CRT-PBS y CRC-PBS. a —
COLO205, b — MDA y ¢ — BL16. d — Gréfica de los niveles de expresién de GLO1, PSA6, CPLX1 en CRT-
PBS contra CRC-PSB, donde observan que Unicamente PSA6 no presenta diferencias significativas entre los
diferentes tipos de lineas celulares de cancer, mientras CPLX1 presenta diferencia significativas para COLO y
GLO1 para COLO y MDA. Los niveles de expresion fueron normalizados con la expresion del control de
carga: Alfa enolasa (aeno). *p.value <0.05. Grafica de los niveles de expresion para cada proteina.
*p.value<0.05. Control de carga: Alfa enolasa (aeno). DO=Densidad Optica.
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10. Discusidn
Los tumores al no ser tejidos normales, repercuten en la homedstasis de todo el organismo
mediante alteraciones a niveles moleculares. Andlisis previos realizados en el laboratorio
mostraron que existian cambios en la expresién proteica de cerebros de ratones con tumores
distantes. Tomando en cuenta la evidencia anterior, en este trabajo se analizaron los cambios
generados por tumores distantes en tejido cerebral de ratones durante varios tiempos del
desarrollo tumoral, describiendo el comportamiento de las proteinas conforme al desarrollo de
los tumores.

10.1 Influencia del medio RPMI* en la expresion de proteinas cerebrales
Para la descripcion de los cambios en el cerebro durante el desarrollo tumoral, en el presente

trabajo se utilizé el método experimental (generacion de tumores, colecta de cerebros,
extraccion proteica y elaboracion de geles 2D) previamente descrito en el laboratorio para el
analisis de ratones con tumores de SiHa de 30 dias de desarrollo, ampliando para el presente
analisis tiempos de muestreo de tumores y cerebros (30, 45 y 50 dias) y tomando como
controles ratones inyectados con 1mL de RPMI*. Al igual que para el proyecto anterior, los
cerebros se analizaron mediante geles 2D. La comparacién de los geles 2D previos con los
desarrollados en este proyecto, mostré que los cambios de expresion previamente reportados
no se compartian con el nuevo andlisis. Una de las diferencias mas notorias fue la ausencia de
la sobre expresion de la TRIII previamente reportada. Al hacer el analisis de esta proteina en
ambos grupos de muestras se observd que la expresion de la TBIIl de las muestras previas
concordaba con lo descrito, mientras que en las muestras del presente proyecto su expresion
era variable y no se encontraba en todas ellas. Sin embargo, el resultado mas sobresaliente fue
el aumento de expresion de la tubulina TBIIl en algunos cerebros controles inyectados con
RPMI* (Fig 3). La TBIIl es una proteina fundamental en el desarrollo cerebral, presentando
niveles de expresién bajos en el cerebro adulto. Lo anterior se pudo comprobar en los cerebros
controles sin inyecciéon en los cuales no se detectd la expresién de TIIl. Por lo tanto, su
presencia no resulta normal en cerebros de ratones adultos con tumores ni en inyectados con
RPMI*.

El analisis de mas muestras de cerebros de ratones que también fueron sometidos a
tratamientos que involucraban la inyeccion de RPMI* presentaron expresion de TRIII sugiere
gue los componentes de este medio tienen efectos en la expresion proteica del tejido (Fig. 4).
El medio RPMI* esta constituido de una amplia variedad de compuestos (Tabla Supl. 6), entre
ellos las proteinas albumina, transferina e insulina. Tanto la transferina como la insulina pueden
cruzar la barrera hematoencefalica mediante un proceso denominado trancitosis mediada por
receptor, donde al unirse a sus respectivos receptores en las células endoteliales capilares del
cerebro inducen la endocitosis y la formacién de una vesicula que las libera al interior [87]. La
pureza en el medio RPMI* de estas proteinas no es del 100%, por ejemplo la pureza de la
insulina es del 95%. Esto sugiere la presencia de “contaminantes” u otras proteinas ligadas
gue, junto con la transferina y/o insulina, crucen hacia el sistema nervioso contribuyendo a los
cambios.
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Cabe destacar que el hecho de que no todas las muestras de cerebros de ratones a los cuéles
se les inyecté RPMI* presentaran cambios en la expresién de TRl puede indicar que el RPMI*
por si mismo no siempre es suficiente para modificar la expresion proteica del cerebro,
habiendo factores adicionales (ambientales o propios del organismo) que al interaccionar con el
medio promueven los cambios. Estudios futuros son necesarios para analizar como, y mediante
qué componentes y mecanismos el medio RPMI* afecta al cerebro incluso hasta 50 dias
después de ser inyectado subcutaneamente en ratones.

Con el objetivo de descartar la influencia del medio RPMI* en el cerebro, se implemento la
misma metodologia utilizando PBS como el vehiculo de inyeccion de las células SiHa. El
analisis de los cerebros obtenidos con esta metodologia indicaron que tanto los tumores de
SiHa como la presencia del PBS en la inyeccion no influye de la misma manera que el RPMI*
en la expresion de la TRIII, siendo el PBS un mas adecuado para la inoculacion celular y el
analisis del tejido cerebral.

10.2 Andlisis de proteinas cerebrales sobre expresadas en ratones durante el desarrollo
tumoral de SiHa.

El analisis mediante geles 2D y espectrometria de masas permitié analizar e identificar aquellas
proteinas con expresién diferencial en el cerebro de ratones durante el desarrollo tumoral.
Todas las proteinas arrojadas en el andlisis comparativos fueron caracterizadas como sobre
expresadas, lo cual no descarta que haya proteinas sub expresadas que puedan ser
detectadas mediante enfoques mas sensibles que los geles 2D, como el analisis mediante
masas/masas.

Los analisis de enriquecimiento de vias y procesos celulares, asi como el agrupamiento de las
proteinas de acuerdo a sus papeles reportados en el sistema nervioso, indicaron que los
procesos mas representados fueron la comunicacion celular y la sinapsis. De igual forma, la
mayoria de las proteinas se agruparon en procesos asociados a enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson y a mecanismos de neuroproteccion (Fig. 7 y
8). El analisis de las variaciones de sobre expresion conforme al tiempo de las proteinas y sus
procesos asociados permite proponer que en etapas tempranas del desarrollo del tumor de
SiHa (T30 dias) se activan principalmente mecanismos que promueven alteraciones en la
comunicacion y dafo celular, lo cual podria desencadenar en muerte y procesos
neurodegenerativos. Dentro de estos procesos, las proteinas asociadas presentan mayores
niveles de expresiéon en el tiempo 30, los cuales van disminuyendo durante el desarrollo en
tiempos mas tardios. El hecho de que las proteinas asociadas a muerte y neurodegeneracion
se vean reducidos en etapas tardias (T45 y T50) puede deberse a que el tumor disminuya su
capacidad de desencadenar estos dafios o a la activacién de mecanismos de proteccién en el
cerebro en respuesta a los dafios y alteraciones provocados desde las etapas tempranas del
tumor. En los cerebros de ratones son SiHa, las proteinas asociadas a neuroproteccion
también presentaron niveles de expresion elevada desde el tiempo 30 dias, pero con menores
aumentos de expresién que las proteinas asociadas a neurodegeneracion. Asi mismo,
proteinas asociadas tanto a neuroproteccién y a desarrollo presentaron aumentos hasta los
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tiempos mas tardios, principalmente a los 50 dias. Dichos comportamientos en los mecanismos
de proteccion podrian indicar que simultdneamente a la activacién de mecanismos asociados a
muerte y degeneracion, en el cerebro se mantienen activos los mecanismos de proteccion,
activando también posibles vias involucradas en neuroregeneracion para poder reparar los
dafios, lo que disminuyendo la magnitud de la neurodegeneracion en las etapas tardias (Fig. 9
y 24).

30 dias 45 dias 50 dias

Tumores
SiHa o > 0 > a

Neurodegeneracion y | \
Estrés Oxidativo ATP5B LDBH SUMO2/3 CPLX1 PFD3 DJI PSB4 GLO1 VILIP PEBP1

Neurodegeneracion |
HPCAL1 NCALD1 PSA6

Neuroproteccion
PSB4 RRAS RAB6A APOA1 GLO1 VILIP PEBP1

Neuroproteccion y [
Regeneracion celular

CPX1 TUBB HPCAL1 NCALD1

Fig. 24. Modelo donde se ilustran los procesos asociados a las proteinas conforme al tiempo del
desarrollo tumoral de SiHa. El modelo propone que en las primeras etapas del tumor (T30) existe una
mayor representacion de proteinas asociadas a procesos neurodegenerativos y estrés y a etapas tardias
(T50) procesos asociados a neuroproteccién y regeneracion celular. Para cada proceso se ilustra la
dinamica de expresion general de todas las proteinas enlistadas debajo de los recuadros de colores. El
color mas intenso representa mayor aumento de expresién y los colores mas tenues menor aumento. El
color blanco indica que no se detectaron cambios de expresion en ese tiempo.

Para determinar la posible participacién de las proteinas identificadas en el modelo propuesto
de interaccion cerebro-desarrollo del tumor, se analiz6 mas a detalle el papel de las proteinas
en el sistema nervioso, tanto para los procesos celulares en los que intervienen, como en las
enfermedades en las cuales han sido asociadas.

10.2.1 Neurodegeneracion

La lactato deshidrogenasa (LDBH) ha sido ampliamente usada como un indicador de dafio
celular. Esta proteina es la enzima responsable de llevar el dltimo paso de la glicdlisis
anaerdbica, catalizando la conversion de piruvato a lactato [88]. En los CRT-PBS se detect6
aumento en la expresién de la isoforma B solamente a los 30 dias (1.76 veces), mientras que
regreso a sus niveles normales en los tiempos 45 y 50. Particularmente la isoforma B cataliza la
conversion de lactato a piruvato, por lo que su aumento en CRT-PBS puede indicar un
aumento en la necesidad de generar energia en las neuronas en etapas tempranas del tumor.
Este aumento en los requerimientos energéticos puede deberse al un transporte (shuttle) de
lactato intercelular propuesto, en el cual los astrocitos producen lactato a través de la glicdlisis,
el cual es transportado a las neuronas adyacentes y convertido a piruvato mediante la LDBHB
para que posteriormente pueda entrar al Ciclo de Krebs y generar energia [89].
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El mantenimiento del citoesqueleto es fundamental para la correcta fisiologia celular. La
prefoldina (PFD3) es una proteina chaperona necesaria para el plegamiento de las tubulinas y
el mantenimiento de microtibulos [90]. Esta proteina también ha sido reportada en el LCR
como consecuencia de dafio celular [91], por lo que su sobre-expresion durante el desarrollo
tumoral (T30: 3.87, T45: 2.72 y T50: 2.07 veces) podria desencadenar alteraciones en los
microtibulos, los cuales son fundamentales para la sobrevivencia y correcto funcionamiento
celular.

La tropomiosina (TPM1) también tiene un papel importante en el citoesqueleto, asociandose a
microfilamentos, participando en la movilidad y el mantenimiento de la morfologia celular. En
patologias neurofibrilares ha dado positiva en sueros y LCR [92]. Durante el desarrollo tumoral
esta proteina se encontré sobre-expresada sélo en los tiempos 30 (6.11 veces) y 45 dias (4.09
veces). El papel especifico de esta proteina en respuesta a estrés o dafio no es claro, pero se
ha sugerido que podria estar implicada en la activacion de astrocitos, promoviendo procesos
patoldgicos [93]. También cambios en sus niveles de expresion pueden alterar el transporte
retrogrado y anterégrado en algunas neuronas, desencadenando pérdida neuronal en ratones
viejos [94].

El calcio es un mensajero secundario muy importante en el tejido nervioso, regulando una
amplia variedad de eventos celulares fisiolégicos y patofisiolégicos. Las proteinas pseudo-
vinisina 1 (VILIP1) y la neurocalcina delta (NCALD) son censoras de calcio especificas de
neuronas [95]. VILIP1 present6 un perfil de expresion fluctuante, aumentando en T30 (1.41
veces), disminuyendo a niveles normales en T45 y aumentando de nuevo en T50 (1.46 veces),
mientras que la NCALD solo aument6 su expresion en el T50 (2.18 veces). La sobre-expresion
de estas proteinas esta asociada a déficits cognitivos y a un aumento en la tasa de muerte
celular resultado de las fluctuaciones en las concentraciones de calcio, el cual puede ser tdxico
para las neuronas [96-98]. También se han reportado en la sangre y LCR de pacientes que han
sufrido derrames cerebrales [99].

Los declives cognitivos son una caracteristica comidn en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas. La proteina de unién a fosfatidiletanolamina (PEBP1) y su derivado
péptido neuroestimulador del sistema colinérgico del hipocampo (HCNP), estan asociados a
neurodegeneracion y desdrdenes de aprendizaje y memoria, principalmente en el sistema
colinérgico [100, 101]. PEBP1 es un efector de las vias de transduccién de sefiales que
controlan crecimiento celular, motilidad, apoptosis, integridad gendmica y resistencia
terapéutica. Su aumento CRT-PBS (T30: 22.39 y T45: 10.22 veces) podria indicar alteraciones
en el sistema colinérgico que afecten la memoria y el aprendizaje de los pacientes a etapas
tempranas del cancer [102].

El sistema ubiquitin-proteosoma es una maquinaria catalitica necesaria para la degradaciéon de
proteinas celulares y esencial para controlar varios procesos celulares basicos y la
supervivencia celular [85]. EI complejo catalitico encargado de la degradacién es el 26S del
proteosoma, el cual se compone de la subunidad 20S y la 19S [103]. En los CRT-PBS se
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identificaron dos subunidades de la subunidad 20S: la subunidad alfa tipo 6 (PSA6) y la beta
tipo 4 (PSB4). PSA6no presenté cambios significativos en el cerebro a los 30 y 45 dias del
desarrollo tumoral pero si aumentdé notablemente a los 50 dias (8.34 veces). Por otro lado,
PSB4 present6 aumentos en los tres tiempos (T30: 3.88, T45: 2.72 y T50: 2.07 veces). Se ha
sugerido que cambios en la expresion y la estequiometria de las subunidades del complejo
proteosomal inducen alteraciones en la actividad de degradacion del proteosoma, asi como
respuestas patologicas que eventualmente propician la muerte neuronal, por lo que los
cambios de PSB4 y PSA6podrian propiciar estos mecanismos [104].

10.2.2 Neuroproteccion

En respuesta a las posibles alteraciones generadas en el sistema nervioso por la presencia de
tumores lejanos, el cerebro podria desencadenar mecanismos de proteccién y mantenimiento
de la homeostasis. Lo anterior se vio reflejado en el aumento de expresidn de ciertas proteinas
gue ya se han reportado involucradas en vias de defensa y regeneracion neuronal/celular.

La hipocalcina (HPCL1) brinda neuroproteccion contra estimulos de muerte celular inducida por
calcio. Las neuronas del hipocampo deficientes en HPCL1 son vulnerables a dafio y muerte
debido a las fallas en los mecanismos de extrusion de calcio del citosol [105]. Los niveles
elevados de HPCL1 en los CRT-PBS (T30: 3.4 y T50: 3.96 veces), asi como el aumento de
VILIP1 y NCALD (mencionadas anteriormente) permiten proponer que durante el desarrollo
tumoral existen fluctuaciones y cambios en la homeostasis intracelular de calcio, y que la
activacion de estas proteinas puede contribuir en mantener niveles fisiolégicos normales de
este ion con el objetivo de evitar su citotoxicidad.

El mal plegamiento y la formacion de agregados proteicos son caracteristicos de diversas
enfermedades neurodegenerativas. Como se menciond anteriormente, la PFD3 es una
chaperona involucrada en el mantenimiento de microtibulos, siendo también una proteina
fundamental para la proteccién cerebral previniendo la agregacion de proteinas mal plegadas
para contrarrestar el estrés en el reticulo endoplasmico (RE) y la muerte celular activada por
agregacion proteica. En etapas tempranas de Alzheimer sus niveles elevados y su interaccién
con el péptido B-amiloide incrementan la proporcion de agregados oligoméricos menos toxicos,
disminuyendo la tasa de muerte celular [106]. En las enfermedades de Huntington y Parkinson
ayuda a inhibir la elongacion y formacién de agregados téxicos de huntingtina y a-sinucleina
respectivamente [107-109]. Por otra parte, ratones con mutaciones donde la PFD3 pierde su
funcién, presentan neurodegeneraciéon en el cerebelo, aumento en la agregacion de proteinas
poliubiquitiladas y reduccién de la viabilidad celular [106]. RAB6A (T30: 3.88, T45: 2.72 y T50:
2.07 veces), al igual que la PFD3, se activa en respuesta al estrés del RE contribuyendo a la
expansion y relajacién del mismo [109]. También ayuda a reducir el nUmero de proteinas en
dicho organelo, regulando positivamente el transporte retrégrado de membrana vy
contrarrestando el estrés en él. Alternativamente, RABGA facilita los procesos autofagicos, los
cuales son la principal via de degradacion cuando se activa la respuesta a proteinas mal
plegadas [110]. La sobre-expresion de RAB6A y PFD3 en los CRT-PBS sugiere que el cerebro
mantiene activados los mecanismos de proteccion a proteinas mal plegadas para asi mantener
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la homeodstasis del RE.

La proteina serin/treonin fosfatasa 1 (PPP2R1A) se sitla estratégicamente rio arriba de
muchas vias de apoptosis y sobrevivencia celular [111], sugiriendo un papel en la regulacién de
vias en los CRT-PBS (T30: 3.25 y T45 7.53 veces). En el SNC, esta proteina participa en la
desfosforilacion e inactivacién algunas fosfoproteinas que contribuyen a la neurotoxicidad y a
reguladores del metabolismo energético, el balance io6nico y la apoptosis, por lo que podria
tener un impacto en vias que contrarrestaran y limitan la excitotoxicidad [112]. Asi mismo, esta
proteina regula mecanismos de recuperacién en el cerebro adulto y en cerebros sometidos a
estrés. Por ejemplo, su sobre-expresién en el hipotdlamo de ratas sometidas a estrés
promueve el crecimiento celular [110, 113].

Ademéas de las modificaciones post traduccionales (MPT) mencionadas, existen otras
modificaciones que son de suma relevancia para la funcién protectora de ciertas proteinas e
igualmente relevantes para el funcionamiento celular. Una modificacion que se ha descrito
como primordial para la funcidn antiapoptotica de DJ1 en células sometidas a radiacion UV es
la SUMOilacion [114]. Los modificadores pequefios tipo ubiquitina (SUMO) son un grupo de
proteinas que se conjugan a residuos de lisina de sus proteinas blanco modificando su
actividad, estabilidad y localizaciéon subcelular. Una gran parte de sus proteinas blanco son
factores de transcripcion y proteinas involucradas en la expresion génica [115]. Existen tres
tipos de SUMO(1-3). La tipo 1 participa principalmente en la manutencion de la fisiologia celular
normal, mientras que las que se encontraron en los CRT-PBS (T30: 5.36, T45: 4.8 y T50: 2.5
veces), es decir las tipo 2/3, aumentan y participan principalmente en respuestas a estrés
oxidativo, cal6rico y lipidico, teniendo impactos importantes en el destino celular, la estabilidad
genomica, control de calidad de proteinas recién sintetizadas, degradacion proteosomal vy
reparo de dafio a ADN [116].

En pacientes con cancer una de las principales causas de mortalidad son los infartos
cerebrales isquémicos, resultado del bajo flujo sanguineo ocasionado por la presencia del
tumor [45]. El aumento de SUMO 2/3 en el cerebro durante el desarrollo tumoral podria ayudar
a las células cerebrales a sobrellevar este bajo flujo sanguineo. En estudios de hibernacién e
hipotermia se ha propuesto un modelo en el cual la activacién de la via de conjugacion de
SUMO protege a neuronas del dafio y estrés metabdlico ocasionado por el bajo flujo de sangre,
asi como de la privacién transitoria de glucosa/oxigeno [117,118].

Cabe destacar que al igual que RABG6A y la PFD3, la SUMOilaciéon es un componente de la
respuesta a proteinas mal plegadas que influye en el balance entre sobrevivencia o muerte
celular [117]. La identificacion de aquellas proteinas que son conjugadas con esta modificacién
puede ayudar a esclarecer qué vias estan siendo reguladas y activadas en los CRT-PBS
mediante la SUMOilacién.

10.2.3 Estrés oxidativo
Los tumores son capaces de liberar radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno
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(ROS), los cuales pueden ser capaces de generar estrés oxidativo en érganos lejanos. Se ha
reportado que los tumores generan lesiones al ADN en otros érganos mediante mecanismos de
oxidacioén, y se ha propuesto que también este estrés puede generar dafio oxidativo a lipidos,
proteinas y ARN, contribuyendo a procesos de muerte celular y al desarrollo de enfermedades
cronicas o degenerativas [34].

En el cerebro y tejido neuronal, los ROS son particularmente activos debido a que el
metabolismo de los neurotransmisores es una fabrica de estos oxidantes, que a niveles
elevados atacan a las células gliales y a las neuronas. Estas Ultimas son particularmente
sensibles al dafio, por lo que los sistemas antioxidantes de defensa son fundamentales para la
sobrevivencia neuronal [119].

La desfosforilacidn juega un papel importante en la regulacion de las respuestas de dafio a
ADN (DDR, por sus siglas en inglés: DNA damage response). PPP2R1A tiene un papel
importante la regulacion de estas vias ya que muchos de sus interactores estan involucrados
en las vias de reparacion y mantenimiento de la integridad genomica. Durante la DDR,
PPP2R1A reconoce el dafio a ADN, promueve la transduccion de sefales y regula los controles
del ciclo celular y la reparacién del ADN [120], por lo que el incremento de PPP2R1A en los
tiempos tempranos (T30: 3.25 y T45 7.53 veces) de los CRT-PBS puede reflejar el mecanismo
de respuesta y proteccién contra el dafio oxidativo al ADN.

Otra proteina involucrada en los mecanismos de reparaciébn de ADN, especificamente en
aguéllos generados por estrés oxidativo, es la proteina glioxalasa 1 (GLO1) (T30 - 3.55y T50 -
2.58 veces). Esta proteina es fundamental para la eliminacion de metilglioxal (MG) y glioxal, los
cuales son altamente toxicos para las células, incrementando los niveles de especies reactivas
de oxigeno, superoxidos, peréxidos y radicales hidroxilo [82]. GLO1 contiene una regién
regulatoria que es reconocida por Nrf2, un factor de transcripcion que coordina el incremento
de expresion de una bateria de genes asociados a la proteccion contra estrés oxidativo [121].
La sobre-expresion de GLO1, al disminuir los niveles de MG y glioxal brinda proteccion, evita la
muerte celular inducida por fragmentacion de ADN por H,O, y disminuye la concentracién de
marcadores de estrés [82,122].

Un organelo blanco del estrés oxidativo es la mitocondria. DJ1 presenta funcién de peroxidasa
atipica que oxida una de sus cisteinas para eliminar el exceso de H,O, en la mitocondria y asi
contrarrestar el estrés oxidativo [123]. Generalmente esta funcién protectora ocurre en etapas
tempranas del estrés, mientras que en etapas tardias, DJ1 funciona preferentemente como
sefalizador [124,125]. Este comportamiento dependiente del tiempo podria también
presentarse en los CRT-PBS, donde se observé que DJ1 tuvo una sobre-expresion en todos
los tiempos (T30: 3.88, T45: 2.72 y T50: 2.07 veces). DJ1 es capaz de censar el estado redox,
por lo que en etapas tempranas del tumor podria funcionar como un sensor antioxidante
encargado de regular transcripcionalmente genes antioxidativos, moduladores de vias
apoptoticas, de supervivencia y del mantenimiento del complejo 1 mitocondrial [125]. Por otra
parte, en etapas tardias podria funcionar como sefializador a células aledafias. Por ejemplo,
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células que sufrieron isquemia e hipoxia, secretan DJ1 para que, mediante vias paracrinas o
autocrinas, contribuya a la proteccién de neuronas y células aledafias [126].

Ademas del dafio al ADN y a la mitocondria, otro efecto principal del estrés oxidativo es la
generacién de proteinas oxidadas capaces de formar agregados téxicos e inducir estrés en el
RE [127]. Como se discuti6 anteriormente, el sistema ubiquitin-proteosoma (26S) es el
complejo responsable de la degradacion proteica. Dos componentes de la subunidad catalitica
20S se encontraron sobre-expresados en la presencia de tumores. La subunidad 20S puede
funcionar como un complejo independiente y degradar proteinas poco oxidadas [128]. Esta
propiedad de la subunidad 20s, podria tener un papel fundamental en las respuestas rapidas al
estrés inducido por los tumores, ya que a diferencia del complejo 26S completo, la subunidad
20S es menos propensa a oxidacién y desactivacion y es capaz de degradar proteinas
oxidadas sin el consumo de energia y sin la necesidad de la activacion previa del sistema de
ubiquitinacion [129].

Otras proteinas sobre expresadas en CRT-PBS relacionadas con el estrés oxidativo son
SUMO, APOA1 y ATP5B. APOA1 (T30: 3.88, T45: 2.72 y T50: 2.07 veces) y la ATP5B (T30:
2.79 veces) contrarrestan el estrés oxidativo en neuronas reduciendo la produccion de ROS en
estrés lipidico [130,131], mientras que la SUMOilacién de proteinas aumenta en varios tipos de
estrés como el oxidativo, el calorico y el metabdlico [116].

10.2.4 Neuroregeneracion

La participacidon de algunas proteinas identificadas en procesos de crecimiento y desarrollo
permite proponer que parte de las posibles funciones neuroprotectoras de estas proteinas sea
la de promover regeneracidon y crecimiento celular en respuesta al dafio causado por el
ambiente estresante que generan los tumores.

Dos de los factores fundamentales para la regeneracion axonal son la remielinizacién y la
reparacion de las membranas axonales, donde es necesaria la movilizacion y redistribucion de
lipidos. Las apolipoproteinas son un conjunto de proteinas multifuncionales que se encargan de
controlar la homeostasis lipidica del cerebro [132]. La apolipoproteina 1 (APOAL1) se encontrd
sobre-expresada en los CRT-PBS durante el desarrollo tumoral (T30: 3.88, T45: 2.72 y T50:
2.07 veces). APOAL es el aceptor primario de lipidos como el colesterol y la fosfatidilcolina,
siendo parte del complejo de lipoproteinas de alta densidad que remueve el exceso de
colesterol de los tejidos [130]. APOAl se ha asociado a los procesos de remielinizacién
[132,133], por lo que su sobre-expresibn en CRT-PBS podria indicar cambios en el
metabolismo lipidico, ligado posiblemente a la regeneracién de membranas axonales [134].

Los factores neurotréficos son necesarios para la estimulacién del crecimiento neuronal y
regeneracion celular. La proteina PEBP1 mencionada anteriormente, es precursora del factor
neurotréfico HCNP [135], el cual es un péptido pequefio que participa en el desarrollo de las
neuronas colinérgicas del hipocampo, asi como en procesos de memoria y aprendizaje
[136,137]. Este péptido no fue identificado en los geles 2D, ya que tiene un peso molecular muy
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bajo (~1.17kDa), pero la sobre-expresion de PEBP1 podria reflejando su aumento en los CRT-
PBS, dbénde gracias a su funcion neurotréfica promueva el desarrollo y la regeneracion en
conjunto con VILIP1 la cual también se ha visto involucrada en promover el crecimiento de
dendritas [95].

10.2.5 Comunicacion Celular — Sinapsis

La funcién cerebral depende en gran medida de la habilidad de las neuronas de comunicarse
entre ellas. La comunicacién interneuronal tiene lugar en las sinapsis, donde la informacién de
una neurona es transmitida rapidamente a una neurona receptora. Al ser la sinapsis un proceso
muy complejo y de suma relevancia, éste tiene que ser altamente regulado y controlado [138].
En el andlisis proteico realizado en este trabajo, se detectaron proteinas que participan en la
comunicacion celular, principalmente en promover y regular la sinapsis.

Entre los componentes esenciales para la sefializacion es la formacion, el transporte y la fusion
de vesiculas. Las complexinas son fundamentales para la regulacion de la transmision
sinaptica al controlar el ensamblaje y la estabilidad de los complejos SNARE en la fusion
vesicular [81]. En los CRT-PBS se detectaron 2 isoformas de la complexina 1 (CPLX1) y la
complexina 2 (CPLX2)(T30: 22.39 y T45: 10.28 veces). Los cambios de expresion de estas
proteinas en el CRT-PBS podrian reflejar cambios en la actividad sinaptica neuronal ya que su
sobre-expresién esta involucrada tanto en la promocion e inhibicion de la fusién y liberacién de
las vesiculas que contienen los neurotransmisores y que promueven la exocitosis [139].

El proteosoma ademas de participar en protedlisis y en la proteccion de neuronas de proteinas
mal plegadas también podria estar involucrado en la regulacion y homeostasis de vesiculas
sinapticas en los CRT-PBS. El complejo 26S se redistribuye en las espinas dendriticas después
de la estimulacion neuronal donde regula la internalizacién de los receptores de glutamato,
ademas de ayudar a degradar una gran variedad de proteinas sinapticas, entre ellas algunas
gue normalmente inhiben la plasticidad cerebral [129].

10.2.6 Enfermedades neurodegenerativas

Lo que mas llamé la atencion del grupo de proteinas identificadas es que cambios de expresion
de la mayoria de ellas han sido reportadas en estudios de Alzheimer, ya sea como factores que
contribuyen al desarrollo de la enfermedad, que son consecuencia de las patologias o que
participan en vias de proteccion y regeneracion celular.

En la Tabla 7 se resumen la relevancia de las proteinas identificadas en relacion a su
participacién, funcion o asociacion en enfermedades, tales como Alzheimer (AD), Parkinson
(PD) y de Huntington (Ht), asi como otros trastornos como depresion y ansiedad.

Proteina Trastorno Funcién Ref.

APOA1 Alzheimer Actla como chaperona impidiendo formacion de fibrillas amilodies téxicas. [132]

Propicia la generacion de fibrillas mas delgadas menos toxicas y dafiinas. [140]
Se une a APP previniendo su agregacion

Previene déficit de memoria y aprendizaje. [141]

Disminuye citotoxicidad.
’ S . . [142]
Presencia, LCR, suero y placas seniles indica menor deterioro cognitivo.
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Parkinson

Biomarcador en LCR.

[143]

Demencia

Polimorfismos estan asociados a demencia.
Aumentos en su precursor indican menor riesgo demencia.

[144]

ATP5B

Alzheimer

Se une a agregados AB y promueve toxicidad.
Genera alteraciones en proteinas del transporte de electrones.

[145]

HPCL1

Alzheimer

Niveles altos en pacientes y en ratones transgénicos que forman placas AB.
Su deficiencia en ratones los hace méas susceptibles a la toxicidad de las placas de AB.

[146]

Parkinson

Colocaliza con los cuerpos de Lewis en cerebros de pacientes con PD.
Podria estar actuando como proteina andamiaje que favorezca la formacion y
mantenimiento de los cuerpos de Lewis.

[147]

NCALD

Alzheimer

En pacientes con AD, se localiza principalmente en la corteza temporal.

Niveles bajos reflejan déficits relacionados con la degeneracion sinaptica.

Secuestra calcio en las terminales nerviosas incrementando la concentracion de Ca+
intracelular, el cual podria llevar a degeneracién de las terminales presinapticas y
muerte neuronal

Pérdida de neurocalcina afecta la transduccion de sefiales, alterando el procesamiento
de la informacion.

Interactta con tubulinas y actina previniendo el desensamblaje de microtdbulos en la
presencia de altas concentraciones de Ca+ y cuando hay dafio neuronal.

Deficiencia de neurocalcina puede distorsionar la regulacién de ensamblaje de los
microtubulos, lo cual es un fenémeno frecuente en pacientes con AD.

(98]

OMP

Alzheimer

Reciprocidad entre desordenes olfatorios y riesgo de AD.
Deficiencias olfatorias en pacientes con discapacidades cognitivas.

Depresion

Hay alteracion en identificacion de olores en pacientes con depresion.

Marcadores olfatorios pueden servir como una herramienta para la deteccion de
depresion.

Hay una relacion entre olfato y depresion, sintomas de depresion son mas prevalentes
en pacientes con pérdida de olfato.

[148]

PEBP1

Alzheimer

Niveles altos de PEBP en muestras postmortem de hipocampo de pacientes con AD.
Niveles altos de PBEP incrementan los niveles de HCNP, el cual se acumula y se
asocia a cuerpos de Hirano en muestras postmortem de cerebros de pacientes con AD.
Niveles elevados de HCNP en LCR.

Alteraciones de PEBP1 tienen el potencial de contribuir a los procesos patofisioldgicos.

[149]

[136]

Parkinson

Su fosforilacién y degradacion de estan involucradas en la sobre activacion de la via
ERK/MAPK, lo cual lleva a que las neuronas reentren a la fase S y eventualmente
mueran.

[150]

Depresion

Alteraciones en el hipocampo han sido asociadas a depresion.

Analisis proteémicos de hipocampo de ratas después de un tratamiento cronico con
antidepresivos mostré una sobre-expresion de PEBP1.

Niveles altos de PEBP1 podrian aumentar los niveles de HCNP e inducir la sintesis de
acetilcolina. En depresion se ha reportado una hipersensibilidad colinérgica y
antagonistas del receptor nicotinico de acetilcolina estdn asociados a efectos
antidepresivos.

Incremento de PEBP1 o HCNP puede llevar a fenotipos depresivos debido a la sobre-
exposicién del sistema a la acetilcolina.

[151]

Demencia

Involucrada en ciertas alteraciones patofisiolégicas asociadas con demencia.

[136]

PFD3

Alzheimer

En neuronas de cerebros de ratén los oligdbmeros b-amiloideas que se forman en
presencia de prefoldina humana indujeron menos muerte neuronal.

Sobre-expresada en ratones modelo de AD (APP23).

En estudios de pacientes con AD, se sobre-expresa.

Posible papel en modular los plegamientos de AB ejerciendo un efecto protector en las
células.

[91]

Huntington

Retrasa la formacién de dimeros y trimeros de huntingtina patogénica, inhibiendo su
elongacién e inclusion

Interacciona con los di y trimeros de huntingtina que todavia no toxicos para
mantenerlos o cambiarlos a oligdmeros pequefios no toxicos.

[108]

Parkinson

Colocaliza con los agregados de alfa sinucleina.

Protege en etapas tempranas de la enfermedad previniendo las agregaciones de alfa-
sinucleina.

Fomenta la formacion de oligémeros mas pequefios no toxicos.

Asiste en la degradacion dependiente de autofagia de los agregados de alfa sinucleina
mediante su deliberacién al lisosoma.

[107]

PSA6
PSB4

Alzheimer

En lisados de cerebros postmortem de pacientes con AD hay decrementos en la
actividad proteolitica de la unidad 20S del proteosoma.

Aumento en la actividad catalitica de la unidad 20S aumenta en muestras de pacientes
con AD.

Cambios en los puntos isoeléctricos de varias subunidades del proteosoma en
pacientes AD (postmortem), lo cual sefiala posibles modificaciones post-
transcripcionales.

Subunidad 20S contribuye a la degradacion de tau recombinados.

Subunidad 20S lleva a cabo la degradacion inmediata de proteinas tau mal plegadas
que escapan el control de calidad del reticulo endoplasmico.

[152]

[153]

Parkinson

Proteosomas son recluidos dindmica y reversiblemente a los cuerpos de inclusién en

[154]
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Huntington. Estos proteosomas permanecen cataliticamente activos y accesibles a sus
sustratos. Fragmentos PolyQ que entran al proteosoma son degradados eficientemente.

RABGA Alzheimer * Rabé6 - incrementan en la corteza temporal de pacientes con AD, al mismo tiempo que
se activa la respuesta a proteinas mal plegadas

« Colocalizacion de Rab6 y tau hiperfosforilada. [110]

« Rabé inhibe la formacién del péptido beta-amiloide.

* En modelos de ratén para AD, el maximo nivel de Rab6 en neuronas sin placas seniles
y los niveles méas bajos en neuronas ya con placas seniles.

¢ Niveles de Rab6 en AD reflejan posiblemente la respuesta neuronal al proceso
patologico. Regiones con los mas altos niveles de Rab6 en cerebros de AD son | [109]
afectadas en épocas tardias de la patologia.

SUMO 2 Alzheimer « Las proteinas beta-amieloide y tau son sustratos de SUMO.
SUMO 3 « SUMO inmunoreacciona con agregados de tau-fosforilada en ratones modelos de AD.

¢ Muchas proteinas que tienen funciones o que se encuentran alteradas en AD son
sustratos de SUMO, incluyendo aquellas involucradas en la fisiologia sinaptica, [155]
dinamica mitocondrial y sefializacién inflamatoria.

« Sobre-expresion de SUMO?2 resulta en menor nimero de agregados del péptido beta-
amiloide.

¢ SUMO3 es un regulador de la generacion del péptido beta-amiloide, Sobre-expresion de
ésta reduce la produccién del péptido beta-amiloide, mientras que mutantes que no
pueden ser conjugadas incrementan los péptidos amiloidogénicos. Al contrario otro
estudio reporto lo opuesto, SUMO3 promovia la generacion del péptido beta-amiloide.

Parkinson « Se activa la SUMOilacion en respuesta a estrés en PD.

« Ayuda a transportar a las proteinas para su degradacion.

» También tiene efectos detrimentales, como el aumento de oligbmeros solubles toxicos o | [156]
mediante la antagonizacién de la degradacion mediada por proteosomas.

Huntington ¢ Colocaliza con las inclusiones asociadas a la enfermedad.

¢ Huntingtina es sustrato de SUMOilacién, la cual podria generar cambios en la
solubilidad o en los niveles de toxicidad de los oligdbmeros toxicos y por lo tanto
disminuir la sobrevivencia.

* SUMOilacién de huntingtina podria brindar estabilidad y reducir la agregacion de la
mutante de huntingtina, incrementando los niveles de intermediarios tdéxicos de
oligémeros con poliQ, asi como el incremento en su habilidad de reprimir la | [114]
transcripcion.

TPM1 Alzheimer » Isoformas de Tm1 son parte integral de ovillos neurofibrilares.

» Altos niveles de Tm1l en materia blanca periventricular y en hipocampo de pacientes | [157]
con AD.

* Tma3 estéa elevada en hipocampo de cerebros de AD.

¢ La acumulaciéon de Tm3 en la materia blanca de pacientes con AD podria tener efectos
negativos en la dindmica de la organizacién del citoesqueleto de actina.

« Tm estd involucrada en la progresion de AD, debido a las alteraciones en el | [158]
mantenimiento del citoesqueleto.

VILIP1 Alzheimer * En LCR de pacientes con AD hay concentraciones elevadas de VILIP1.

+ Se considera un marcador de muerte/dafio neuronal en pacientes desde 10, o hasta 20 | [159]
afios antes de los sintomas y de los déficits cognitivos.

« Niveles de VILIP1 estan correlacionados con los niveles de tau. Ambos incrementan en | [160]
respuesta a dafio o derrame cerebral.

« Promueve la hiperfosforilacion de tau desestabilizando microtibulos e incrementando la
muerte mediada por Ca+.

¢ Podria influir en la fosforilacion de tau y participar en la neurotoxicidad mediada por
calcio.

Se libera de neuronas durante insultos neurotéxicos, por lo que su presencia extracelular [160]

es una caracteristicas patolégicas de AD.

Demencia » Posible biomarcador en LCR que indica pérdida neuronal.

* Marcador de declive de la cognicion y severidad de la enfermedad.

« En pacientes de AD sin demencia no hay aumento de VLP1 en LCR, por lo que ésta | [95]
podria estar relacionada con los mecanismos o alteraciones especificas de la
demencia.

GLO1 Alzheimer « Incrementada en cerebros de pacientes con AD temprano y presenta un decremento
contindo en pacientes con medianos y avanzados niveles de AD. [83]

* Los decrementos de GLO1 en etapas avanzadas de AD podria contribuir a problemas
neuronales, apoptosis y formacion de placas y aglomerados inducidos por los niveles de
metilglioxal.

¢ Su aumento en cerebros AD podrian deberse en respuesta a la acumulacién de
agregados tau.

. Sobre-expresada en AD como una manera compensatoria de mantener niveles | [161]
fisiolégicos normales de MG vy glioxal.

« Su regulaciéon positiva en AD podria ser consecuencia del aumento del estrés oxidativo
y de nitrosativo.

« Deplecién de GLO1 causa neurodegeneracion y aparicion de patologias de AD.

* Restauraciéon de GLO1 puede ayudar a combatir el AD.

« Se regula positivamente en respuesta a la agregacion de tau. (161]

Esquizofrenia | « Déficits en GLO1 y estrés por dicarbonilos estan ligados al desarrollo de un cierto tipo | [162]
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de esquizofrenia.
« Polimorfismo (mutacion silenciosa) se ha asociado a desérdenes esquizofrénicos.

Depresion * Niveles bajos en hipocampo de ratas derrotadas, resultando en comportamientos
depresivos y de ansiedad inducidos por estrés oxidativo, asi como deficiencias en | [163]
memoria.
Ansiedad « Dependiendo del estudio y el enfoque sus niveles aumentan o disminuyen en pacientes [164]
o ratones modelos de ansiedad.
CPLX1 Parkinson ¢ CPLX1 - Identificada en sustancia negra de pacientes con PD avanzado
CPLX2 * CPLX2 — Sobre-expresada en un modelo de ratén de Parkinson.

« Los incrementos podrian ser debido a un método de compensacion en respuesta a la | [165]
alteracion de la actividad neuronal y a la muerte celular progresiva presente en esta
enfermedad.

Esquizofrenia | « CPLX1y2 - Cambios en hipocampo generan déficits cognitivos.

» Cambios expresion perturban la funcion secretoria presinaptica. [166]
DJ1 Parkinson « Aumentada en astrocitos de pacientes con Parkinson y de pacientes que sufrieron un [126]
infarto.
« Estimula y soporta la supervivencia de neuronas dopaminérgicas, rescatandolas de
situaciones vulnerables y estrés en un modelo de raton de Parkinson. [167]

« Funciona como chaperona en agregados de alfa-sinucleina en pacientes con Parkinson.

« Protege a neuronas dopaminérgicas incrementando la respuesta antioxidativa y [126]
favoreciendo mejoras en funciones motrices.

« Regula e inhibe la autofagia en células dopaminérgicas de pacientes con PD.

) . 1
« Protege de muerte neuronal por lo que al no estar presente en Parkinson contribuye a la [168]

neurodegeneracion.
» Falta de expresion de DJ1 disminuye la habilidad de astrocitos de proteger a las | [169]
neuronas, dando como resultado dafio neuronal acelerado.

« Ratones knock out de DJ1 presentaron alta vulnerabilidad a estrés oxidativo en un

modelo de PD. [170]

Huntington ¢ Se encuentra altamente expresada en su estado oxidativo altamente expresada en
cerebros de pacientes con Huntington, asi como en ratones modelos para esta
enfermedad.

¢ Interacciona directamente con un fragmento expandido del ex6n 1 de la huntingtina,
tanto en ensayos en tubos como en modelos celulares, contribuyendo a la agregacion
acelerada de poliglutamina y a la toxicidad por dafio oxidativo.

« Blanco terapéutico para HD debido a su posible papel en la agregacién de proteinas
mal plegadas.

[171]

RRAS Huntington « Activacion anormal y de sus efectores rio abajo en ratones modelos de Huntington.

« Colocaliza con huntingtina mutante en células y estriado de raton, sugiriendo que la
activacion de RRAS ocurre mediante la interaccion con esta proteina.

« Inhibiciéon farmacoldgica de la via de RRAS puede conferir beneficios terapéuticos en
Huntington.

» Activacion de RRAS es una consecuencia patogénica de la huntingtina mutante. La | [172]
expresion de esta mutante correlaciona con el aumento de RRAS en células de ratones
modelo y puede ejercer influencia en la funcion de RRAS.

« Sefializacion aumentada de RRAS es una caracteristica patogénica de Ht.

« Su manipulacién farmacolégica podria considerarse una estrategia terapéutica contra
esta enfermedad.

Tabla 7. Proteinas sobre-expresadas en CRT-PBS y su asociacion y funcion en trastornos y enfermedades
cerebrales. AD=Alzheimer, PD=Parkinson, Ht=Huntington.

Se puede observar que la mayoria de las proteinas colocalizan con los agregados proteicos
caracteristicos de las enfermedades Alzheimer, Parkinson y Huntington (Tabla 7) ya sea para
propiciar o disminuir su patogenicidad y toxicidad, por lo que seria de interés la bisqueda de
agregados proteicos en los CRT-PBS para determinar, si al igual que en las enfermedades
mencionadas, las proteinas identificadas en este proyecto contribuyen con el mal plegamiento
proteico.

De acuerdo con la importante relacién entre las proteinas detectadas en este estudio y los
padecimientos asociados (Tabla 7), estudios que analicen el efecto que tienen los tumores
sobre la conducta y los procesos cognitivos de los ratones pueden ser un enfoque que permita
establecer si la sobre-expresion causa trastornos de conducta similares a los del AD, PD, Hty
demencia. Esta relacion comprobaria el efecto de tumores lejanos en dafio y alteraciones en el
cerebro. Mas aun, resultaria de interés el estudiar si la presencia de tumores lejanos afecta al
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cerebro mediante mecanismos 0 procesos de dafio semejantes a los de las enfermedades
antes mencionadas.

10.3 Dinamica de expresion de GLO1, CPXL1 Y PSAG6 en cerebros de ratones durante el
desarrollo de tumores de SiHa.

Tomando en cuenta que todas las proteinas identificadas son de suma relevancia para la el
entendimiento del funcionamiento de cerebro durante el desarrollo de tumores de SiHa, se
realizaron analisis de expresion para tres proteinas: CPLX1, GLO1 y PSAG.

Para las tres proteinas, los niveles y perfiles de expresion detectados mediante WB
presentaron algunas diferencias a los detectados en los geles 2D, siendo la diferencia mas
sobresaliente la ausencia de cambios en PSA6 en el andlisis de WB. Sin embargo, tanto para
GLO1 como para CPLX1 se pudo corroborar que la presencia de tumores de SiHa genera
aumentos en su expresion en los cerebros, los cuales pueden ser detectados desde tiempos
mas tempranos (Fig. 11, 15, 21 y 25).

dias 5 15 25 30 45 50

CPLX1 I — I —

GLO1 i I —
PSA6

Fig. 25. Dinamica de expresién de CPLX1, GLO1 y PSAG6 en cerebros de ratones durante el desarrollo
tumoral de SiHa. Para cada para cada proteina se ilustra la dinamica de expresién obtenida mediante el
analisis de WB durante los 6 tiempos del desarrollo tumoral analizados. El color rojo representa
aumento de expresion. Las diagonesles indican que no se detectaron cambios de expresion en ese
tiempo.

Por otra parte la ampliacion del analisis tomando en cuenta tiempos mas tempranos del tumor
permitié describir una dindmica de expresion fluctuante, teniendo cada proteina cambios de
expresion variables y dependientes del tiempo de desarrollo del tumor de SiHa muestreado.
Estas fluctuaciones demuestran que hay una relaciéon dinamica entre el cerebro y el tumor,
siendo el cerebro un tejido dinamico y moldeable capaz presentar cambios en respuesta a
distintos factores, en este caso a los tumores distantes de SiHa (Fig. 25).

A continuacion se analizan mas a detalle las funciones de GLO1, CPLX1, PSA6 asi como su
posible participacion en el cerebro durante el desarrollo tumoral. Cabe destacar que a pesar de
los andlisis de PSA6 no permitieron observar los cambios de expresion descritos en los geles
2D (Fig. 18 y 25), también se hizo el andlisis bibliografico donde se sugiere una razon por la
cual pudo ser detectada su expresion mediante WB.

10.3.1 CPLX1

La familia de las complexinas se compone de 4 miembros. La CPLX1 se expresa
especificamente en el sistema nervioso central (SNC) y la CPLX2 se encuentra tanto en el SNC
como en otros tejidos no neuronales [139]. En el SNC, ambas se expresan en los cuerpos y
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sinapsis neuronales, mostrando CPLX1 una expresion enriquecida en el axosoma de
terminales GABAérgicas, mientras que CPLX2 esta enriquecida en axo-espinas y axo-dendritas
de terminales glutamatérgicas presinapticas, por lo que ambas sirven de marcadores de
terminales GABAérgicas y glutamatérgicas, respectivamente. Uno de los papeles
fundamentales de las complexinas en el tejido cerebral es la regulacion de la transmision
singptica controlando el ensamblaje y la estabilidad de los complejos proteico SNARE, los
cuales tienen como funcidn principal mediar la fusién vesicular, es decir, promover la fusién de
vesiculas con su membrana blanco [81].

Tanto la sobre como la sub-expresion de los miembros de la familia de las complexinas puede
perturbar la funcién secretora sinaptica ya sea facilitandola o inhibiéndola dependiendo de la
cepa de raton y el enfoque experimental utilizados [173]. Entre las funciones facilitadoras, las
complexinas estabilizan al complejo SNARE en un estado altamente fusionable, proveyendo de
una fuente de vesiculas sindpticas listas para ser liberadas al haber un accién de potencial e
incremento de calcio intrasinaptico [164]. Por otra parte al estabilizar al complejo SNARE las
complexinas también bloquean la reaccion de fusion de las vesiculas con la membrana. Estos
procesos son fundamentales, ya que permiten coordinar y sincronizar la rapida liberacion de
neurotransmisores cuando las concentraciones de calcio aumentan [174].

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) podrian ser las responsables de determinar el
papel inhibitorio o facilitador de las complexinas en la sinapsis. Se han reportado que la
complexina 1 se une con mayor afinidad a los complejos SNARE cuando esté fosforilada en su
serina 115, alterando la conformacion del dominio de union a SNARE de la complexina. Los
efectos de esta fosforilacion en la sinapsis no han sido esclarecidos todavia, pero se cree que
puede ser fundamental para la inhibicion de la liberacion rapida de neurotransmisores [175].
Debido a la importancia que podrian tener las MPT para la funcién de la complexina, la
identificaciéon y analisis de las MPT presentes en las distintas isoformas de las complexinas
sobre-expresadas en los CRT-PBS representa un enfoque fundamental para entender cémo
éstas influyen en la funcién de la complexina en el cerebro durante el desarrollo tumoral.

Como se menciond anteriormente, la sobre-expresion de la CPLX1 también se ha asociado a
enfermedades neurodegenerativas (Tabla 7) y a déficits cognitivos [166], asi como a
mecanismos compensatorios que contribuyan la correcta liberaciéon vesicular [176], por lo que
sus cambios en los CRT-PBS podrian reflejar alteraciones en la regulaciéon de la actividad
sinaptica cerebral y estar relacionados con los déficits cognitivos reportados en pacientes con
cancer en etapas terminales [177].

10.3.2GLO1

La enzima glioxalasa 1 (GLO1l) se expresa de manera ubicua en todas las células de
mamiferos [178]. Su funcién principal es la de detoxificar los niveles citotéxicos de metilglioxal
(MG) y glioxal (GX), los cuales son precursores de los productos de la glicacibn avanzada
(AGE por sus siglas en inglés: advanced glycation end products) [83]. Al igual que el MG, los
AGEs son elementos téxicos para la célula y sus niveles elevados estan asociados a estrés
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oxidativo y apoptosis [179].

El sistema de detoxificacibn mediante glioxalasas es indispensable en todos los tejidos del ser
humano, interactuando con diversas cascadas de vias metabdlicas asociadas a multiples
procesos como apoptosis, glicélisis y respuesta a estrés oxidativo [162]. Cambios en la
actividad y expresion de GLOL1 en el cerebro, asi como en los niveles de su sustrato MG,
también estan asociados a depresién, ansiedad, esquizofrenia, desdrdenes de panico, autismo,
epilepsia y al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como AD y PD [180] (Tabla 7).
Dentro de los desérdenes previamente mencionados, la ansiedad es el que se ha visto méas
asociado a cambios de GLO1 en el cerebro [181]. La ansiedad, a su vez, es uno de los factores
psicolégicos mas comunes que afectan significativamente a los pacientes con cancer [182], por
lo que la elevada expresion de GLO1 en CRT-PBS podria sugerir que cambios en esta proteina
influyen en los desdrdenes de ansiedad que presentan los pacientes con cancer.

Ademas, la sobre-expresion GLO1 podria reflejar una contribucion a la neuroproteccion bajo
condiciones de estrés inducidas por la presencia de tumores, propiciando la viabilidad celular y
la habilidad de proteger a las neuronas de la toxicidad [83]. El papel protector de GLO1 ya ha
sido reportado en enfermedades neurodegenerativas, como AD, para evitar el aumento en las
concentraciones de MG y GX, mantener sus niveles fisiologicos aceptables y contrarrestar el
estrés oxidativo caracteristico de esta enfermedad. También contribuye a disminuir los niveles
de AGEs, los cuales se han visto implicados en la formacién de agregados insolubles como
placas amiloideas y ovillos neurofibrilares y en la activacion de células gliales, promoviendo
inflamacién y disfuncién neuronal [179].

Otra caracteristica interesante de GLO1 en dafio cerebral es su localizacion celular. En
condiciones normales, ésta se localiza predominantemente en células endoteliales cerebrales
mientras que en dafio neuronal ademas de aumentar su expresion se redistribuye a neuronas y
astrocitos como un mecanismo de sobrevivencia para prevenir la muerte excitotéxica [183].
Una vez en las neuronas, GLOL1 tiene una redistribucién del citosol a la membrana neuronal
después del dafio [84]. A pesar de que no se ha definido a detalle la funcion de estas
redistribuciones, se sugiere que es fundamental para su funcion protectora neuronas dafiadas,
por lo que la determinacién de la localizacion y distribucién de GLO1 en CRT-PBS podrian
contribuir al estudio y andlisis del papel de GLO1 cerebral durante el desarrollo tumoral.

10.3.3 PSA6

La degradacién via UPS es un proceso altamente regulado que requiere que la proteina blanco
se marque mediante ubiquitinacién para posteriormente ser reconocida por el complejo
proteosoma 26S [85]. El complejo 26S tiene un componente catalitico (20S) y uno regulatorio
(19S), el cual reconoce y se une a las proteinas ubiquitiladas [128].

El componente catalitico 20S se compone a su vez de 14 subunidades codificadas por genes

tipo alfa y beta. Las subunidades alfa no tienen actividad catalitica y se sugiere que son
subunidades regulatorias, mientras que las beta son las que presentan la actividad catalitica.
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La unidad 20S puede ser funcional sin la unidad 19S vy, a diferencia del complejo 26S, actuar
independientemente de la presencia de ATP o ubiquitina [129]. Aunado a lo anterior, la unidad
20S es un complejo dinamico capaz de sobrellevar cambios que le permitan cumplir las
necesidades proteoliticas requeridas por la célula. Para llevar esto a cabo, se han reportado
reacomodos y cambios en la expresion de sus subunidades [104].

Se han identificado multiples isoformas de las subunidades del proteosoma resultado de
distintas modificaciones post-traduccionales (MPT) [152], por lo que la identidad electroforética
identificada en los geles 2D podria tratarse de una isoforma con una MPT que el anticuerpo
utilizado no sea capaz de reconocer.

Futuros andlisis son necesarios para determinar si las diferencias en los niveles de expresion
de la PSA6encontrada en los CRT-PBS corresponden a una MPT que se sobre-regule,
particularmente en tiempos mas avanzados del desarrollo tumoral. Las modificaciones de esta
isoforma podrian ser reflejo de la respuesta del cerebro a una acumulacion de estrés
proteolitico por proteinas mal plegadas. Tal es el caso en AD, donde las isoformas con MPT,
como acetilaciones y fosforilaciones, difieren en su abundancia entre muestras de pacientes
enfermos y pacientes sanos, contribuyendo a cambios en la actividad catalitica. Por ejemplo, se
ha visto que las fosforilaciones en las subunidades afectan la interaccion del 20S con otras
proteinas, ya sea ayudando a la interaccién y degradacion o viceversa [152].

Cabe mencionar que debido a que el andlisis de expresién estuvo restringido a solo 3 proteinas
es necesario ampliar el estudio para las demas proteinas identificadas y asi describir su
dinamica durante los distintos tiempos del desarrollo tumoral. Ademas el andlisis de éstas en
tiempos tempranos permitird determinar qué proteinas son las primeras en alterar su expresion
y conocer las primeras respuestas a nivel molecular en el cerebro debido a la presencia de
tumores lejanos de SiHa.

10.4 Expresion de GLO1, CPXL1 Y PSA6 en cerebros de ratones con tumores de distintas
lineas celulares de cancer.

Cada tipo de cancer tiene caracteristicas particulares y comportamientos distintos dependiendo
de su localizacién y estirpe celular de origen. El andlisis de GLO1 y CPLX1 mostré que dentro
de estas caracteristicas particulares, tumores de distintos origenes celulares son capaces de
desencadenar distintos cambios de expresidn en proteinas cerebrales. Algunos de estos
cambios pueden compartirse entre algunos tumores pero no son una generalidad a la
presencia de un tumor. Por ejemplo, CPLX1 aumentd su expresion en la presencia de tumores
de SiHa y COLO205 pero no sufri6 cambios con los tumores de MDA y BL16. El analisis de
GLO1, por otra parte, ilustr6 que distintos tumores son capaces de alterar la misma proteina
cerebral pero de manera opuesta, ya que en CRT-PBS de SiHa GLO1 aumentd su expresion,
mientras que en los CRT-PBS de COL0O205 y MDA, GLO1 tuvo un decremento en su expresion
(Fig. 23 y 26).
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Fig. 26. Diferencias en la expresion de CPLX1, GLO1 y PSA6 en cerebros de ratones con tumores de
COLO, MDA y BL16. Para cada para cada proteina se ilustra la dinamica de expresion obtenida
mediante el analisis de WB para cada tumor analizado. El color rojo representa aumento de expresion,
el color azul indica subexpresion y las diagonales indican que no se detectaron cambios de expresién en
ese tiempo.

COLO205 y MDA son lineas celulares que provienen de adenocarcinomas, mientras que SiHa
proviene de un carcinoma de células escamosas [70,186]. Esto permite proponer que el tipo
celular y tejido de donde provienen la lineas celulares contribuye a las diferencias observadas
para GLO1: bajos niveles en COLO205 y MDA podrian ser una caracteristica de
adenocarcinomas, mientras altos niveles en SiHa podrian ser un fenémeno comun en
carcinomas de células escamosas. Para corroborar esta hip6tesis, son necesarios estudios
enfocados a la busqueda de proteinas diferencialmente expresadas que sean comunes en los
CRT generados a partir de distintas lineas celulares de cancer humano que tengan como
origen comun a células escamosas, asi como de aquellas diferencialmente expresadas en
presencia de tumores originados a partir de lineas celulares de adenocarcinomas. Cabe
destacar que lo anterior no descarta la posibilidad de que también haya cambios en el tejido
cerebral que sean una generalidad para cualquier tipo de cancer. Futuros andlisis que tomen
en cuenta un mayor muestreo de cerebros de ratones con tumores de distintos érganos,
tomando en cuenta tumores con el mismo y distinto origen celular, presentan un nuevo enfoque
para la blisqueda de nuevas propiedades, ya sean para el cancer en general o para cada tipo
particular de cancer.

El hallazgo de diferencias significativas en la expresion proteica en el cerebro como
consecuencia de la presencia de tumores lejanos pone en evidencia la complejidad, tanto del
cancer como de los efectos que tienen los tumores en el organismo. Un enfoque implementado
en el laboratorio que busca analizar y describir el secretoma de la linea celular modelo utilizada
en el presente proyecto (SiHa) sugiere que proteinas presentes en el secretoma del tumor
podria contribuir a los cambios observados en los cerebros. Datos todavia no reportados
muestran que el tratamiento de neuronas mHypoE-N1 con la fracciéon >50 KDa del secretoma
de SiHa presentan menor crecimiento (~50%) después de 48 horas del tratamiento. El analisis
de masas/masas de esta fraccion ha identificado hasta el momento102 proteinas en la fraccién,
de las cudles 22 tienen un papel funcional en el cerebro, pudiendo ser proteinas
onconeuronales que contribuyan a desencadenar los cambios y alteraciones cerebrales (Fig.
27) [185]. Es fundamental el estudio sobre cdmo es que el tumor logra comunicarse o ejercer
estos efectos sobre érganos lejanos para poder abrir rutas para el entendimiento, tratamiento y
prevencién del cancer o algunas de sus caracteristicas particulares.
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102 proteinas

. MS/MS * 22 con papel funcional en el cerebro
’ Sgcretoma —>Fraccion ——> y asociadas a alteraciones como:
(SiHa) >50 KDa + Degeneracion en el SNC y SNP

o + Patologias cerebrovasculares
Citocinas + Daio y estructura a funcion de
ROS dendritas

* Agregacion de tau, entre otras.

Fig. 27. Posible participacion del secretoma de tumores de SiHa en el tejido cerebral. En el modelo se
ilustra los factores que podrian contribuir a los cambios de expresion cerebral durante el desarrollo tumoral.
ROS=Especies reactivas de oxigeno, KDa= Kilo Daltones. SNC=Sistema Nervioso Central. SNP=Sistema
Nervioso Periférico.

Aunque si bien es complejo determinar la sobre y sub-expresién de proteinas en 4rganos
lejanos al tumor —y mas aun, enfocarse en estudiar especificamente un conjunto de proteinas
dentro de la gran variedad que se ven alteradas- este estudio comprueba que el analisis de
distintos 6rganos y tejidos puede servir como un enfoque para la el estudio del cancer y
demuestra la importancia de continuar con esta linea de investigacion y tomar el analisis de la
expresion proteica diferencial de tejidos lejanos como una herramienta fundamental para
entender, prevenir y tratar el cancer y sus padecimientos asociados. Por ejemplo, andlisis en
los cambios de expresion de los érganos lejanos podria ayudar a determinar los cambios
necesarios para la generacion de nichos pre-metastasicos que provean un microambiente
permisivo para la invasion de células tumorales.
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11. Conclusién

El presente proyecto es el primer estudio en analizar y estudiar a nivel proteémico los cambios
en el cerebro durante distintas etapas del desarrollo tumoral y propone una comunicacion
compleja y dinamica entre el cerebro y un tumor distante. En este estudio, los cerebros de
ratones presentaron cambios de expresion proteica durante el desarrollo de un tumor distante
de cancer cérvico uterino. La funcién y variacion de expresién de las proteinas analizadas en
los CRT, nos permite proponer que durante el desarrollo tumoral se generan cambios que
activan procesos asociados a dafio cerebral y que, al mismo tiempo, el cerebro activa
mecanismos de defensa y protecciébn para contrarrestar y reparar estas alteraciones. Los
resultados presentados en este trabajo manifiestan la importancia de futuros andlisis enfocados
en el estudio del tejido cerebral y otros érganos lejanos al tumor para determinar la respuesta y
del organismo durante la progresion del cancer, asi como para determinar el papel del
organismo en el desarrollo tumoral y asi tener una mejor comprensién de la biologia y del
cancer, encaminada a la prevencion, diagnéstico oportuno y tratamientos mas efectivos.
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12. Perspectivas

« Identificar las proteinas diferencialmente expresadas faltantes y ampliar el analisis de
expresion diferencial tomando en cuenta los cerebros de ratones con tumores de tiempos
tempranos (5, 15 y 25 dias) con el objetivo de determinar y definir la dindAmica de expresion
en el cerebro durante varias etapas del desarrollo tumoral de SiHa.

Establecer las regiones cerebrales donde se estan sobre-expresando GLO1, CPLX1 y
otras proteinas de interés, ya que conocer su ubicacion y distribucién en el cerebro asi
como su tipo celular puede ayudar a inferir su funcién, ademas de determinar las regiones
cerebrales que presentan mas cambios durante el desarrollo tumoral.

Determinar la localizacion a nivel subcelular de GLO1 y CPLX1 y examinar si en la
presencia de tumores éstas presentan cambios en su ubicacién que permitan determinar si
existen redistribuciones que influyan o alteren su funcion.

Caracterizar las posibles modificaciones post-traduccionales que sufren la CPLX1 y PSA6
y determinar la relevancia de éstas para su funcion y participacién en el cerebro durante el
desarrollo tumoral.

Describir los cambios en la expresién proteica cerebral tomando en cuenta un muestreo
mayor usando tumores originados a partir de diversas lineas celulares de céncer y
determinar los cambios generales, asi como los cambios particulares y los compartidos en
tumores provenientes del mismo tipo celular (células escamosas y adenocarcinomas) y
tumores provenientes del mismo 6rgano/tejido.

Hacer un andlisis enfocado en la busqueda de agregados proteicos (tau, amiloide, etc.)
para corroborar si las proteinas analizadas en este estudio contribuyen a la formacién de
agregados similares a las enfermedades neurodegenerativas a las que han sido asociadas.

Llevar cabo analisis conductuales y cognitivos que permitan determinar si la presencia y el
desarrollo de tumores lejanos genera cambios en el comportamiento y aprendizaje en los
ratones.

» Determinar si el secretoma del tumor es el responsable de los cambios observados en el
tejido cerebral, y de ser asi, qué tipo de moléculas inducen estos cambios.

» Implementar el enfoque utilizado en este estudio para otros 6rganos distantes con el fin de
esclarecer la relacion y comunicacién entre organismo-tumor lejano.
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ANEXO A

MATERIAL SUPLEMENTARIO — FIGURAS Y TABLAS

Volumen del Tumor

Dias

Fig. Supl. 1 — Cinética de los volumenes de tumores generados en ratones apartar de la inoculacion de la linea
de cancer cérvico uterino SiHa diferentes dias. (Elaborada por Alberto Checa y Luis F. Delgadillo)

CRT-RPMI* CRC-RPMI*
Fig. Supl. 2 - 2D SDS-PAGE. Geles de dos dimensiones de CRT-RPMI* y CRC-RPMI* de 30, 45y 50 dias.
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‘ Linea celular SiHa ’
Volumen tumoral - SiHa

Tiempo | Tumor | Volumen (cm?)
i 1 0.0219911
5 dias 0.030
2 0.0209439
) 1 0.0196349 -
15 dias £0.025
2 0.0188495 5
i 1 0.0172787 = = B
25 dias 0.020 -
2 0.0215984 -
0.015

Tabla Supl. 1 - Volimenes de las réplicas de tumores

generados a partir de células SiHa. Fig. Supl. 3 - Voliumenes de las réplicas
tumorales de SiHa a tiempo 5, 15y 25 dias.

Linea celular HeLa

Tiempo | Tumor | Volumen (cm®) Volumen Tumoral
1 0.1099557
5 dias 2 0.0952949 10
3 0.2638937
1 | 03518583 g . .
15 dias 2 0.2042035 T 08 —
3 0.3518583 ; o
1 1.0775662 041
25 dias 2 0.7372270 . _—
3 0.6220353 —
Linea celular COLO205 § % &
) 1 | 0.7257079 : Z B S
19 dias i = i
2 0.5372123

Fig. Supl. 4 - Volumenes de las réplicas
Tabla Supl. 2 - Volumenes de las réplicas de tumores tumorales de HelLa a tiempo 30, 45y 50
generados a partir de células HeLay COLO205. dias y COLO205 a 19 dias.



Fig. Supl. 5 - 2D SDS-PAGE. Geles de dos dimensiones de CRT-PBS y CRC-PBS de 30, 45y 50 dias.

CRT-PBS

CRC-PBS

Tabla Supl. 3 — Proteinas diferencialmente expresadas clasificadas segun su perfil de expresion. Las proteinas

marcadas con * indican identificacion mediante ESI o ESI/QUAD/TOF.

SE - Sobre-expresion en los tres tiempos
Tubulin beta-2A chain* (TUBB2A)

Tubulin beta-5 chain *(TUBB5)

Complexin-1* (CPLX1)
Small ubiquitin-related modifier 3* (SUMO3)
Small ubiquitin-related modifier 2* (SUMO2)
Complexin-1* (CPLX1)
Protein DJ-1 (DJ1)
Proteasome subunit beta type-4 (PSB4)
Ras-related protein RRAS (RRAS)
Ras-related protein RAB6A* (RAB6A)

Apolipoprotein A-I* (APOA1)
Prefoldin subunit 3* (PFD3)

T30 T45 TS50

=15

2|

—
pl

chx1£?j

TUBB2
TUBBS

250 1

1501‘
O100
S
50 -‘
0
T30 T45 TS0
Tiempo tumor (dias)

RRAS
APOA1 PSB4
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Fig. Supl. 6. Proteinas cerebrales sobre-expresadas en los 30, 45 y 50 dias del desarrollo tumoral y su
visualizacion en los geles 2D, asi como sus niveles de expresion durante los tres tiempos del desarrollo
tumoral (gréficas). a — CPLX1, TUBB2A, TUBB5. b — SUMO2, SUMO3, CPLX1. ¢ — DJ-1, APOA1L, PFD3,
RRAS, PSB4. Solamente se ilustra una réplica representativa para cada tiempo de los CRT-PBS (T) y
los CRC-PBS (C) n=3. * p.value <0.05. PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico.

Tabla Supl. 3 — Continuacion.

Sobre-expresadas en tiempo 50 Score Uniprot ID FS. 7

Proteasome subunit alpha type-6 (PSAG6) 113 Q9QUM9 a

Neurocalcin-delta (NCALD) 128 Q91X97 b
280
T30 T45 T50 -

* -27 f rH 8
' ; 140
il ! i
T50 0
T45 T50

Tiempo tumor (dias)

Tmmpo tumor (dias)
Fig. Supl. 7. Proteinas cerebrales sobre-expresadas solamente a los 50 dias del desarrollo tumoral y su
visualizacién en los geles 2D, asi como sus niveles de expresion durante los tres tiempos del desarrollo
tumoral (gréficas). a - PSA6. b — NCALD. Solamente se ilustra una réplica representativa para cada tiempo
de los CRT-PBS (T) y de los CRC-PBS (C) n=3. * p.value <0.05. PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico.

Tabla Supl. 3 — Continuacion.

Sobre-expresadas en tiempo 30 Score Uniprot ID FS. 8
ATP synthase subunit beta, mitocondrial (ATP5B) 152 P56480 a
L-lactate dehydrogenase B chain (LDHB) 92 P16125 b
280 b 210 "
S 4o, To0 210 T30 T45 T50Y g mT
. . o
o140 x;: - ¥ To Hc
= 3 ‘ﬁ 70
. im 144,
_I. 0 — = 0
P ATP5B T30  T45 TS0 LDHB T30 T4 TS0
Tiempo tumor (dias) Tiempo tumor (dias)

Fig. Supl. 8. Proteinas cerebrales sobre-expresadas solamente a los 30 dias del desarrollo tumoral y su
visualizacién en los geles 2D, asi como sus niveles de expresion durante los tres tiempos del desarrollo
tumoral (gréfica). a — ATP5B. b — LDBH. Solamente se ilustra una réplica representativa para cada tiempo
de los CRT-PBS (T) y de los CRC-PBS (C) n=3. * p.value <0.05. PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico.

Tabla Supl. 3 — Continuacion.

Fluctuantes — Sobre-expresadas en tiempo 30 y 45 Uniprot ID
Tropomyosin alpha-1 chain (TPM1) 166 P58771 a
Olfactory marker protein (OMP) 93 Q64288 b
Complexin-1* (CPLX1) 73 P63040 c
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 * (PEBP1) 62 P70296 d
Complexin-2* (CPLX2) 27 P84086 d
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa 123 Q76MZ3 e
regulatory subunit A alphaisoform (PPP2R1A)

Transcription elongation factor A protein-like 5* 46 Q8CCT4 f
(TCEALDB)

39S ribosomal protein L46* (MRPL46) 32 Q9EQI8 f
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Fig. Supl. 9. Proteinas cerebrales sobre-expresadas a los 30 y 45 dias del desarrollo tumoral y su
visualizacién en los geles 2D, asi como sus niveles de expresion durante los tres tiempos del desarrollo
tumoral (gréfica). a — Tmpl. b — OMP. ¢ — CPLX1. d — PEBP1, CPLX1. e — PPP2R1A. MRPL46, TCEALS.
Solamente se ilustra una réplica representativa para cada tiempo de los CRT-PBS (T) y de los CRC-PBS
(C) n=3. * p.value <0.05. PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico.

Tabla Supl. 3 — Continuacion.

Fluctuantes — Sobre-expresadas en tiempo 30y 50 Uniprot ID FS. 10
Visinin-like protein (VILIP1) 153 P62761 a
Glyoxalase 1 (GLO1) 119 Q9CPUO b
Heme-binding protein (HEBP1) 73 Q9R257 b

a 160 b 280
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Fig. Supl. 10. Proteinas cerebrales sobre-expresadas a los 30 y 50 dias del desarrollo tumoral y su
visualizacién en los geles 2D, asi como sus niveles de expresion durante los tres tiempos del desarrollo
tumoral (grafica). a — VILIP1. b — GLO1, HEBP1. Solamente se ilustra una réplica representativa para cada
tiempo de los CRT-PBS (T) y de los CRC-PBS (C) n=3. *p.value <0.05. PM=Peso molecular. pl=Punto
isoeléctrico.

Tabla Supl. 3 — Continuacion.
Fluctuantes — Sobre-expresadas en tiempo 45y 50

Hippocalcin-like protein (HPCAL1) 122

Uniprot FS. 11
P62748 a

Score
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Fig. Supl. 11. Proteinas cerebrales sobre-expresadas a los 45 y 50 dias del desarrollo tumoral y su
visualizacién en los geles 2D, asi como sus niveles de expresion durante los tres tiempos del desarrollo
tumoral (gréafica). a — HPCAL1. Solamente se ilustra una réplica representativa para cada tiempo de los
CRT-PBS (T) y de los CRC-PBS (C) n=3. * p.value <0.05. PM=Peso molecular. pl=Punto isoeléctrico.

Tabla Supl. 4. Proteinas identificadas en CRT-PBS SiHa y su agrupacion en el andlisis de sobre
representacion. a — Vias metabdlicas y procesos celulares. b — Localizacion celular. (GeneCodis y

ConsensusPathDB)
a
Comunicacion Muerte Sinapsis Ciclo Neurogénesis | Parkinson | Metabolismo | Ciclo de Ciclo
Celular celular Celular MRNA liberacion | citrato
de nt
APOA1 PSA6 RRAS TUBB5 OMP PSA6 PPP2R1A CPLX1 LDHB
PSB4 GLO1 CPLX2 PSA6 APOA1 ATPb5 PSA6 CPLX2 ATP5B
OMP DJ1 CPLX1 PSB4 RRAS DJ1 PSB4 DJ1
PPP2R1A PPP2R1A | DJ1 PPP2R1A
PSA6 PSB4 NCALD TUBB2A
RAB6A
RRAS
CPLX1
CPLX2
DJ1
NCALD
b Mitocondria Nucleo Vesicula Neurona
LDHB PSA6 PSA6 APOA1 OMP
OMP ATP5B TCEAL5 NCALD DJ1
PSA6 LDHB PFD3 RAB6A CPLX1
HEBP1 HEBP1 OMP TUBB2A CPLX2
NCALD MRPL46 PPP2R1A PEBP1
APOA1 PPP2R1A DJ1
PPP2R1A | PEBP1 PSB4
RAB6A DJ1
TUBB2A
TPM1
CPLX1
CPLX2
DJ1
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Tabla Supl. 5 Proteinas identificadas en CRT-PBS SiHa y su agrupacion en el analisis de sobre
representacion de procesos celulares y enfermedades asociadas al sistema nervioso. (BlUsqueda
Bibliografica)

Alzheimer | Sinapsis Neuro- Estrés Huntington Desarrollo
proteccién oxidativo

APOA1l CPLX1 APOA1l APOA1l DJ1 PEBP1

ATP5B CPLX2 DJ1 ATP5B PFD3 RRAS

LDHB DJ1 HPCAL1 DJ1 HPCAL1 TPM1

NCALD NCALD PEBP1 PSA6 PSA6 TUBB5

OMP OMP PPP2R1A PSB4 PSB4 TUBB2A

PEBP1 PEBP1 PFD3 RABGA RRAS VILIP1

PFD3 PPP2R1A Rab6 SUMO3 SUMO2

PSA6 PSA6 SUMO2 SUMO2 SUMO3

PSB4 PSB4 SUMO3 TPM1

RABGA Rab6 TPM1 GLO1

SUMO3 SUMO2 GLO1

SUMO2 SUMO3

TPM1 VILIP1

VILIP1

GLO1

Parkinson

Neuro-
degeneracion

Longevidad

Depresion/
Ansiedad

Memoria/
Plasticidad

APOA1 ATP5B APOA1 OMP PPP2R1A
CPLX1 LDHB HPCAL1 PEBP1 RRAS
DJ1 NCALD GLO1 VILIP1 SUMO2
HPCAL1 PEBP1 PEBP1 GLO1 SUMO3
PEBP1 PPP2R1A APOA1 VILIP1
SUMO PFD3
GLO1 PSAG6

PSB4

RRAS

TPM1

TUBB5

VILIP

Tabla Supl. 6. Componentes del Medio de cultivo Gibco® Advanced RPMI 1640 (RPMI*).
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ANEXO B
METODOLOGIA SUPLEMENTARIA - PROTOCOLOS

A. Conteo Celular con Cdmara de Neubauer.
1. Se toman las cajas de cultivo celular cuando estén a una confluencia de 80 - 90%
aproximadamente. Se retira el medio y se agrega 10 ml de Verseno a cada caja.
Se dejan en la incubadora por 10 minutos.
Se recupera el Verseno de cada caja y se centrifuga a 4500 rpm por 4 minutos.
Se retira el sobrenadante para quedarse con el boton.
Se agregan 2ml (minimo) de medio a cada botdn, se resuspende y se juntan todas las muestras.
Se toman 20 pl de la muestra y se le agregan 4 ul de Azul Tripano.
Se deja reposar 5 minutos.
Se toma la Camara de Neubauer y se agregan 12 ul de la muestra en cada cuadricula.
Se cuentan las células al microscopio, asi como la proporcion de células vivas y muertas
10 Se calcula el nimero de células con la siguiente formula:

©ONDUAWN

No. Células = (x)(10,000)(Vol. Total)(Cuadrantes Totales) * Porcentaje de cél. vivas
Cuadrantes contados
Doénde, x= Promedio de células contadas en las dos cuadriculas.

B. Extraccion fendlica de proteinas
Muestra de cerebro.

1. Congelar la muestra en nitrégeno liquido y colocarla en un tubo de 50ml.

2.En presencia de nitrdgeno liquido, poner la muestra en un mortero y presionar con un pistilo hasta
gue se observe la formacion de un polvo.

Nota: Agregar nitrégeno liquido cada vez que sea necesario para evitar el descongelamiento y la
formacién de una pasta.

3. Afiadir inhibidores de proteasas. Agregar 5 ml de Agua MiliQ. Se adicionan 20 ul de inhibidores por
mL de agua. Sonicar las veces que sean necesarias en lapsos de diez segundos dejando reposar
las muestras en hielo por un 1 minuto. a. Sonicar hasta que sea una pasta homogénea sin grumos.

4. Agregar 5 volimenes de acetona al 100% y dejar toda la noche a -70 °C.

5. Centrifugar a 7000 rpm durante 10 min. y retirar el sobrenadante.

Nota: La centrifuga deberéa balancearse antes y mantenerse entre 10 y 20 °C.

6. Poner la muestra en hielo para evaporar la acetona.

7.Agregar 5 ml (Depende del botdn, si es grande se agrega mas y viceversa) de buffer de extraccién
e incubar en hielo por 10 min dando vortex en intervalos de dos a tres minutos.

8. Agregar 6ml de fenol e incubar por 10 min. dando vortex en intervalos de dos a tres minutos.

9. Centrifugar a 7000 rpm por 10 min y recuperar la fase fendélica (fase superior). Separar y conservar
la fase fendlica. Si la fase que tiene el buffer de extraccion se ve lechosa, agregar de 1 a 3 mL de
fenol y repetir los pasos 7 y 8.

Nota:

Los pasos 6 y 7 se repiten hasta que el fenol y el buffer de extraccidon queden transparentes. Esto es
para asegurarnos de sdlo estar tomando proteina. Al menos tres lavados. Y no més de 4.

10. Agregar 5 voliumenes de acetato de amonio - metanol. Mezclar y agitar por 10 min y dejar reposar
toda la noche a -70 °C.

11. Centrifugar a 8000 rpm por 20 min. y tirar la fase liquida cuidando de no despegar el botén.

12. Agregar Acetato de amonio-metanol y centrifugar hasta que deje de oler a fenol. a. Este paso se
hace minimo 3 veces.

13. Hacer 2 lavados con 20 ml. de acetona 80% centrifugando 20 min a 7000 rpm entre cada lavado.

Nota:

Es preferible que esté muy fria y dejar reposar los tubos a -70 °C minimo 10 min.
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14. Sé6lo son dos lavados para no llevarnos muchas proteinas. En este proceso se quitan sales.

15. La centrifuga debera permanecer entre 10 y 20 °C.

16. Recomendable no mas de 2 lavados.

17. Centrifugar a 8000 por 20 min. se quita la acetona, dejando el boton.

18. Agregar 1 ml - 2ml de acetona al 80%.

19. Resuspender y pasar a tubos de 1.5 ml.

20. Centrifugar a 13.2 rpm por 10 min a 10 °C. Sélo una vez. Decantar sacar la acetona.

21. Distribuir la pastilla en el ependorf con una punta sellada.

22. Dejar los tubos abiertos y dejar que se evapore la acetona.

23. Evaporar los restos de acetona en una centrifuga de vacio. (Speedvac). 1 minuto.

24. Solubilizar el botén con 0.500 ml de buffer de solubilizacién. El volumen afiadido es dependiendo
del tamafio de la muestra.

25. Centrifugar a 13.2 rpm por 30 min a 17 °C para retirar el material insoluble. Depositar e.
sobrenadante en un tubo nuevo (proteina solubilizada). La fase soluble es la de arriba.

26. Repetir el paso 22 agregando buffer de solubilizacion hasta que esté lo mas transparente y limpio
posible de restos insolubles

27. Cuantificar la muestra por el método de Bradford.

Soluciones

BUFFER DE EXTRACCION

Conc. Final Reactivo Cantidad
0.7M Sacarosa 71.883 g
05M Tris Base 18.165¢g
0.1 M KCI 21g
30mM HCI 0.72 mL
50mM EDTA 75 mL
2% viv B-Mercaptoetanol 6mL

12 mg/ml PVPP 3649

Aforar a 300 mL

BUFFER DE SOLUBILIZACION

Conc. Final Reactivo Cantidad
™ Urea RT 2.1033 g
2M Thiourea RT 0.761 ¢
4% CHAPS 0.2g¢
2mMm TBP 0.05 mL
2% Anfolinas 3-10pH 0.1 mL
60 mM DTT 0.04627 g

Aforar a 5 mL y filtrar con filtro de 0.45 pm.

C. Extraccion proteica - SDS
1. Macerar la muestra con nitrégeno liquido.
2. Adicionar buffer de solubilizacién al polvillo - 10 volimenes en funcién del peso del tejido. (Para los
cerebros que pesan alrededor de 400mg, agregar 3ml para que quede concentrado)
3. Dar 6 ciclos de sonicacién de 15 segundos dejando reposar la muestra en hielo por al menos 1
minuto.
4. Centrifugar 15 min a 13200 rpm en centrifuga refrigerada a 5 °C.
5. Recuperar el sobrenadante.
6. Cuantificar.
7. Almacenar a -20°C.
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Soluciones

BUFFER DE SOLUBILIZACION

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 2M pH 7.5 0.625 mL
SDS 10% 2mL
B-mercaptoetanol 0.5 mL
Inhibidores de proteasas 50X 0.2 mL
Glicerol 1mL

Aforar con Agua miliQ - 10 mL

(Hacer stocks sin los inhibidores y guardarlos a -20°C. Cuando vayan a ser utilizados, se le agregan los
inhibidores)

D. Cuantificacion por el método de Bradford acido

1.

aprwnbd

Acidificar 4 pL de muestra con 36 pL de HCI 0.12 N y dejar reposar por 10 minutos.

Agregar 1.4 mL de solucién de Bradford.

Vortexear por 1 minuto

Cuantificar absorbancia a 595 nm.

Interpolar valores de absorbancia con una curva estandar Bradford para estimar la concentracion
de la muestra.

Soluciones

SOLUCION DE BRADFORD
Diluir Bradford Dye (Bio-Rad, AC) en agua MiliQ con una raz6n de 1:3. 2.Filtrar con papel Watman.

E. Protocolo para tratamiento de proteinas

1.
2.
3.

Recortar el spot del gel 2D y depositarlo en un tubo de 1.5mL.
Lavar 2 6 3 veces el gel con mucha agua MiliQ. Vortexear 15-20 segundos en cada lavado.
Quitar toda el Agua.

Tefidas con Coomassie
Destefiir

4.

Dar lavados de 2 horas en 50% de acetonitrilo en bicarbonato de amonio 2.5mM. Hacer esto

hasta que las muestras se tornen color blanco-transparente.

Deshidratar

5.

Dar lavados de 20 min. aprox. en acetonitrilo puro. Hacer esto hasta que la muestra se torne

blancuzca-opaca.

Reducir y alquilar

6.
7.

9.

Adicionar DTT 15mM hasta cubrir la muestra. Reducir la proteina por media hora.

Extraer la solucion DTT con una pipeta y desechar.

Solucion DTT - se pesan 2.3 mg de DTT en un ependorff de 1.5ml y se disuelven en 1 ml de
bicarbonato de amonio 50mM

Adicionar iodoacetamida 100mM hasta cubrir la muestra y alquilar la proteina durante media
hora.

Solucion lodoacetamida - se pesan 18 mg de IAM en un ependorff de 1.5 ml y se disuelve en
1ml de bicarbonato de amonio 50mM

Extraer la solucién de iodoacetamida con una pipeta y desechar.
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10. Adicionar 100 pl de acetonitrilo o hasta cubrir la muestra y deshidratar las piezas por 20 min a
temperatura ambiente. Hacer 1 6 2 lavados, hasta que las piezas se vean opacas, de color
blanco y de un tamafio mucho menor.

11. Extraer el acetonitrilo de la muestra con una pipeta y desechar.

12. Rehidratar las piezas en 100 pl o hasta cubrir la muestra de bicarbonato de amonio 50mM
incubéandolas por 10 minutos a temperatura ambiente.

13. Extraer el bicarbonato de amonio de la muestra con una pipeta y desechar.

14. Adicionar 100 pl de acetonitrilo o hasta cubrir la muestra y deshidratar las piezas por 20 min a
temperatura ambiente. Hacer 1 6 2 lavados, hasta que las piezas se vean opacas, de color
blanco y de un tamafio mucho menor.

15. Secar completamente las piezas metiéndolas en speedvac a temperatura ambiente de 2 a 3
minutos.

Digerir
16. Dependiendo de la concentracidon de la muestra se le adiciona 2, 5, 10 ul de la solucién de
tripsina.
Solucién de tripsina:
a. Resuspender 20 ug de tripsina liofilizada (Promega) en 100 upl de HCI 1mM, esto
corresponde a 0.2 ug/ul y se puede guardar a -20 °C en alicuotas de 10 pl.
b. Justo antes de usar, agregar a cada alicuota 70 pl Agua MiliQ, para obtener una
concentracion de 12.5 ng/pl de tripsina.
17. Dejar 30 minutos en hielo.
18. Agitar al menos 2 veces en el vortex.
19. Remover el sobrenadante.
20. Adicionar agua MiliQ hasta cubrir la muestra.
21. Dejar toda la noche a 37 °C. No més de 16 hrs.

Extraer
22. Tener tubos de 1.5 ml etiquetados con la muestra correspondiente. Lavarlos previamente con
acetonitrilo
23. Adicionar 100 pl de Agua MiliQ con TFA al 0.5%.
24. Vortexear. Incubar por 30-45 minutos manteniendo en agitacion.
25. Centrifugar la muestra 1 min a 13.4 rpm. Colectar el sobrenadante y transferirlo a los tubos del
paso 1 (previamente lavados y etiquetados)
26. Adicionar 100 pl del buffer de extraccion A
Buffer de extraccién A
Acetonitrilo 50% /Agua MiliQ
TFA 0.5%
27. Vortexear. Incubar por 15 minutos manteniendo en agitacion.
28. Centrifugar la muestra 1 min a 13.4 rpm. Colectar el sobrenadante y transferirlo a los respectivos
tubos usados en el paso 3.
29. Reducir el volumen del extracto por evaporacion en el speedvac a temperatura ambiente.
30. Hay que tener mucho cuidado al manejar los tubos, para embarrar lo menos posible.

Plaguear
31. Tomar 30 mg aprox. de matriz y disolverla en 200ul aprox. de Buffer A, tiene que quedar

saturada.
Buffer A
Acetonitrilo 50% /Agua MiliQ
TFA 0.1%
32. Preparar matriz diluida: Tomar 50 ul de la matriz concentrada y agregar 150 ul del buffer A.
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33. Tomar 4 ul y lavar el tubo para extraer los péptidos.
34. Tomar 1 ul y ponerlo en la placa anotando en una hoja especial de placas qué muestra es y en
qué lugar de la placa se encuentra.
NOTA: En la placa se coloca un STD (estandar) al centro de cada grupo de muestras. El STD se
prepara tomando 1 uyl de mezcla de péptidos Bruker con 1 ul de matriz y de ésta solucién, se coloca

1 pl en la placa.

35. Analizar en

F. SDS-PAGE 2D

MALDI.

1. llustracion del proceso de elaboracién de los geles de acuerdo al protocolo utilizado por Encarnacién

et al. [23].
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Complexina 1 | Abcam®, ab102761
(CPLX1)
Primario 1:250 — 1:1000
Incubacion — Toda la noche a 4C
Secundario 1:7500
Anti Conejo Incubacion — 1 a 2 horas

Hacer en geles de Trici

na o 18%

Glioxalasa 1 (GLO1)

Abcam®, ab171121

Primario 1:13000

Incubacion — 2 horas
Secundario 1:13000
Anti Raton

Incubacion — 1 a 2 horas

Hacer en geles de Trici

na o 18%

Anti-proteosoma alfa 6

Abcam®, ab109377

Primario 1:20000

Incubacion — 2 horas
Secundario 1:20000
Anti Conejo Incubacion — 1 a 2 horas
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