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1. Resumen

El carcinoma de células renales (CCR) es la neoplasia renal mas frecuente en adultos, sin
embargo, poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares relacionados con su desarrollo
y progresion. El aumento de los niveles de la subunidad alfa del factor inducible por hipoxia
(HIF-a) es una de las alteraciones mas comunes en el CCR de células claras (CCRcc), el
subtipo histolégico mas comun. Este incremento se ha explicado principalmente por la
inactivacion del gen VHL (Von Hippel Lindau), presente en mas del 70% de los casos, ya que
pVHL ubiquitina a HIF-a para su degradacion proteasomal. No obstante, la elevacion de HIF-

a se ha observado incluso en casos con pVHL aparentemente funcional.

Uno de los mecanismos que se han identificado para explicar la acumulacion de HIF-a en
diferentes tipos celulares sin alteraciones reportadas en pVHL, es a través de la actividad de
las proteinas homodlogas de seven in absentia (SIAH). Las proteinas SIAH son un grupo de
ligasas de ubiquitina E3 que tienen entre sus sustratos a las prolil hidroxiladas (PHD) y al factor
inhibidor de HIF (FIH), las cuales son hidroxilasas que se relacionan de forma negativa con la
estabilidad y actividad de HIF-a respectivamente. Las isoformas 1y 2 de SIAH resultan de
particular interés ya que se ha demostrado su participacion en diferentes tipos de cancer, no
obstante, su comportamiento en el CCR se desconoce, por lo cual se propuso analizar el
comportamiento de HIF-1a y HIF-2a, y su posible asociacién con los niveles de SIAH1 y SIAH2

en una linea celular de CCR inducido quimicamente en rata.

Con base en lo anterior en el presente trabajo se analizaron mediante western blot los niveles
de HIF-1a y HIF-2a, asi como la presencia o ausencia de pVHL en la linea celular RC5E de
CCR inducido quimicamente en rata y en la linea NRK-52E de epitelio no tumoral de tubulo
renal de rata como referente. Del mismo modo, se realizaron las determinaciones en las lineas
de CCR humano ACHN (VHL**) y 786-O (VHL") como referentes en diferentes estados de
pVHL. Posteriormente se determinaron los niveles de SIAH1 y SIAH2 en esas mismas cuatro

lineas celulares.

Nuestros resultados mostraron la presencia de pVHL en todas las lineas analizadas excepto
786-0O como se esperaba. Ademas, se observo un aumento en los niveles de HIF-1a y 2a en

la linea RC5E con respecto a la linea control, a pesar de que se confirmé la expresion de pVHL.
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Este incremento se observé también en la linea 786-O donde los niveles de ambas isoformas

de HIF-a fueron mayores que en las células ACHN.

En cuanto a los niveles de SIAH1, no se encontro diferencia significativa entre la linea de CCR
y la linea control de rata, mientras que las células 786-O presentaron niveles menores de esta
proteina en comparacion con ACHN. Sin embargo, si se observaron diferencias importantes
en SIAH2, hallando niveles mayores en RC5E y 786-O, con respecto a NRK-52E y ACHN,

respectivamente.

Los resultados obtenidos evidencian la existencia de mecanismos de regulacién de HIF-a
independientes al estado de pVHL en el CCR. Se identificoO una asociacion entre los niveles
elevados de HIF-a y el aumento de SIAH2, lo que sugiere que esta molécula puede estar
relacionada con la estabilizacion de HIF-a en el CCR tal como se ha observado en otros tipos

de cancer, sin embargo, se requiere mayor evidencia experimental para confirmar esto.
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2. Introduccién

2.1. Cancer

Céancer es un término genérico que se da a un grupo amplio de enfermedades que involucran
la divisién descontrolada de distintas clases de células en un organismo, como resultado de la
evasion de los mecanismos de control celular normales, dando lugar a la formacion de masas
celulares denominadas tumores (National Institutes of Health, EUA & Biological Sciences
Curriculum Study., 2007). A nivel celular, el desarrollo de tumores malignos es un proceso que
evoluciona en una serie de pasos, en los cuales las células van incrementando, a través de
diversas mutaciones, su capacidad de proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis
(Cooper, 2019).

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo responsable de
aproximadamente 1 de cada 6 muertes, en el afilo 2020 (World Health Organization, 2022);
mientras que en México el 8% de las defunciones en ese mismo afio se debieron a tumores
malignos, colocandolo como la cuarta causa de muerte en nuestro pais (Instituto Nacional de

Estadistica y Geografia, 2022).

Los tumores se clasifican de acuerdo con el tipo de célula que les dio origen; los sarcomas, un
tipo de tumor raro en humanos, son masas sélidas derivadas de tejido conectivo; los linfomas
y leucemias, son derivados de células del sistema inmune y componentes sanguineos
respectivamente; y los carcinomas, los cuales representan cerca del 90% de los canceres en
humanos, tienen su origen en células epiteliales. Adicionalmente, estos se nombran de

acuerdo con el tipo de tejido y células que dieron origen al tumor (Cooper, 2019).

2.2. Carcinoma de Células Renales (CCR)

El carcinoma de células renales (CCR) es un tipo de neoplasia que comprende un grupo
heterogéneo de canceres que tienen su origen en las células epiteliales del tubulo renal (Nabi
et al., 2018). En 2020 se presentaron mas de 430 mil nuevos casos de cancer de rifién a nivel
mundial, con una incidencia en México de aproximadamente 6 mil casos (Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) & International Agency for Research on Cancer, 2020), de los
cuales se estima que entre el 85-90% corresponden a CCR (American Cancer Society, 2020;

Cruz-Gregorio et al., 2021; Nabi et al., 2018).
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Actualmente la etiologia de este padecimiento no esta bien definida, no obstante, entre sus
principales factores con los que se ha encontrado una asociacién positiva son la edad, el
tabaquismo, la obesidad, la hipertension; ademas se ha establecido que los hombres
presentan una mayor incidencia de la enfermedad que las mujeres, en una proporcion de entre
1.5y 2.5 veces (Capitanio & Montorsi, 2016; Padala et al., 2020; Rossi et al., 2018; Thaib &
Rahaju, 2022).

Como en la mayoria de los canceres, el estadio al momento de la deteccion del CCR es uno
de los factores mas importantes en su prognosis. Pacientes en un estadio temprano de la
enfermedad presentan una tasa de supervivencia a 5 afios del 92.6% (Jones et al., 2020). No
obstante, debido a que entre el 40-60% de los casos de CCR son asintométicos generalmente
este es diagnosticado de forma casual a través de estudios imagenoldgicos realizados con
motivo de otras patologias preexistentes (Rossi et al., 2018; Vasudev et al., 2020). Por lo
anterior, cerca de un tercio de los pacientes presentan metéstasis al momento del diagndstico
y entre el 20% y 50% progresan a un estado metastasico a pesar de haberles practicado una
reseccion quirargica del tumor (Padala et al., 2020), lo cual reduce la tasa de supervivencia a
5 afos al 12% aproximadamente (He & Tian, 2021).

De acuerdo con la més reciente clasificacion propuesta por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), se reconocen 24 subtipos de tumores de células renales (Tabla 1) los cuales
tradicionalmente se han nombrado con base en sus caracteristicas citoplasmicas, arquitectura,
ubicacion anatomica, correlacion con una enfermedad renal especifica, alteraciones
moleculares o bien sus sindromes asociados; sin embargo, la lista actual contempla un tipo de

tumores denominados carcinomas renales molecularmente definidos (Moch et al., 2022).

A pesar del amplio nimero de subtipos que existen de este cancer, los mas comunes son los
CCR de células claras (70-90%), de tipo papilar (10-15%) y de células croméfobas (3-5%),
representando, en conjunto, alrededor del 95% de los casos (Warren & Harrison, 2018).

2.2.1. Carcinoma de células renales croméfobas (CCRc)

En la década de 1980, las propuestas de clasificacion para el CCR humano se basaron en
rasgos celulares caracteristicos de cada subtipo; las células de este carcinoma renal tienen un
citoplasma finamente reticular y ligeramente opaco cuando se tifien con hematoxilina y eosina
al ser observadas bajo un microscopio 6ptico, es por ello por lo que se denominaron como

cromofobas (Moch & Ohashi, 2021).
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Tabla 1. Clasificacion 2022 de la OMS para los subtipos de tumores de células renales
(Moch et al., 2022).

Tumores renales de células claras

Carcinoma de células renales de células claras

Neoplasia renal quistica multilocular de bajo potencial maligno
Tumores papilares renales

Adenoma papilar

Carcinoma de células renales papilar

Tumores renales oncociticos y croméfobos

Oncocitoma

Carcinoma de células renales croméfobas

Otros tumores oncociticos del rifidén

Tumores de los conductos colectores

Carcinoma de tubulos colectores

Otros tumores renales

Tumor de células renales de células claras papilar

Carcinoma mucinoso tubular y de células fusiformes

Carcinoma de células renales tubulo-quisticas

Carcinoma de células renales asociado a enfermedad quistica adquirida
Carcinoma eosinofilico de células renales sélidas y quisticas

Carcinoma de células renales no especificado

Carcinomas renales molecularmente definidos

Carcinomas de células renales con reordenamiento de TFE3
Carcinomas de células renales con TFEB alterado

Carcinomas de células renales con mutacion en ELOC (Antes TCEB1)
Carcinoma de células renales con deficiencia de fumarato hidratasa
Carcinoma de células renales asociado a leiomiomatosis hereditaria y sindrome de
carcinoma de células renales

Carcinoma de células renales con rearreglo de ALK

Carcinoma medular no especificado

Carcinoma de células renales tipo medular deficiente de SMARCB1
Carcinoma de células renales no diferenciado deficiente de SMARCB1 no especificado
Carcinoma de células renales desdiferenciado deficiente de SMARCB1 de otros subtipos
especificos

TFE3: Factor de Transcripciéon E3; TFEB: Factor de Transcripcion EB; ELOC: Elonguina C; ALK: Gen de la cinasa
del linfoma anaplasico; SMARCB1: Miembro-1 de la Subfamilia B Regulador de la Cromatina Dependiente de
Actina Asociado a la Matriz y Relacionado con Swi-Snf

Los CCRc son tumores generalmente grandes (>7 cm) de coloraciones que van de parda ligera
a café oscuro, cuya intensidad de color correlaciona con la concentracion de células
eosinofilicas. Se caracterizan por tener células con membranas celulares prominentes y

nucleos arrugados con halos perinucleares (Figura 1) (Moch et al., 2016).
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Diversos estudios han confirmado un genotipo muy singular y caracteristico, con pérdidas de
los cromosomas 1, 2, 6, 10, 13, 17, 21 y del cromosoma sexual. Sin embargo, se ha
demostrado una baja tasa de mutaciones somaticas especificas en el CCRc, identificando a

TP53 y PTEN como los genes mutados con mayor frecuencia (Moch & Ohashi, 2021).

2.2.2. Carcinoma de células renales papilar (CCRp)

El carcinoma de células renales papilar posee una arquitectura papilar o tubulo-papilar con
margenes bien delimitados y en ocasiones presencia de una pseudocapsula. Su color varia
dependiendo del grado de hemorragia intratumoral y su consistencia es friable;
microscopicamente son a menudo carcinomas circunscritos con una pseudocapsula
prominente, compuesta de papilas formadas por un nucleo fibrovascular central (Figura 1)
(Moch et al., 2016).

Este subtipo se caracteriza por presentar trisomias y tetrasomias del cromosoma 7, trisomias
del cromosoma 17, asi como una pérdida del cromosoma Y (Moch et al., 2016). También se
han observado mutaciones en el oncogen c-MET, cuyo producto proteico es un receptor
transmembranal con actividad de tirosina cinasa, el cual es activado por el factor de crecimiento
hepético (HGF, por sus siglas en inglés), en conjunto regulan vias de sefalizacién implicadas
en la angiogénesis, la invasién y la metastasis (Harshman & Choueiri, 2013). No obstante,
dichas mutaciones solo se han observado en poco mas del 10% de los tumores (Goyal et al.,
2013; Moch et al., 2016).

A finales de los afios 90°s fue propuesto realizar una subtipificacion de estos carcinomas,
sefalando la existencia de tumores papilares tipo 1 y tipo 2. Sin embargo, estudios moleculares
recientes sugieren que el CCR papilar tipo 2 podria no constituir una Unica entidad bien
definida, sino méas bien subgrupos individuales con antecedentes moleculares diferentes. Por
lo cual la clasificacion de la OMS del afio 2022 contempla algunas de esas entidades como
tumores independientes con antecedentes clinicos y moleculares especificos (Moch et al.,
2022).

2.2.3. Carcinoma de células renales de células claras (CCRcc)
El carcinoma de células renales de células claras (CCRcc) es un tumor que

macroscopicamente se observa como una masa solida y lobulada, bien delimitada, de color
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amarillo dorado debido a su alto contenido de lipidos. Sin embargo, la apariencia macroscopica
puede ser variable, con areas de necrosis y de coloracion roja oscura que reflejan hemorragia
(Figura 1) (Goyal et al., 2013; Moch et al., 2016).
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a) Macroscopico b) Microscopico ¢) Macroscépico d) Microscépico
Carcinoma de células renales de células claras (CCRcc) Carcinoma de células renales papilar (CCRp)

e) Macroscopico

Carcinoma de células renales cromofobas (CCRc)

Figura 1. Apariencia macroscopicay microscopicade los carcinomas de células renales
mas comunes. Las flechas en las imagenes indican las caracteristicas de los diferentes subtipos de
CCR descritos a continuacion a) CCRcc macroscépico con necrosis (triangulos) y hemorragia (flechas);
b) CCRcc microscépico con citoplasma claro (flecha negra) y gran vasculatura (flecha azul) c) CCRp
macroscopico se presenta como una masa blanca d) CCRp microscopico con papilas con nucleos
fibrovasculares ) CCRc macroscépico con una coloracion café-amarilla f) CCRc microscdpico con
halos perinucleares caracteristicos (Prasad et al., 2006).

A nivel microscépico se caracteriza por estar compuesto de células con citoplasma claro, de
donde toma su nombre, lo cual es resultado del procesamiento para el analisis histolégico de
rutina (tincién de hematoxilina & eosina) donde los lipidos, glucégeno y colesterol contenidos
en el citoplasma se disuelven (Figura 1). En algunos de estos tumores puede haber una mezcla
de células claras y células con citoplasma mas eosinofilico, lo cual es comun en tumores de

alto grado que estan adyacentes a areas de necrosis o0 hemorragia (Moch et al., 2016).

A nivel molecular aproximadamente 90% de los tumores analizados de este subtipo presentan
alteraciones en el gen supresor de tumores VHL (Warren & Harrison, 2018). En condiciones

normales, pVHL, proteina codificada por este gen, regula la sefializacion celular bajo tension
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normal de oxigeno ubiquitinando al factor a inducible por hipoxia (HIF-a, por sus siglas en
inglés) para su posterior degradacion proteasomal. Este factor de transcripcion regula la
expresion rio abajo de numerosos genes diana, importantes en la angiogénesis y
mantenimiento de la homeostasis celular en condiciones hipoxicas, por lo que la pérdida de la
funcion de pVHL, tiene como resultado la acumulacion de HIF-a (Goyal et al., 2013).

2.3. Modelo in vivo de carcinogénesis renal inducida por DEN-FeNTA

El modelo de carcinogénesis renal inducida por DEN-FeNTA en ratas ha sido utilizado como
una buena alternativa para el estudio de este tipo de cancer in vivo. Se caracteriza por la
aplicacion de una dosis de N-dietilnitrosamina (DEN) (200 mg/kg pc) como iniciador y
posteriores aplicaciones intraperitoneales de nitrilotriacetato férrico (FENTA) (3-9 mg Fe/kg pc)

como promotor durante 4 meses (Vargas-Olvera et al., 2012).

Por un lado, la DEN es un carcindgeno altamente toxico y se considera un iniciador de cancer
renal en modelos animales. Su metabolismo se lleva a cabo por el Citocromo P450, y estimula
la produccion de un gran namero de radicales libres que provocan dafio al ADN, proteinas y

lipidos llevando a una disfuncion renal (Singh et al., 2021).

Por otro lado, el acido nitrilotriacético es un acido carboxilico que, a pH neutro, forma varios
guelatos con iones metalicos. Su quelato con Fe*3, el nitrilotriacetato férrico (FENTA), es un
agente nefrotéxico que causa necrosis aguda y subaguda en el tibulo proximal al catalizar la
descomposicion del peréxido de hidrogeno (H202) a través de la reaccion de Fenton,
favoreciendo la produccion de radicales hidroxilos que desencadenan la peroxidacion lipidica
y dafio al DNA antes mencionado (Athar & Igbal, 1998).

Ambas sustancias se usan en conjunto para hacer mas eficiente el proceso carcinogénico, y a
pesar de que la DEN se identifica principalmente como un compuesto hepatotéxico, la
aplicacién conjunta de DEN con el FeNTA no produce dafios hepaticos, sin embargo, si
estimula la carcinogénesis renal, lo cual sugiere que el higado tiene mecanismos mas robustos

contra el estrés oxidante inducido por FeNTA (Okazaki, 2022).

En nuestro grupo de investigacion se determino que la aplicacion de una dosis inicial de DEN
seguida de 1 y 2 meses de tratamiento con el FENTA representan etapas tempranas de la

carcinogénesis, y que después de 4 meses de tratamiento mas 2 meses sin este, se
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desarrollan tumores renales con gran similitud histolégica y otras caracteristicas en comun
con el CCR del subtipo de células claras en humanos (Aguilar-Alonso et al., 2015; Pariente-
Pérez et al., 2020; Vargas-Olvera et al., 2012) (Figura 2), que como se menciono, es el subtipo

con mayor incidencia.

a) Modelo DEN-FeNTA b) CCRce Humano

Figura 2. Comparacion histolégica del modelo DEN-FeNTA y el CCRcc humano Tincion de
hematoxilina y eosina. 400x a) Tumor obtenido en el modelo DEN-FeNTA (Vargas-Olvera et al., 2012). b) Tumor
primario de CCRcc humano (Mancini et al., 2008).

Adicionalmente, en estudios previos de nuestro grupo de investigacion (datos aun no
publicados) se encontr6 en este modelo que tanto en los tejidos de ratas en etapas tempranas
de CCR, asi como en los tumores, se presenta un aumento de la expresion de HIF-a y una
disminucién en la expresion de FIH, sin embargo, no observaron alteraciones en la expresion
de pVHL. Toyokuni et al., (1998) encontraron en este mismo modelo experimental, que el gen
de VHL no esta mutado, lo cual refuerza la premisa de que la regulacion de HIF-a podria ocurrir

mediante mecanismos independientes de VHL.

Mientras que los modelos in vivo capturan la complejidad de los procesos cancerosos en un
ser vivo, el analisis de eventos especificos es desafiante, y obtener informacion acerca de los
mecanismos moleculares involucrados es usualmente complicado. En contraste, los modelos
in vitro poseen una relevancia fisiologica mas reducida, ya que capturan solo aspectos
limitados al microambiente tumoral, sin embargo, permiten controlar de mejor manera las
variables experimentales, lo que da lugar a un mejor analisis cuantitativo y una mejor

comprensién de los mecanismos alterados (Katt et al., 2016). Ademas, las lineas celulares
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proporcionan una herramienta de investigacién de menor costo ya que poseen la ventaja de
proveer un gran numero de células para su analisis, en comparacion con los estudios en
animales de laboratorio, donde el nimero de muestras es mas limitado (Brodaczewska et al.,
2016; Shapiro et al., 2022).

Por otro lado, el tiempo requerido para llevar a cabo estudios in vivo en general es mucho
mayor que aquellos in vitro. Debido a esto, nuestro grupo de investigacion desarrollé una linea
celular llamada RC5E a partir de los tejidos tumorales obtenidos del modelo in vivo antes

mencionado, la cual se encuentra en proceso de caracterizacion.

2.4. Factor inducible por hipoxia (HIF)

Como se mencion6 anteriormente, una de las alteraciones mas comunes en el CCRcc se
encuentra en el aumento de los niveles de HIF-a. Las proteinas HIF forman un grupo
perteneciente a la familia PAS (Per-ARNT-Sim) de factores de transcripcion evolutivamente
conservados. Los miembros de este grupo funcionan como heterodimeros formados por una
subunidad a sensible al oxigeno y una subunidad [ constitutiva (ARNT). Se conocen 3
homalogos de la subunidad a (HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a) y 2 de la subunidad B (HIF-1B y HIF-
1B2). Por un lado, HIF-1a se expresa de forma ubicua, mientras que las subunidades HIF-2a
y HIF-3a son especificas de algunos tejidos y lineas celulares. Por otro lado, de la misma
manera que ocurre con los homadlogos 2 y 3 de la subunidad q, la expresion de HIF-1B2 esta

restringida a algunos tejidos (Liao & Zhang, 2020; Mandl & Depping, 2014).

Bajo condiciones de oxigenacion fisioldgica normales (normoxia), la subunidad a es hidroxilada
en los residuos Pro402 y Pro564 en HIF-1a; y Pro405 y Pro531 en HIF-2a, ubicados en sus
dominios de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD, por sus siglas en inglés) (Figura 3).
Esta hidroxilacion es llevada a cabo por prolil hidroxilasas que contienen el dominio prolil-4-
hidroxilasa (PHD, por sus siglas en inglés); enzimas pertenecientes a la familia de las
dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato, las cuales requieren de oxigeno molecular, Fe*?
y ascorbato, para llevar a cabo la reaccién, convirtiendo a la subunidad a en un elemento de
sefalizacion de los niveles de oxigeno (Haase, 2009). La hidroxilacion de las prolinas sirve
como marcaje para la union de la proteina supresora de tumores VHL (pVHL) y su complejo
gue actta como una ligasa de ubiquitina E3 para permitir la poliubiquitinacion de HIF-a y su
consecuente degradacion proteasomal (Figura 4) (Liao & Zhang, 2020).
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Figura 3. Dominios funcionales de las isoformas de HIF. bHLH: Dominio hélice-bucle-hélice
basica; PAS: PER-ARNT-SIM; ODDD: Dominio de degradacion dependiente de oxigeno; NTAD: Dominio de
transactivacién N-terminal; CTAD: Dominio de transactivacion C-terminal; LZIP: Cremallera de Leucina (Adaptado
de Ravenna et al., 2015).

Otro mecanismo que se activa bajo condiciones de normoxia se ejecuta en el dominio de
transactivacion del carboxilo terminal de la subunidad a (CTAD, por sus siglas en inglés)
(Figura 3), donde ocurre otra hidroxilacion dependiente de oxigeno llevada a cabo por una
asparagil hidroxilasa llamada factor inhibidor de HIF (FIH) (Haase, 2009). FIH hidroxila a HIF-
1a y HIF-2a en sus residuos Asn803 y Asn851 respectivamente; dicha hidroxilacion inhibe la
actividad transcripcional de HIF a través de la disrupcién de la interaccion del CTAD con los

coactivadores p300 y la proteina de unién a CREB (CBP) (Figura 4) (Baldewijns et al., 2010).

En condiciones de concentraciones bajas de oxigeno (hipoxia), la hidroxilacion de HIF-a
llevada a cabo por las PHD y FIH no ocurre, impidiendo asi la unién de HIF-a con pVHL, y por
ende su subsecuente marcaje y degradacion, lo que produce la acumulacién del HIF-a. Al no
degradarse, HIF-1a y HIF-2a se translocan al nucleo, donde se forman los heterodimeros con
HIF-B, los cuales se unen con los elementos de respuesta a hipoxia (HRE, por sus siglas en
inglés) en el ADN nuclear, y se reclutan los coactivadores p300/CBP al CTAD de HIF-q,
promoviendo la transcripcion de los genes blanco de HIF, los cuales estan involucrados en
distintas vias celulares relacionadas con crecimiento celular, angiogénesis, metabolismo de la

glucosa, eritropoyesis, remodelacion tisular, reparacion de heridas, regulacion de pH y
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supervivencia/apoptosis celular (Figura 4) (Baldewijns et al., 2010; Liao & Zhang, 2020). Estos
mecanismos de adaptacion transcripcional permiten que las células o tejidos normales
sobrevivan en un entorno deficiente de oxigeno. Sin embargo, por otro lado, pueden impulsar
la progresion tumoral y muchos otros trastornos cuando se activan a pesar de que los niveles
de oxigeno sean normales, denominado condiciones de pseudohipoxia, e induciéndo

expresion descontrolada de sus genes blanco (Hayashi et al., 2019).

Normoxia Hipoxia
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Figura 4. Via de sefalizacion HIF/VHL en condiciones de normoxia e hipoxia. HIF: Factor
inducible por hipoxia; FIH: Factor Inhibidor de HIF; PHD: Prolil hidroxilasa; VHL: Proteina del gen Von Hippel-
Lindau; CBP: Proteina de union a CREB; HRE: Elemento de respuesta a hipoxia; 2-OG: 2-oxoglutarato (a-

cetoglutarato) (Adaptado de Liao & Zhang, 2020).
Debido a lo anterior, HIF juega un papel fundamental en promover varios procesos
oncogeénicos incluidos la proliferacion celular, la reprogramacion metabdlica, la evasion de la

26



apoptosis, la transicion epitelio-mesénquima, la invasion y la metastasis (Liao & Zhang, 2020).
Por lo tanto, la estabilizaciéon anormal de HIF-a y la regulacién positiva de sus genes diana se
han descrito en un amplio espectro de tumores sélidos a medida que avanzan hacia la

malignidad (lommarini et al., 2017).

De acuerdo con lo antes mencionado, las alteraciones de VHL son un evento genético troncal
que surge en la mayoria de los casos de CCRcc lo que demuestra que la pérdida de una o
mas de las funciones supresoras de pVHL, entre las que destaca la ubiquitinacién de HIF-a
como marcaje para su degradacion, son fundamentales en el inicio de la formacion, en estos
casos, de los tumores renales. Mutaciones posteriores o alteraciones del numero de copias
cromosOmicas en genes reguladores epigenéticos (incluidos PBRM1, BAP1l, SETD2 y
KDM5C), genes reguladores del ciclo celular (incluidos TP53, CDKN2A y MYC) o genes de la
via PI3K (incluidos PIK3CA, PTEN, MTOR y TSC1) surgen de forma recurrente en el CCRcc
y se cree que cooperan con la inactivacion de VHL para promover el desarrollo y la evolucién
de los tumores, ya que la inactivacion uUnicamente de VHL no es suficiente para que se

desarrolle este carcinoma (Baldewijns et al., 2010; Hoefflin et al., 2020).

Entre los eventos que conducen a la inactivacion de VHL, ya sea mono-alélica (~20%) o bi-
alélica (~70%), se encuentran las mutaciones, la pérdida del brazo corto del cromosoma 3 (3p)
o alteraciones epigenéticas como la hipermetilacion de sus promotores (Batavia et al., 2019).
No obstante, alrededor del 10% de los casos de CCRcc no presentan alteraciones en VHL, es
decir, presentan un genotipo de VHL silvestre (wt-VHL, por sus siglas en inglés) (Figura 5)
(Batavia et al., 2019).

La presencia de wt-VHL se ha relacionado con un fenotipo méas agresivo de la enfermedad y
en consecuencia peores tasas de supervivencia, aunque la informacién disponible al respecto
aun es escasa (Dagher et al., 2016). Asimismo, se ha observado que los niveles de HIF-a se
encuentran alterados en CCRcc incluso en casos con wt-VHL (Shinojima et al., 2007), lo cual

sugiere la presencia de mecanismos de regulacion de HIF-a independientes de VHL.
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Figura 5. Estado del gen VHL en CCRcc. El grupo A presenta una inactivacion bialélica de VHL
correspondiente a aproximadamente 70% de los casos, el grupo B presenta una inactivacion monoalélica

correspondiente a aproximadamente 20% de los casos, mientras que el grupo C presenta un estado silvestre
(wild-type) en ambos alelos del gen VHL correspondiente al 10% de los casos (Adaptado de Batavia et al., 2019).

2.5. Homélogo de seven in absentia (SIAH) y laregulacién de HIF-a

Uno de los mecanismos que se han identificado para explicar la acumulacion de HIF-a en
diferentes tipos celulares sin alteraciones reportadas en pVHL, es a través de la actividad de
las proteinas homdlogas de seven in absentia (SIAH) (Nakayama et al., 2004).

El gen seven in absentia (sina) fue inicialmente descrito en Drosophila melanogaster, donde
se identificd su participacion en el desarrollo del fotorreceptor R7, y un par de afios mas tarde
se encontré un homologo de este gen en ratones al cual se denominé SIAH (Della et al., 1993).
A través de analisis filogenéticos se ha determinado que la proteina SINA presente en
invertebrados es un ortélogo de la familia de proteinas SIAH de vertebrados (Pepper et al.,
2017).

Las proteinas SIAH pertenecen a una familia de ligasas de ubiquitina E3 que en humanos esta
compuesta por las proteinas SIAH1, SIAH2 y SIAH3. Estas proteinas poseen regiones amino
terminales divergentes con longitudes que van de los 40 a los 80 aminoacidos, no obstante, el
resto de la cadena esta altamente conservada entre los miembros de la familia (Siswanto et al.,
2018).
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De manera general, las proteinas SIAH tienen 4 dominios funcionales bien conservados: un
dominio Really Interesting New Gen (RING, por sus siglas en inglés), responsable de su
actividad catalitica como ligasa de ubiquitina E3; un dominio dedos de zinc tipo SIAH (SZF, por
sus siglas en inglés), relacionado con interacciones proteina-proteina y union al ADN, el cual
esta compuesto de dos motivos dedos de zinc; y un dominio seven in absentia (Sina, por sus
siglas en inglés), el cual consiste en un dominio de union del sustrato (SBD, por sus siglas en
inglés) y un dominio de dimerizacién (DIMER), el cual permite la formacion de homodimeros y
heterodimeros entre las proteinas SIAH (Figura 6) (Pepper et al., 2017; Siswanto et al., 2018).
Sin embargo, a diferencia de SIAH1 y SIAH2, el ortdlogo SIAH3 carece del dominio catalitico
funcional RING, en cambio, posee solo un motivo dedo de zinc y un motivo rico en histidina,
por lo cual, se considera una variante enzimaticamente inactiva (Li et al., 2022; Schmitz et al.,
2022).

90 93 282
. NH,- Dominio
130 133 322 324
" NH,- Dominio
Dedos de zinc
269

Figura 6. Dominios funcionales de las proteinas de la familia SIAH. RING: Really Interesting
New Gen; SINA: Seven in absentia (Adaptado de Siswanto et al., 2018)

Se han identificado mas de 30 sustratos de SIAH1 y SIAH2, muchos de ellos relacionados con
diferentes vias de sefalizacion que se encuentran desreguladas en diversos tipos de cancer,
ente los que destacan PHD y FIH, los cuales, como se menciond anteriormente, estan

involucrados en la regulacion de la funcion de HIF-a (Qi et al., 2013).

Debido a la gran similitud entre sus secuencias, SIAH1 y SIAH2 comparten algunos de sus
sustratos, no obstante, diferencias en algunos residuos de aminoacidos en su dominio SBD
les confieren distintas afinidades por los sustratos comunes, e incluso les permite tener
sustratos especificos de cada proteina (Gopalsamy etal., 2014; Li etal., 2022). Estas

diferencias entre la especificidad y la afinidad por distintos sustratos se han sugerido como
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explicacion de los roles opuestos en la progresion del cancer que se han observado en ambas
isoformas (Gopalsamy et al., 2014) .

En la Tabla 2 se refieren algunos estudios en los que se ha establecido la relacién de SIAH
con diferentes tipos de cancer, por ejemplo, de mama, prostata, colorrectal, pulmén y
pancreas, e incluso en algunos de ellos se propone a SIAH como un blanco terapéutico (Li

et al., 2022); sin embargo, se desconoce, hasta donde sabemos, su comportamiento en el

CCR.

Tabla 2. Papel de SIAH en diferentes tipos de cancer.

Tipo de cancer

SIAH1

SIAH2

Mama

Tanto SIAH1 como SIAH2 tienen un papel promotor de tumores con un
fenotipo agresivo de cancer de mama (Adam et al., 2015).

La sobreexpresion de SIAHL induce la
apoptosis por la regulacion del nivel de
BIM a través de la activaciéon de la via de
JNK; mientras que su supresion
incrementa la invasion a través de la
activacion de la via de ERK en células
(Wen et al., 2010).

La ausencia de SIAH2 disminuye la
angiogénesis mediada por HIF1-a
en un modelo de raton de cancer

de mama (Wong et al., 2012).

Colorrectal

La sobreexpresion de SIAH1 inhibe la
proliferacién e invasion in vitro e in vivo;
mientras que su baja expresion se ha
asociado con un fenotipo mas agresivo
(Xiao et al., 2020).

SIAH2 promueve la proliferacién
celular, migracion e invasion (Hu
et al., 2022).

Prostata

Tanto SIAH1 como SIAH2 son requeridas para el desarrollo de tumores
neuroendocrinos de préstata. Sin embargo, la falta de SIAH2 retrasa el
desarrollo en etapas tempranas (Qi et al., 2010).

Pulmon

El silenciamiento de SIAH1 inhibe el

crecimiento de células de cancer de

pulmén de células no pequefias (Liu
et al., 2022).

La deficiencia de SIAH-2 reduce la

sefalizacion de MAPK e inhibe la

proliferacion celular (Ahmed et al.,
2008).

Pancreas

SIAH1 inhibe la expresién de WISP1, la
cual se ha asociado a una peor
prognosis (Wu et al., 2018).

La inhibicion de SIAH2 detiene el
crecimiento de tumores
pancreaticos (Zheleva et al., 2014).

Carcinomade
Células Renales

N.D.

N.D.

ND: No determinado
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3. Justificacion

A pesar de que se ha reportado que en los tumores renales obtenidos de ratas tratadas con
FeNTA se presenta la forma silvestre de pVHL, uno de los principales reguladores negativos
de HIF-a, estudios previos han mostrado un aumento en los niveles de este factor en dichos
tumores. Esto sugiere que mecanismos independientes de pVHL parecen estar involucrados

en su regulacion.

Con base en lo anterior, se considero importante determinar el comportamiento de HIF-a en la
linea celular RC5E, aislada de los tumores inducidos con FeNTA, y analizar moléculas rio
arriba de pVHL que pudieran estar involucradas en su regulacion. Se seleccionaron las
isoformas 1y 2 de SIAH, ligasas de ubiquitina que tienen como sustratos a PHD y a FIH, las
cuales son hidroxilasas que se relacionan de forma negativa con la estabilidad y actividad de
HIF-a respectivamente. De hecho, estas isoformas de SIAH resultan de particular interés ya
gue se ha demostrado su participacion en diferentes tipos de cancer, no obstante, su

comportamiento en el CCR se desconoce.

4. Hipétesis

El incremento de los niveles de HIF-1a y HIF-2a estara relacionado con un aumento en los
niveles de SIAH1 y SIAH2, independientemente del estado de pVHL.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Analizar el comportamiento de HIF-1a y HIF-2a, y su posible asociacion con los niveles de

SIAH1 y SIAH2 en una linea celular de CCR inducido quimicamente en rata.

5.2. Objetivos particulares

1. Establecer el cultivo de las lineas celulares de CCR humano ACHN y 786-O en nuestro
laboratorio (Las lineas celulares de rata NRK-52E y RC5E ya estan establecidas).
2. Determinar los niveles de HIF-1a y HIF-2a en las cuatro lineas celulares.
3. Analizar los niveles de SIAH1 y SIAH2 en RC5E, NRK-52E, ACHN y 786-0.
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6. Metodologia

6.1. Cultivos celulares

Se emplearon las lineas celulares de rata, NRK-52E (ATCC, No. Cat. CRL-1571) derivada de
un epitelio renal no tumoral, la cual se utilizé como referencia de expresion en rata y la linea
celular RC5E (obtenida por nuestro grupo de investigacion) derivada de un tumor de CCRcc
de rata tratada con FeNTA. Adicionalmente, se utilizaron las lineas celulares de origen
humano, ACHN (ATCC, No. Cat. CRL-1611) derivada de una efusion pleural metastasica de
un adenocarcinoma renal con VHL /%)y 786-O (ATCC, No. Cat. CRL-1571) derivada de un
tumor de CCRcc con VHL ) como referencia de los niveles de las proteinas de interés en
humano bajo distintos contextos del gen VHL.

Las células fueron cultivadas a 37°C y CO2 al 5% en medio DMEM alto en glucosa
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 9%, aminoécidos no esenciales (0.1 mM) y
antibiético antimicético (1%). Las marcas y preparacion del medio de cultivo se detallan en el
Anexo 9.1.1.

6.2. Preparacion de extractos celulares completos

Las células se llevaron a una confluencia aproximada del 90%. Se descartd el medio de cultivo
y se realizé un enjuague con amortiguador salino de fosfatos pH 7.4 (PBS, por sus siglas en
inglés) a temperatura ambiente, asegurando la eliminacion total del PBS con ayuda de una
micropipeta. Inmediatamente, se coloco la caja de cultivo sobre una cama de hielo, donde se
llevo a cabo el resto del proceso de extraccion, y se afiadieron 300 uL de amortiguador de lisis
para ensayos de radio inmunoprecipitacion (RIPA, por sus siglas en inglés) adicionado con
inhibidores de proteasas, procurando su distribucidn homogénea sobre la caja, y se dej6 actuar
por 15 minutos realizando de forma ocasional movimientos gentiles. Con ayuda de un raspador
de células se colecto el contenido de la caja y se transfiri6 a un microtubo donde se dej6
reposar por 30 minutos en hielo. Finalmente, se centrifugé el lisado a 10,000 x g durante 10
min a 4 °C, se recuperd el sobrenadante y se almacend a -20°C hasta su uso. Para el caso de
las lineas RC5E y 786-0 se combind el contenido de dos cajas de cultivo de 10 cm de diametro

para obtener una concentracion adecuada de proteinas totales para su uso.

32



6.3. Cuantificaciéon de proteinas totales (Método de Lowry)

La determinacion de proteinas totales se realiz6 empleando el método de Lowry adaptado a
microplaca de 96 pocillos. La concentracion se determin6é usando como referencia una curva
de calibracion preparada con albumina sérica bovina libre de IgG (ASB) cuya preparacion se
detalla en el Anexo 9.3. Se colocaron 100 pL de muestra previamente diluida en agua
desionizada (FD=50) a la cual se afiadieron 200 uL de reactivo de Biuret, se homogeneiz6 con
ayuda de una micropipeta y se dejo reposar por 10 minutos. Posteriormente se afiadieron 20
pL de reactivo de Folin (1:1) y se homogeneiz6 nuevamente. Luego de 30 minutos se leyo la
absorbancia a 750 nm con ayuda de un lector de microplacas (Epoch, BioTek). Los resultados

se expresan en microgramos equivalentes de ASB por microlitro (ug ASB/ uL).

6.4. Electroforesis SDS PAGE

La preparacion y composicion de los geles se detalla en el Anexo 9.2. A grandes rasgos, un
dia previo a la realizacibn de la técnica se prepararon geles de poliacrilamida para
electroforesis (PAGE, por sus siglas en inglés) de 1 mm de espesor, los cuales se componen
de un gel de resolucion (parte inferior) elaborado a una concentracién de poliacrilamida entre
el 8 y 13%, dependiendo de la proteina de interés (Tabla 3) y un gel concentrador (parte
superior) a una concentracion de poliacrilamida del 5%. Los geles se colocaron en la cdmara
de electroforesis donde se sumergieron en amortiguador para electroforesis hasta cubrirlos por

completo y se almacenaron en refrigeracion hasta su uso.

Para la desnaturalizacion de las muestras en condiciones reductoras se mezclé un volumen
de extracto proteico correspondiente a la cantidad de proteina deseada (Tabla 3) con 5 uL de
amortiguador de carga adicionado con 2-mercaptoetanol y se colocé por 15 minutos en un
bafio de agua hirviendo. Posteriormente, las muestras se colocaron en los geles previamente
preparados, y se separaron a través de la aplicacion de una diferencia de potencial eléctrico
entre 70 - 80 V hasta la salida del frente de corrimiento (azul de bromofenol) o hasta conseguir
la separacion deseada de acuerdo con el reactivo Precision Plus Protein Dual Color Standard
(Bio-Rad, No. Cat. 161-0374) empleado como marcador de peso molecular.

6.5. Western blot

Se realizé la inmunodeteccion de las proteinas de interés a través de quimioluminiscencia,

empleando anticuerpos conjugados con peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés).
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Se utilizé un sistema de transferencia semi-seca (Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell 1703940, Bio-Rad) al cual se aplico una corriente de 200 mA por
aproximadamente 2 h para transferir las proteinas separadas previamente por electroforesis a
una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 8.3 cm x 5.7 cm, la cual fue previamente
activada sumergiéndola en metanol (5 min), hidratada con agua desionizada (2 min) y

equilibrada con amortiguador de transferencia (15 min).

Una vez completada la transferencia, con ayuda de unas pinzas, se llevo la membrana a un
recipiente con tapa y se bloque6 la membrana, para evitar interacciones inespecificas, con 10
mL de una solucién de leche descremada o ASB en PBS-Tween 20 (PBST) a la concentracion
requerida dependiendo de la proteina de interés (Tabla 3), manteniéndola en agitacion por 1 h
y después se realizaron 3 enjuagues secuenciales de 15 minutos con 5 mL de PBST.
Finalmente, la membrana se incub6 con los anticuerpos primario y secundario de acuerdo con
lo indicado en la Tabla 3 realizando lavados con PBST, antes y después de la incubacién con
el anticuerpo secundario, segun lo descrito previamente. La deteccion se realizé en un
fotodocumentador (c-Digit 3600, Li-Cor) utilizando como reactivo revelador una mezcla de
sustrato Immobilon quimioluminiscente de HRP para "Western" (Merck Millipore, No. Cat.
WBKLS0500).

6.6. Normalizacién y analisis densitométrico del western blot

Se procesaron las imagenes y se determind la intensidad de las bandas obtenidas mediante

western blot con ayuda del software Image Studio Digits 5.2 (Li-Cor).

Posteriormente, los datos se normalizaron utilizando como control la proteina total, a través de
una tincion con Ponceau S. En un recipiente con tapa se incubo6 la membrana con 10 mL de
una solucién de Ponceau S (0.01%) por 2 minutos en agitaciéon constante, una vez finalizado
el tiempo se descarto la solucion y se retir6 el excedente mediante un enjuague con 2 mL de
PBST, sin rebasar los 15 s de contacto para evitar el destefiido de la membrana. Esta se coloco
un acetato y se obtuvo la imagen a través de un escaner de cama plana (LaserJet Pro MFP
M127fn, HP). Una vez obtenida la imagen, se destifidé la membrana a través de 3 enjuagues
consecutivos de 5 min con PBST. Los calculos de la intensidad relativa normalizada se detallan
en el Anexo 9.4. Para la comparacion de la intensidad relativa se realizd una prueba t-student

de dos colas (a=0.05) y se graficé con ayuda del software GraphPad Prism 9.5.1.
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Tabla 3. Condiciones de electroforesis y western blot para la identificacién de las proteinas de interés

Proteina VHL HIF-1a HIF-2a SIAH1 SIAH2 (Rata) SIAH2
(Humano)
Cantidad de 85 80 80 50 70 80
proteina (ng)
o . ;
Yo Acrilamida 13 8 8 10 8 9
en gel
Voltaje
electroforesis 80 100
V)
Blogueo AlbUumina sérica Leche Leche Leche AlbUmina sérica Leche
9 bovina 3% descremada 1% | descremada 1% | descremada 7% bovina 1% descremada 8%
Tiempo de
1h
bloqueo
Anticuerpo Anti-VHL Anti-HIF-1a A?E’F,Hp'\g’lza Anti-SIAH1 Anti-SIAH2 Anti-SIAH2
. . (SCBT, No. Cat. (SCBT, No. Cat. (Abcam, No. Cat. (SCBT, No. Cat. (SCBT, No. Cat.
primario SC- 135657) SC-13515) (S%iTistoé 6c)3at- ab-2237) SC-81787) SC-81787)
Dilucién 1:750 1:200 1:200 1:2500 1:150 1:140
Incubaciéon 40-48h (4°C) | 40-48h (4°C) | 40-48h (4 °C) 20 h (4°C) 20 h (T.A) 20 h (4°C)
Anticuerpo Anti-raton-HRP Ar;n(;g?bNra-lgRtP Anti-raton-HRP
secundario (SCBT, No. Cat. SC-2005) ( sc-'zsgh) at (SCBT, No. Cat. SC-2005)
Dilucién 1:50,000 1:30,000 1:30,000 1:15,000 1:60,000 \ 1:70,000
Incubacion 1h(T.A

Ge

SCBT. Santa Cruz Biotechnology; T.A. Temperatura ambiente




7. Resultados y discusién

7.1. Cultivo de lineas celulares

En la Figura 7 se muestran las imagenes en microscopia de campo claro de los cultivos
celulares empleados para el estudio a una confluencia mayor al 75%, los cuales se adaptaron
para su desarrollo en medio de cultivo DMEM alto en glucosa y bajo condiciones de normoxia.
En la figura se aprecia que existen ciertas similitudes en la morfologia de las lineas ACHN y
NRK-52E, entre las que destaca una apariencia de distribucion tipo epitelial, con células
pequefias, ordenadas y con abundantes puntos de contacto; mientras que las lineas RC5E, y
786-0 presentan, bajo estas condiciones de cultivo, una distribucion mas desordenada con un
namero menor de puntos de contacto entre las células con una apariencia que se asemeja

mas a la de tipo fibroblastica.

7.2. Estado de pVHL y niveles de las isoformas 1y 2 de HIF-a

Debido a que, como se menciond anteriormente, pVHL es reconocido como uno de los
principales reguladores de los niveles de HIF-a, se realizé la inmunodeteccion de esta proteina
con el fin de confirmar su expresion en las diferentes lineas de rata y humano analizadas. En

la Figura 8 se muestran imagenes representativas de los western blots realizados.

En NRK-52E y RC5E se observé una banda con un peso molecular aproximado de 19.3 kDa,
mientras que para ACHN la banda obtenida fue de un peso molecular aproximado de 23.5 kDa.
A pesar de que la informacion experimental disponible acerca de pVHL en rata es escasa, se
ha determinado a partir de la secuencia predicha por el gen que la codifica, que esta tiene una
longitud de 185 aa (21 kDa), en comparacion con su homélogo humano que tiene 213 aa (24
kDa), esta disparidad se debe principalmente a una region cercana al extremo N-terminal de
la proteina humana, donde existe un motivo 4cido repetido 8 veces, mientras que este motivo
en la proteina de rata solo se encuentra en 1 ocasion (Duan et al., 1995), lo cual explica la
observacion de bandas de diferente peso molecular entre las lineas de origen humano y de

rata.

Los resultados obtenidos en células de rata son similares a lo reportado por Shiao et al., (2002)
guienes identificaron una banda de 20 kDa en la linea celular NRK y en muestras de rifion de
rata. Asimismo, la confirmacion de la expresion de pVHL en RC5E (Figura 8A) fue acorde a lo
previamente encontrado por nuestro grupo de investigacion, donde se identifico la presencia
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de pVHL en muestras de tumores derivados del modelo de induccion de CCR por DEN-FeNTA
(datos aun no publicados). De igual forma, esto corresponde con lo previamente descrito por
Toyokuni et al., (1998), quienes no encontraron mutaciones en el gen VHL en rifion derivadas

del tratamiento con FENTA.
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Figura 7. Lineas celulares bajo microscopio 6ptico de campo claro. Imagenes obtenidas por
microscopia de campo claro a una amplificacién de 100X de los cultivos celulares con una confluencia
mayor al 75%, desarrollados bajo condiciones de normoxia. A) NRK-52E (Epitelio no tumoral de rata);
B) RC5E (CCR inducido quimicamente en rata); C) ACHN (CCR humano VHL**); D) 786-O (CCR
humano VHL™).
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Por otro lado, en las lineas celulares humanas, conforme a lo esperado, se encontré a pVHL
expresada en ACHN, mas no se observo en 786-O (Figura 8B). Este resultado coincide con
reportes previos donde se indica que ACHN expresa la forma silvestre de pVHL, mientas que

786-0 tiene un genotipo VHL )y, por lo tanto, no expresa la proteina (Ding et al., 2018).

A NRK-52E RC5E B ACHN 786-0
K_Hf_/% s A N A N\
Control de Control de
proteina proteina
total total
| J | J
1 |
RATA HUMANO

Figura 8. Expresiéon de la proteina pVHL en lineas celulares de CCR. Imagenes
representativas de un andlisis de western blot de pVHL en las lineas celulares de rata NRK-52E y RC5E
(19.3 kDa) (A); y en las lineas celulares de humano ACHN (VHL **) y 786-O (VHL ™) (23.5 kDa) (B)
Todas las lineas fueron cultivadas bajo condiciones de normoxia.

Una vez confirmado el estado de pVHL de las muestras se procedidé a determinar mediante
western blot los niveles de las isoformas 1 y 2 de HIF-a. Se identificé en las lineas RC5E y
786-0 una banda de un peso molecular aproximado de 105 kDa en el caso de HIF-1a (Figura
9) y de 106 kDa para HIF-2a (Figura 10); mientras que para NRK-52E y ACHN no se observé

dicha banda en ninguna de las dos isoformas.

De acuerdo con la base de datos UniProt las proteinas HIF-1a y HIF-2a tienen un peso
molecular calculado de 93 kDa y 97 kDa, respectivamente, para ambas especies (Bateman
et al., 2023), sin embargo, se ha reportado que las dos isoformas son susceptibles de diversas
modificaciones postraduccionales, algunas de las cuales solo ocurren bajo condiciones de
normoxia, entre las que destacan diversas hidroxilaciones, fosforilaciones y acetilaciones
(Albanese et al., 2021); es por ello que el peso molecular al que son reportadas en la literatura

es comunmente mayor al descrito para la proteina sin modificaciones en las bases de datos.
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Figura 9. Niveles de HIF-1a en lineas celulares de CCR. Imagen representativa del andlisis por
western blot de HIF-1a (105 kDa) en lineas celulares de rata, NRK-52E (n=5), como control de
expresion no tumoral y RC5E (n=6) (A); y en lineas de CCR humano, ACHN (VHL **) (n=5) y 786-O
(VHL ") (n=4) (B) cultivadas bajo condiciones de normoxia. Las membranas fueron tefiidas con
Ponceau-S P como control del andlisis densitométrico. Los gréaficos muestran el analisis densitométrico
de HIF-1a expresado como X + D.E. en unidades arbitrarias de intensidad relativa para las lineas
celulares de rata (C) y humano (D). El andlisis estadistico se realizé a través de una t de student de
dos colas; los asteriscos entre barras representan una diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 10. Niveles de HIF-2a en lineas celulares de CCR. Imagenes representativas del andlisis
por western blot de HIF-2a (106 kDa) en lineas celulares de rata, NRK-52E (n=5), como control de
expresion no tumoral, y RC5E (n=6) (A); y en lineas de CCR humano, ACHN (VHL **) (n=5) y 786-O
(VHL ") (n=4) (B) cultivadas bajo condiciones de normoxia. Las membranas fueron tefidas con
Ponceau-S P como control del andlisis densitométrico. Los graficos muestran el analisis densitométrico
de HIF-2a expresado como X + D.E. en unidades arbitrarias de intensidad relativa para las lineas
celulares de rata (C) y humano (D). El andlisis estadistico se realizé a través de una t de student de
dos colas; los asteriscos entre barras representan una diferencia significativa (p<0.05).

Debido a que las muestras utilizadas pertenecen a dos especies distintas, estas presentan
diferencias intrinsecas importantes en los niveles de proteinas de expresion constitutiva tales
como a-tubulina y GAPDH (datos no mostrados), por lo que no se consideraron un adecuado

control de carga para el western blot. Por lo anterior, se utilizé como control de carga la tincion
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con Ponceau S de las proteinas totales en las membranas, la cual, se utilizé también para la
normalizacion de los datos y posterior cuantificacion (la descripcion del proceso de
normalizacion se encuentra en la seccion 6.6 y el anexo 9.4). Este método de normalizacion
ha mostrado mejorar la exactitud en la cuantificaciébn con respecto al uso de proteinas de
expresion constitutiva, en especial en muestras heterogéneas, ya que esta estrategia combina
la intensidad de mdltiples bandas electroforéticas normalizando la variacion biolégica
(Bettencourt et al., 2020; Sander et al., 2019).

Para la cuantificacion de las imagenes de western blot se realiz6 un analisis densitométrico,
se grafico la intensidad relativa normalizada de las bandas como se describe en la metodologia
y se compararon los niveles de las proteinas entre las lineas celulares de la misma especie.
Los resultados muestran un aumento estadisticamente significativo en los niveles de HIF-1a
(Figura 9C) y HIF-2a (Figura 10C) en RC5E, con respecto de su control de epitelio renal no
tumoral de rata NRK52E. De la misma forma ocurrié con las lineas celulares de origen humanao,
donde se observo una diferencia significativa entre los niveles de ACHN y 786-O (Figura 9D y
Figura 10D).

La ausencia de HIF-a en los extractos de NRK-52E y ACHN se puede explicar a través del
mecanismo candnico de regulacion de la estabilidad de HIF-a (Figura 4), en la cual, bajo
condiciones de tension normal de oxigeno, es marcado por pVHL para su degradacion
proteasomal (Baldewijns et al., 2010).Estos datos son similares a lo reportado previamente por
otros autores quienes, encontraron una expresion muy baja, o la ausencia de bandas en
condiciones de normoxia en estas lineas celulares para ambas isoformas de HIF-a (Han et al.,
2020; Natarajan et al., 2021; Tanaka et al., 2014; Zhan et al., 2021; Zhu et al., 2021).

En la Figura 9 se puede apreciar la presencia de HIF-1a en la linea 786-0O. Sin embargo, la
expresion de HIF-1a en la linea 786-O ha sido tema de debate cientifico, ya que algunos
autores sefalan expresa de forma estable a HIF-2a, pero no a HIF-1a (Khan et al., 2011;
Shinojima et al., 2007); pero otros autores si han identificado la expresion de HIF-1a ademas
de la de HIF-2a (Song et al., 2011; Zhan et al., 2021), al igual que lo observado en el presente
trabajo. Ahora bien, al comparar las figuras 9B y 10B se puede apreciar que, a pesar de que
ambas isoformas estan presentes en esta linea, la banda es mas intensa para HIF-2a.
Interesantemente Swiatek et al., (2020) confirmaron una baja expresion de HIF-1a en

condiciones de normoxia en la linea 786-O pero identificaron también la presencia de una

41



forma trunca de esta proteina producto de alteraciones en el gen, por lo cual los autores
sugieren que no se debe considerar a 786-O como una linea que no expresa a HIF-1a. Mas
aun, aunque ambas isoformas de HIF-a poseen gran similitud estructural, se ha demostrado
que regulan diferentes genes y por lo tanto poseen papeles diferentes en la expresion génica.
No obstante, Menrad et al., (2010) observaron que el silenciamiento o disminucién en alguna
de las isoformas de HIF-a producia el aumento de los niveles de la otra en busca de la
supervivencia celular, lo cual podria explicar la observacion de una banda mas intensa de HIF-

2a en las muestras analizadas.

Asimismo, es importante mencionar que estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo
de investigacién mostraron que tanto HIF-1a como HIF-2a se expresaban en tumores de CCR
inducidos por exposicion a DEN-FeNTA (Curiel-Mufiz, datos por publicar), sin embargo,
debido a que el tejido tumoral esta conformado por una mezcla heterogénea de tipos celulares
y otros componentes (Gay et al., 2016) era necesario comprobar que este comportamiento se
mantenia en la linea RC5E. Los resultados obtenidos para HIF-1a y 2a en nuestra linea RC5E
confirmaron lo previamente observado en el tejido tumoral. Esta similitud entre el
comportamiento de HIF-a en la linea celular y en los tumores resulta de suma relevancia ya
gue pone de manifiesto la posibilidad de utilizar este modelo in vitro como un primer
acercamiento para la exploracion de mecanismos asociados al CCR, con el fin de

comprobarlos posteriormente en modelos mas complejos.

Por ultimo, es necesario destacar que a pesar de que tanto RC5E como 786-O expresan en
normoxia las dos isoformas de HIF-a, ambas lineas presentan diferente estado de pVHL, su
principal regulador. En cambio, aunque la linea ACHN también tiene presente a pVHL, esta no
expresa ninguna de las isoformas de HIF-a. Lo anterior sugiere que, en RC5E, la regulacién
de los niveles de HIF-a pudiera estarse llevando a cabo por mecanismos independientes del
estado de pVHL.

7.3. Niveles de SIAH1 y SIAH2

Como se menciond previamente, las proteinas homadlogas de seven in absentia (SIAH) han
sido sefialadas como un elemento importante en la regulacion de los niveles de HIF-a
(Nakayama et al., 2004), por lo que se decidio analizar el comportamiento en las lineas de

CCR de la misma forma que para las proteinas HIF-a descrita en la metologia.
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La banda identificada para la proteina SIAH1 se observo en las 4 lineas celulares con un
corrimiento correspondiente a 37 kDa aproximadamente. No se encontré diferencia entre los
niveles de la linea RC5E y la linea control NRK-52E (Figura 11A y C). Esto no concuerda con
lo previamente encontrado en los tumores inducidos con DEN-FeNTA, en los cuales se
identificé una expresion elevada de esta proteina con respecto al control (Curiel-Mufiiz, datos
por publicar). Esta discordancia pudiera explicarse por la heterogeneidad en la composicion
tumoral como lo describen Gerlinger et al., (2014) en el CCRcc, lo cual lleva a la existencia de
un panorama genético distinto en subclonas espacialmente distanciadas de un mismo tumor,
las cuales presentan una evolucién distinta y ramificada. Entonces en el proceso de desarrollo
de la linea RC5E podria haberse seleccionado una célula con un comportamiento normal de
SIAH1 aunque la mayoria de las células en este tumor hayan tenido un aumento en la
expresion de esta proteina. Por otro lado, en las lineas de origen humano la banda de SIAH1
fue menos intensa para 786-O que para ACHN (Figura 11B), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (Figura 11D).

Con respecto al andlisis de SIAH2, este arrojé una banda correspondiente a la proteina con un
peso molecular aproximado de 40 kDa en todas las lineas celulares analizadas. En la Figura
12A se muestra claramente un aumento en los niveles de SIAH2 en la linea RC5E, el cual fue
significativo con respecto a NRK-52E (Figura 12.C). Por su parte, los valores de intensidad
relativa de SIAH2 en las lineas de CCR humano fueron mucho menores a lo observado en las
muestras de rata. A pesar del ruido de fondo, se logra distinguir una banda bien definida en
ambas lineas celulares (Figura 12.B), apreciandose una expresion mayor en 786-O que en
ACHN (Figura 12.D).

Debido a la falta de un control de expresion no tumoral humano no fue posible determinar con
certeza si los niveles de SIAH en las células humanas eran diferentes a los esperados en
células no cancerosas, sin embargo, se puede decir que el comportamiento de SIAH no fue
igual en las dos lineas de CCR humano analizadas. Si bien tanto ACHN como 786-O son lineas
celulares de CCR humano, la primera fue aislada de una efusion pleural maligna metastasica,
gue se ha sugerido es de tipo papilar; mientras que la segunda fue aislada de un tumor primario
de CCRcc (Brodaczewska et al., 2016; Wolf et al., 2020). Estas diferencias intrinsecas y su
trasfondo genético permiten dar una explicacion plausible a las diferencias encontradas en la
expresion de ambas proteinas entre estas dos lineas. De forma interesante en un estudio

llevado a cabo por Zhang et al., (2022) se analizaron genes relacionados con el sistema
43



ubiquitina-proteasoma en CCR papilar con el fin de identificar un panel de genes de riesgo
para este subtipo. Entre los genes encontrados destaca aquel de SIAH1, el cual se asocié con
una estratificacion clinica y patolégica menos favorable. Lo anterior sugiere que al ser ACHN
derivada de un estadio metastasico de CCRp, los niveles de SIAH1 podrian ser mayores que
para 786-O por cambios en la expresion del gen que la codifica.
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Figura 11. Niveles de SIAH1 en lineas celulares de CCR. Iméagenes representativas del andlisis
por western blot de SIAH1 (37 kDa) en las lineas celulares de rata, NRK-52E, como control de expresién
no tumoral, y RC5E (n=6) (A); y en las lineas de CCR humano, ACHN (VHL **) y 786-O (VHL 7) (n=6)
(B) cultivadas bajo condiciones de normoxia. Las membranas fueron tefiidas con Ponceau-S P como
control del analisis densitométrico. Los graficos muestran el analisis densitométrico de SIAH1
expresado como X = D.E. en unidades arbitrarias de intensidad relativa para las lineas celulares de rata
(C) y humano (D). El analisis estadistico se realiz6 a través de una t de student de dos colas; los
asteriscos entre barras representan una diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 12. Niveles de SIAH2 en lineas celulares de CCR. Imégenes representativas del andlisis
por western blot de SIAH2 (40 kDa) en las lineas celulares de rata, NRK-52E, como control de expresién
no tumoral, y RC5E (n=8) (A); y en las lineas de CCR humano, ACHN (VHL **) y 786-O (VHL ") (n=8)
(B) cultivadas bajo condiciones de normoxia. Las membranas fueron tefiidas con Ponceau-S P como
control del analisis densitométrico. Los graficos muestran el andlisis densitométrico de SIAH2
expresado como X * D.E. en unidades arbitrarias de intensidad relativa para las lineas celulares de rata
(C) y humano (D). El andlisis estadistico se realiz6 a través de una t de student de dos colas; los
asteriscos entre barras representan una diferencia significativa (p<0.05).
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La ausencia de cambios en los niveles de SIAH1 en la linea RC5E nos lleva a pensar que esta
molécula no esta directamente relacionada con la estabilizacion de los niveles de HIF-a en
condiciones de normoxia, sin embargo, esta alteracion se habia observado previamente en los
tumores inducidos con DEN-FeNTA por lo que habria que analizar su distribucién subcelular,
ya que su papel como promotor o supresor de tumores puede depender de ello de acuerdo
con lo reportado por Zhang et al., (2022) y podria estar participando de otras formas como

parte del proceso carcinogénico en el CCR.

Por otro lado, el aumento observado en los niveles de SIAH2 en RC5E y 786-0O fue acorde con
el incremento registrado en los niveles de HIF-1a y HIF-2a en esas lineas, e independiente del
hecho de que la primera expresa de forma normal a pVH y la segunda no. Esto nos lleva a
proponer la posible participacion de SIAH2 como regulador de los niveles de HIF-a en
condiciones de normoxia. A pesar de que hasta el momento no se ha descrito un mecanismo
especifico de participacion de SIAH2 en el CCR, reportes previos han sefialado su relacion
con los niveles de HIF-a a través de la ubiquitinacién de las PHD, responsables de la
hidroxilacién que reconoce pVHL para el marcaje de HIF-a (Nakayama et al., 2004) (Figura
13). De la misma forma que ocurre con SIAH1, la gran variedad de sustratos que posee SIAH2
ha provocado incertidumbre respecto al rol que desempefia en la tumorigénesis, no obstante,
diversas investigaciones han sefialado a SIAH2 predominantemente como una proteina
promotora de procesos oncogénicos en distintos tipos de cancer (Li et al., 2022). Sin embargo,
es necesario llevar a cabo estudios mas detallados que nos lleven a la elucidacién de los
mecanismos que alteran los niveles de HIF-a en condiciones de normoxia y confirmen el papel
de SIAH2 en el CCR.

A través de este trabajo se reafirmé el potencial uso de RC5E como un primer acercamiento
al estudio de mecanismos moleculares en el CCR. No obstante, a pesar de los beneficios que
conlleva el trabajo con lineas celulares y la similitud en el comportamiento de HIF-a entre los
tumores obtenidos del modelo de induccion quimica en ratas y la linea RC5E, se observaron
discrepancias en el comportamiento de SIAH1 entre ambos modelos. Si bien este hecho no
invalida el potencial uso que tiene tanto esta como otras lineas celulares como herramientas
de aproximacién en la comprension de los mecanismos moleculares del CCR, es importante
la seleccion de controles adecuados, asi como la realizacion de un analisis minucioso y
cauteloso para la interpretacion de los datos con el fin de evitar un sesgo o la obtencion de

conclusiones erréneas.
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Figura 13. Estabilizacién de HIF-a mediada por SIAH2. (A) Bajo condiciones de normoxia las
prolil hidroxilasas (PHD) marcan a HIF-a a través de dos hidroxilaciones que sirven como elementos
de reconocimiento de la ligasa de ubiquitina E3, pVHL, que ubiquitina a HIF-a para su degradacion
proteasomal. (B) SIAH2 es capaz de reconocer a las PHD y ubiquitinarlas para su degradacion
proteasomal. La degradacion de las PHD tiene como consecuencia la disminucién en la hidroxilacién
de HIF-a, lo cual impide su reconocimiento por pVHL y la consecuente degradacién en el proteasoma,
por lo qgue aumentan sus niveles.
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8. Conclusiones

Los resultados obtenidos confirmaron que a pesar de que pVHL es considerado el principal
regulador de los niveles en normoxia de las dos isoformas de HIF-a analizadas existen
mecanismos independientes de esta ligasa de ubiquitina capaces de controlar los niveles de
dichas proteinas en el CCR.

Se identifico una asociacion entre los niveles elevados de HIF-a y el incremento de SIAH2, por
lo que se propone que esta isoforma puede estar relacionada con la estabilizacion de HIF-a
en el CCR tal como se ha observado en otros tipos celulares, sin embargo, es necesario

enriquecer la evidencia experimental para confirmar esto.

48



9. Anexos

9.1. Preparacion de soluciones

Todos los reactivos empleados a continuacion fueron obtenidos de Sigma Aldrich o JT Baker

a excepcion de que se especifique lo contrario.

9.1.1. Medio de cultivo DMEM alto en glucosa

A 500 mL de medio DMEM alto en glucosa (Sigma Aldrich, No. Cat. D6429) se afadieron 50
mL de suero fetal bovino (SFB) (Biowest, No. Cat. S1810), previamente inactivado por calor
(56 °C, 30min), 5 mL de solucién de aminoacidos no esenciales MEM 100X (Sigma Aldrich,
No. Cat. 11140050) y 5 mL de antibi6tico antimicético 100x (Sigma Aldrich, No. Cat. A5955).
La mezcla se esterilizé por filtracion (0.22 um) y se conservo en refrigeracion (4°C) hasta su

uso.

9.1.2. Amortiguador de lisis RIPA

Inmediatamente previo a su uso a 1 mL de amortiguador de lisis RIPA (Santa Cruz
Biotechnology, No. Cat. sc-24948A-1) se adicionaron 10 pL de ortovanadato de sodio (Santa
Cruz Biotechnology, No. Cat. sc-24948A-4), 10 uL de fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF)
(Santa Cruz Biotechnology, No. Cat. sc-24948A-2), y 10 pyL de un coctel de inhibidores de
proteasas (Santa Cruz Biotechnology, No. Cat. sc-24948A-3).

9.1.3. Amortiguador salino de fosfatos pH 7.4 (PBS)

Se disolvieron 1.44 g de fosfato de sodio dibasico (Na2zHPO4) [10 mM], 0.24 g de fosfato
monobdasico de potasio (KH2PO4) [1.8 mM], 8 g de cloruro de sodio (NaCl) [137 mM]y 0.2 g de
cloruro de potasio (KCI) [2.7 mM] en 800 mL de agua desionizada. Se ajusté el pH a 7.4 con
acido clorhidrico (HCI) concentrado y se completé el volumen con agua desionizada a 1 L.
Para cultivo celular la solucién se esterilizd en autoclave y se almacendé a temperatura

ambiente hasta su uso.

9.1.4. Amortiguador PBS-EDTA

Se disolvieron 1.44 g de Na2HPO4 [10 mM], 0.24 g de KH2PO4 [1.8 mM], 8 g de NaCl [137 mM]
y 0.2 g de (KCI) [2.7 mM] y 0.372 g de sal disodica de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
[1 mM] en agua desionizada y se aforé a 1L. Para cultivo celular la solucion se esterilizo en

autoclave y se almacené a temperatura ambiente hasta su uso.
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9.1.5. Amortiguador PBST (10X)
Se disolvieron 14.4 g de NazHPO4, 2.4 g de KH2PO4, 80 g de NaCl, 2 g de KCly 10 mL de

Tween-20 en agua desionizada y se aforé a 1L.

Para su uso se realiz6 una dilucion 1:9, para la cual se tomaron 100 mL de PBST (10X) y se

afor6 a 1 L con agua desionizada.

9.1.6. Amortiguador de electroforesis
Se disolvieron 3.02 g de tris-base, 18.8 g de glicina'y 1 g de dodecilsulfato de sodio (SDS) en

agua desionizada y se aforé a 1 L. La solucion se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

9.1.7. Amortiguador de transferencia
Se disolvieron 5.8 g de tris-base, 2.9 g de glicina y 0.37 g de SDS en 500 mL de agua
desionizada, se afadieron 200 mL de metanol y se afor6 a 1 L con agua desionizada. La

solucién se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

9.1.8. Amortiguador tris pH 8.8 (1.5 M)
Se disolvieron 18.17 g de tris-base en 80 mL de agua desionizada. Se ajust6 el pH a 8.8 con

HCl y se aforé a 100 mL con agua desionizada.

9.1.9. Amortiguador tris pH 6.8 (1 M)
Se disolvieron 12.11 g de tris-base en 80 mL de agua desionizada. Se ajusto el pH a 6.8 con
HCl y se aforé a 100 mL con agua desionizada.

9.1.10. Persulfato de amonio (30%)
Se disolvieron 0.3 g de persulfato de amonio ((NH4)2S20s) en 1 mL de agua desionizada. La
solucién se almacend en congelacion (-20°C) cubierta de la luz hasta su uso.

9.1.11. SDS (10%)
Se disolvieron 5 g de SDS en agua desionizada y se afor6 a 50 mL.

9.1.12. Amortiguador de carga

Se mezclaron 500 pL de amortiguador tris pH 6.8 [1 M], 2 mL de SDS 10% y 1 mL de glicerol,
se disolvio en la mezcla 0.005 g de azul de bromofenol, se completo el volumen a 10 mL y se
separo6 en alicuotas de 1 mL. Se afiadieron 50 pL de 2-mercaptoetanol al microtubo previo a

su uso. La solucién se almacend en refrigeracion.
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9.1.13. Mezcla de acrilamida (30%)
Se disolvieron 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de N,N’-metilen-bis-acrilamida en agua desionizada
y se afor6 a 100 mL. La solucion se filtré y se almacend en condiciones de refrigeracion cubierta

de la luz hasta su uso.

9.1.14. Reactivo de Biuret

e Solucion A

Se disolvieron10 g de carbonato de sodio (Na2CO3), 2 g de hidroxido de sodio (NaOH) y 0.1 g
de tartrato de sodio y potasio (KNaCsH4Os¢) en agua desionizada y se afor6 a 500 mL.

e Solucion B
Se disolvieron 0.25 g de sulfato cuprico (CuSOa4) en agua desionizada y se aforé a 50 mL.

Previo a su uso se mezclaron 10 mL de solucion A'y 200 pL de solucion B, a esta mezcla se

le denomina reactivo de Biuret.

9.1.15. Reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1)
Para la disolucién se mezclaron volimenes iguales de agua desionizada y reactivo de Folin-

Ciocalteu inmediatamente previo a su uso.

9.1.16. Ponceau S (0.01%)
Se disolvieron 0.005 g de Ponceau S en 50 mL de una solucién de acido acético glacial (1%),
la cual fue previamente preparada afiadiendo 500 pL de acido acético glacial a 50 mL de agua

desionizada.

9.2. Geles de poliacrilamida para electroforesis (PAGE)

Para la preparacién de los geles se utilizé un sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad, No. Cat. 165-
8000 — 165-8007). Se armaron los moldes utilizando placas de cristal para geles de 1 mm de
espesor, las cuales se apretaron firmemente con ayuda de las pinzas del molde y se ajustaron
de forma vertical para el vertido de las soluciones, asegurando su colocacion sobre
almohadillas para evitar el escurrimiento del gel por la parte inferior de los cristales. Una vez
armado el molde se introdujo el peine de 10 pocillos y se marco el cristal a una distancia de 7
mm del fondo de los pocillos para establecer la marca de llenado para el gel de resolucion y

se retir6 nuevamente el peine.
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En un tubo para centrifuga de 50 mL se mezclaron las soluciones correspondientes al gel de
resolucién de acuerdo con la concentracion de acrilamida deseada (Tabla 4), asegurando su
correcta homogeneizacion, y se vertio la mezcla dentro del molde, procurando su
deslizamiento a través de las paredes, hasta el nivel sefialado previamente. Inmediatamente
se afiadieron 500 L de isopropanol en la superficie de la solucion y se dejo reposar hasta su

gelificacion (aproximadamente 15 min).

Una vez solidificado el gel de resolucién se procedio al enjuague del isopropanol con agua
destilada y se seco el espacio entre los vidrios con ayuda de un papel filtro. Posteriormente,
se procedié a mezclar los componentes indicados para el gel concentrador (Tabla 4), se llené
el espacio sobrante del molde hasta el borde superior y se colocé el peine de 10 pocillos. La
mezcla se dejo reposar hasta su gelificacion (aproximadamente 15 min).

Tabla 4. Soluciones para preparacion de geles de resolucién y concentrador.

Resolucion Concentrador
Acrilamida 8% | 10% 12% 13% 5%
Componentes Volumen (mL)
1. Agua 6.9 5.9 4.9 4.4 4.1
2. Mezcla de acrilamida 30% 4.0 5.0 6.0 6.5 1.0
3. Amortiguador tris pH 8.8 (1.5 M) | 3.8 3.8 3.8 3.8 -

4. Amortiguador tris pH 6.8 (1 M) - - - - 0.75
5. SDS 10% 0.15 | 0.15 0.15 0.15 0.06

6. Persulfato de amonio 30% 0.15 | 0.15 0.15 0.15 0.06
7. TEMED 0.009 | 0.006 | 0.006 0.006 0.006

SDS: Dodecilsulfato de sodio; TEMED: Tetrametilendiamina

Una vez gelificados se retiraron las pinzas del molde y se trasladaron los geles a la camara de
electroforesis donde se acomodaron firmemente. Se llen6 la cAmara con amortiguador de
electroforesis asegurando que los geles quedaran completamente cubiertos. La camara se

tapd y se almaceno en refrigeracion hasta su uso.
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9.3. Curva de calibracion método Lowry

Para la cuantificacion de la concentracion de proteinas totales por este medio se utilizd una
solucion stock de albumina sérica bovina libre de 1gG (ASB) (1 pg/uL) con la cual se prepar6

una curva de calibracion como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Curva de calibracion método de Lowry

Concentracion (pg/uL) H,O (uL) | RIPA (pL) | ASB (pL)
Blanco 98 2 -
0 98 2 -
0.05 93 2 5
0.1 88 2 10
0.15 83 2 15
0.20 78 2 20

El procedimiento para efectuar la reaccidon y su posterior lectura a 750 nm se llevo a cabo de

la misma forma descrita anteriormente para las muestras.

9.4. Imagenes de western blot para determinacion de peso molecular

A continuacion, se presentan imagenes representativas de las membranas de western blot que
incluyen los marcadores de peso molecular utilizados para el calculo del peso molecular
aproximado de las proteinas detectadas (Figura 14). Los pesos moleculares se determinaron
a través de la medicién de la movilidad relativa de las bandas de los marcadores de peso
molecular, la cual se midi6 en cm. Los valores fueron graficados de forma logaritmica y se
realizé una regresion lineal. EI peso molecular de las bandas de interés se calculdé por

interpolacién del valor de movilidad relativa en la ecuacién obtenida previamente.
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Figura 14. Western blots con marcadores de peso molecular. Imagenes representativas de

las proteinas determinadas mediante western blot incluyendo los marcadores de peso molecular
utilizados como referencia para la determinacion del peso molecular aproximado de las proteinas.

9.5. Calculos para normalizacion de western blot

Con ayuda del software Image Studio Digit 5.2 (Li-Cor) se determiné la intensidad
correspondiente al total de proteina en cada carril asegurando que el area de cuantificacion
fuera igual para todos los carriles y se determiné el factor de normalizacién para cada uno de
ellos utilizando como referencia la muestra cuya intensidad es mas cercana al promedio de

todas las muestras a través de la siguiente ecuacion:

PT,,
FN = =2
PTh

Donde:

FN: Factor de normalizacion
PTm: Intensidad relativa de la proteina total en carril de muestra
PTr: Intensidad relativa de la proteina total en carril de referencia

Una vez obtenido el factor de normalizacion se determiné el valor normalizado a través de la
siguiente ecuacion:
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Donde:

In: Intensidad relativa normalizada de la proteina de interés
Ie: Intensidad relativa de la proteina de interés
FN: Factor de normalizacion
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