Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Maestria en Biologia Experimental

A\

Casa abierta al tiempo

Analisis Protedmico del Suero de Ratas con Cancer Después de la

Administracion del Tratamiento de Papaina y DNAsa1

TESIS
Que para obtener el grado de
Maestro en Biologia Experimental

PRESENTA
Bidl. Desiree Ariadna De La Cruz Siguenza

COMITE TUTORAL
Dr. Alfonso Duefias Gonzalez
Dr. Humberto Gonzalez Marquez

Dra. Catalina Trejo Becerril

México, D.F. Marzo 2015



Los miembros del jurado designado por la Comisién Académica del

Posgrado en Biologia Experimental, abajo firmantes, aprobaron la Tesis litulada:

“Analisis Protedmico del Suero de Rata Después del Tratamiento de Papaina y
DNAsal °, que presentd: Desiree Ariadna De La Cruz Sigtienza, El dia 06 de

Marzo del ano 2015,

Dr. Luis que Gomez Quiroz
Depto. Ciencias de la Salud
Universidad Auténoma Metropilitana ~Itztapalapa

/\ »

Dr. Juan Pablo Reyes Grajeda

Investigador en Ciencias Médicas “C”
Instituto Nacional de Medicina Genomica -INMEGEN

Dra. Catalina Trey$ Becerril
Investigador en Ciencias Médicas “C
Instituto Nacional de Can logia, INCAN

“

Dr. Zeferino Enrique Pérez Cardenas
Investigador en Ciencias Médicas “C”
Instituto Nacional de Cancerologia, INCAN

(Presidente)

(Secretario)

(Vocal)

(Vocal)

v




El Programa de Maestria en Biologia Experimental de  la
Universidad Autdbnoma Metropolitana pertenece al Pro  grama
Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del CONACYT , registro
001482, en el Nivel Consolidado, y cuenta con apoyo  del mismo
Consejo, clave DAFCYT-2003IDPTNNNO0020.

Numero de registro de la beca otorgada por CONACYT y CVU del
becario: 283834 y 482556



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Epigenética y Cancer del Instituto
Nacional de Cancerologiay en la unidad de Protedmica del Instituto Nacional

de Medicina Gendmica.



Comité Tutoral

Dr. Alfonso Duefias Gonzales
Director Externo
Investigador en Ciencias Médicas “F”
Instituto Nacional de Cancerologia, INCAN

Dr. Humberto Gonzales Marquez
Co-Director Interno
Departamento Ciencias de la Salud
Universidad Autobnoma Metropolitana.

Dra. Catalina Trejo Becerril
Asesor Externo
Investigador en Ciencias Médicas “D”
Instituto Nacional de Cancerologia, INCAN



Los miembros del jurado designado por la Comisibn Académica del

Posgrado en Biologia Experimental, abajo firmantes, aprobaron la Tesis titulada:

“Andlisis Protedmico del Suero de Rata Después del Tratamiento de Papaina y

DNAsal ”, que presentd: Desiree Ariadna De La Cruz Siguenza , El dia 06 de

Marzo del afio 2015.

Dr. Luis Enriqgue Gomez Quiroz
Depto. Ciencias de la Salud
Universidad Auténoma Metropilitana —Itztapalapa

Dr. Juan Pablo Reyes Grajeda

Investigador en Ciencias Médicas “C”
Instituto Nacional de Medicina Gendmica —INMEGEN

Dra. Catalina Trejo Becerril

Investigador en Ciencias Médicas “C”
Instituto Nacional de Cancerologia, INCAN

Dr. Zeferino Enrique Pérez Cardenas

Investigador en Ciencias Médicas “C”
Instituto Nacional de Cancerologia, INCAN

(Presidente)

(Secretario)

(Vocal)

(Vocal)



Este trabajo lo dedico con mucho carifio:

A mi padre Julio De La Cruz, quien me ha ensefiado a

disfrutar de la vida brindandome todo su amor y carifio.

A mi madre Isabel Siglienza, quien me ha apoyado en cada

momento y a quien debo la persona que soy.



Agradezco a los miembros del jurado, por la revision de esta tesis ya que

sus aportaciones enriquecieron este trabajo:

Dr. Juan Pablo Reyes Grajeda
Dr. Enrique Pérez Cardenas.

Dr. Luis Enriqgue Gomez Quiroz.

A los miembros del comité tutor:

Dr. Alfonso Duefias Gonzales.
Dr. Humberto Gonzales Marquez.

Dra. Catalina Trejo Becerril.

A la unidad de Protedmica del Instituto Nacional de Medicina Gendmica:

Candidato a Dr. Sergio A. Roman Gonzalez
Dra. Diana Aparicio Bautista
Q.F.B. David Escobedo Rios

Q.F.B. Maria de Monserrat Rojano Bilchis

Vi



Agradezco de forma especial:

Al Dr. Enrique Pérez Cardenas y a la Dra. Catalina Trejo Becerril por sus

consejos y apoyo académico durante la elaboracion de este trabajo .

A mis compafieros de laboratorio, Blanca, Mauricio, Catita y a la Dra Lucy

por haberme brindado su amistad y hacerme sentir dentro de una familia.

A mi familia defefia, mis tios, Josefina y Joel Velasco por haberme recibido

en su casa y hacerme parte de su familia a pesar de no conocerme.

A mis amigos del INCAN, Héctor, Poncho y Monse por acompafiarme en

las largas tardes de experimentos.

A mi mejor amiga Odette, que pese a las actividades que nos separan

estuviste siempre apoyandome.

Vii



Indice

0000 6 L 00 1
DNA CIFCULANEE.....coceismssssnsesnsssssssnsss s s s ssssss s sssss s s s s sns s sas s sasnnssasses s sns e smssnsasnnsns 2
Enzimas como terapia para el CANCEr ... 3

DINASA Lot ssss s ssss s ss s s s s e 4
PIOLEASAS w.vvvvuersreeesssssesessssssessssssssessssss s sssss s e R R AR R R R R R 5
S 4 T )1 T 6
Modelos para el estudio del CANCET ... —————— 6
10 (06 (=] Lo (3 O TSP 7

50 W01 =10 111 U T 7
Electroforesis en 2 DilMeNSIONES......cccuciismmsmssmsmssssmssmsssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
Espectrometria de Masas ... sssssssssssssssssssssssssassssss 9

[dentificacion de PrOtEINAS ....urersmreesssrssssssssssssssssssssssssssssssssssesssessssssssssssssssssessssssesesssseses 10

ANTECEAENTES... ..o ——————————————— 11

| LT 01 Loz Uon (0 ) 12

Pregunta de investigacion........cuumnnsmnsssssmsssmssssssssssss s ssssssssssssssssssssss 13

8 0100 1 13

Objetivo General ... ssasssnssssssssasssssssssasssssanens 14

Objetivos eSPeCIfiCoS......cummmmmmmmmmmmmmss s s sssssssnsas 14

Material Y MEt0doS .......cuumminmmmmsmsmmssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssnsas 15
Obtencion del SUETO ...t sn s sns s sns e s 15
Extraccion DNA Circulante a partir de SUEro0........oummmimnesssmmsssssssssssssessnns 15
ANALiSiS ProteOmicCo .....ocominmnmsmisssnisssssssssssss s ssssssssssses 16

Eliminacion de proteinas abundantes de SUETO......curermmeersimsssssesssssssssssssssssesesssseses 16
Separacion de Proteinas por Electroforesis (SDS-PAGE)....eemmemessesssnnnss 16
Separacion de proteinas por Electroforesis en 2 Dimensiones (2D SDS-PAGE)...17
Separacidon de la primera dimensién: Separacién por isoelectroenfoque.........ccoccunveereeeen. 17
Segunda dimensién: Separacion por electroforesis SDS-PAGE........coeeneeensseessseeens 17

viii



Extraccién y digestion de las proteinas a partir del gel

Separacidn de los geles.....

Reduccién y Alquilacion

Digestion de tripSina €N el st sssssss s ssssssens
EXtracCion de 10S PEPLIAOS ....uureuureeumeeeusseessnssssssesssssssssssesssssssssssesesssessssssesssssssssssesssssesssssssssssssssssssesess 18
ANATISTS MS /IMS...ooueeeereeeressssssesseeeesssssssssesssssessssssssssessssesssssssssssssssessssssssssesssssesssssssssessssssssssssssssassssssss 18
ReSUITAAO0S. ..o s s sn s s s sns s s s s snssnssnssnssnnsas 19
MOAEI0 i1 VIVO it s s 19
Efecto del tratamiento sobre las proteinas séricas in vivo..........c.coesersssesessnsnsens 21
Eliminacion de las proteinas abundantes del SUET0.......c..ormmsmsmsessmsssessssssessnsnsess 22
Geles 2D SDS-PAGE ... s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassssssnss 26
Analisis por Espectrometria de Masas de controles...........cuommmsmsmsssssssssssssssssnas 29
Geles en 2D de sueros tratados con Papaina y DNASAl .......ccccuonmmmsmsmsessssssessnsnsens 34
100113 T ) 1 35
L0003 1 L0l L 0 4 2 41
PerSPECLIVAS ..coiiiriirisimnseissinisens s s s ssss s sss s ssas s s smssassmsssanssanssassmnssanssan s 41
2] 2 o) 1 0 42
Anexos Resultados Protein pilot........ciiimnninmmmmmmssssss s 47



indice de Figuras

Figura 1. Tumorigénesis y transformacion de células murinas después de la

tranNSTECCION PASIVA. ..ioieiiieeiiiie e e e 2
Figura 2. Esquema general de un espectrometro de masas. .......ccccceeeeeiiieeeeeeeennnn. 9
Figura 3. Corte histolégico de los tumores generados por la linea celular cé6....... 20

Figura 4. Concentracion de DNA circulante en suero de ratas con tumor mas

=1 e=] 11 L=] 0100 TRTT TR 21

Figura 5. Geles representativos de poliacrilamida en gradiente de 5-20%, con un
gel al final de 25%, donde se muestran las proteinas de suero de ratas
tratadas con Papaina y DNAsa | tomadas en tiempos crecientes.................. 22

Figura 6. Geles de poliacrilamida al 10% donde se muestran las proteinas de
suero de ratas sin tratamiento tras la purificacion con las columnas “Seppro

Rat SPin ColUMNS. ..o e e e e e eeeeenes 23

Figura 7. Perfil de elucion del suero de ratas sin tratamiento monitoreadas a 280
] T PP UPPRUPPRPIN 25

Figura 8. Gel de poliacrilamida al 10% donde se muestra la fraccion de proteinas
abundantes separadas con la columna de inmunoafinidad de para HPLC
(Agilent HE 4.6mm X LOOMIM)....cooeiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e eeeeneeenennnes 26

Figura 9. Geles 2D SDS-PAGE de sueros controles de 7 cm de longitud con
gradiente de PH de 3-10......ccoiiiiiiiiiiiiieee e 27

Figura 10. Geles 2D SDS-PAGE de suero de controles, de 7cm de longitud con
gradiente PH A 4-7. ... 27

Figura 11. Geles 2D SDS-PAGE de suero de ratas control, de 18 cm de longitud
con gradiente de PH de 4-7. ... 28



Figura 12. Diferencias entre las proteinas identificadas en el suero de ratas con

tumor comparadas con las identificadas en el suero de ratas sanas. ............ 33

indice de Tablas

Tabla 1.Volumen tumoral y dosis aplicadas de Papaina y DNAsal. ..................... 19
Tabla 2. Separacion Cromatografica con Columna de Inmunoafinidad................ 24
Tabla 3. Resultados Espectrometria de Masas, "Spots" de la Figura 9 ............... 30
Tabla 4. Resultado Espectrometria de Masas "Spots" de la Figura 11................. 31

Tabla 5. Proteinas Identificadas en Ratas con Tumor Comparadas con las

identificadas €N RAtAS SANAS .....c.occiieiiee et e s 34

Xi



Resumen

Antecedentes: existen evidencias que el DNA circulante tiene capacidad
transformante y que induce progresion tumoral in vivo. Sin embargo, se
desconocen muchos aspectos del mecanismo por el cual produce dichos efectos,
pero se sabe que no se encuentra “desnudo” sino asociado a complejos proteicos
y que su capacidad transformante y de progresién tumoral no se inhibe solo con
DNAsas sino que requiere también proteasas para que el DNA pueda ser
degradado. Se desconoce si las proteasas inhiben el proceso de transformacién
s6lo por facilitar la degradacién del DNA o si ésta inhibiciébn también resulta de

cambios “anti-tumorales” en el proteoma.

Objetivo: Investigar los cambios en el proteoma del suero que resultan del
tratamiento intravenoso con DNAsa | y la proteasa papaina en ratas Wistar sanas

y portadoras de tumor generado por la inyeccion de células C6 de glioma de rata.

Método: Se utilizaron los siguientes 4 grupos de ratas Wistar machos: 1)
ratas control; 2) ratas con tumor; 3) ratas control tratadas con DNAsal y papaina; y
4) ratas con tumor tratadas con DNAsal y papaina. Se administraron 125 ug/Kg de
DNAsa | y 25mg/Kg de papaina por via intravenosa en una sola dosis. Las ratas
se sacrificaron para obtener la sangre total. El suero se proceso para la
purificacion de proteina, se analiz6 mediante electroforesis de proteinas en geles
de poli-acrilamida con gradiente, electroforesis en geles bidimensionales y analisis

mediante espectrometria de masas de los “spots” de interés.

Resultados: El tratamiento con DNAsa | y papaina indujo una proteolisis
importante de las proteinas séricas, desde los 7.5 min post-tratamiento con
recuperacion parcial a las 24 horas y una recuperacion total a las 96 horas. Se
eligieron las muestras después de las 24 horas para el analisis proteémico. La
comparacion entre el grupo con y sin tumor, y sin tratamiento mostré 18 “spots”
diferentes de los cuales se logré identificar por espectrometria de masas 8
proteinas. Cada proteina identificada en las ratas con tumor se compard con los

controles sanos, observandose la Apolipoproteina E disminuida 0.353 veces, las

Xii



Inmunoglobulinas G se redujeron 0.720 veces, el Cinindégeno | disminuy6 0.564
veces, la Serpina 3 disminuy6 0.511 veces. Por otro lado, la Hemopexina aumenté
0.383 veces, Apolipoproteina A-IV aument6 1.237, Apolipoproteina A-1 aumento
1.174 veces y la Transteritina aumentd 38.26 veces. El analisis de la comparacion
entre los grupos de ratas con tumor con y sin tratamiento con DNAsa | y papaina

estan en proceso.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que la administracion
sistémica (intravenosa) de DNAsa | y papaina en una sola dosis es tolerada y
produce una protedlisis de las proteinas séricas. El andlisis protedbmico de las
ratas con y sin tumor demostr6 que en el suero de las ratas con tumor la
Apolipoproteina E, Inmunoglobulinas G, Cinindégeno | y Serpina 3 disminuyen
mientras que la Hemopexina, Apolipoproteina A-IV, Apolipoproteina A-l y la
Transtiretina aumentan. El analisis protedmico del efecto de la DNAsa | y papaina
en las ratas con tumor aun esta en proceso por lo que no podemos concluir sobre

el efecto del tratamiento sobre el proteoma.
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Abstract

Background: Several evidences indicate that circulating DNA has
transforming activities and that is able to induce tumor progression in vivo.
However, it is not very well understood many aspects of the mechanisms of how
circulating DNA transform. On the other hand, it has been demonstrated that this
DNA is not “naked” but associated with protein complexes; in fact, the ability to
transform and to induce tumor progression could be inhibited only by the combined
use of DNAses and Proteases. It is not known if proteases can inhibit the
transformation process by facilitating the DNA degradation or, if this degradation

results on anti tumoral changes in the cell proteome.

Objetive: To investigate the changes in the serum proteome that results
from the intravenous treatment with DNAse | and the Papain protease in healthy

and C6 glioma tumor bearing Wistar rats

Methods: Male rats (Wistar) were divided in four groups: 1) control group, 2)
tumor bearing rats, 3) Control rats treated with DNAse | and Papain and 4) tumor
bearing rats treated with DNAse | and Papain. The treatment consisted on a single
intravenous injection of 125 pg/Kg DNAse | and 25 mg/Kg papain. Rats were
sacrificed and blood drained at different times. The obtained serum were
processed to purify the total content of proteins which were subjected to gradient
poli-acrilamide gel electrophoresis, two dimension electrophoresis and mass
spectrometry analysis of relevant spots (identified at the two dimension

electrophoresis).

Results: The treatment induced an important proteolysis of serum proteins
as early as 7.5 min post treatment. Partial and total recoveries of these proteins
were observed at 24 hrs and 96 hrs after treatment respectively. For the proteomic
analysis we selected the samples obtained 24 hrs post treatment. The two

dimension electrophoresis showed 18 spots differentially expressed between the
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control and the tumor bearing rats. The mass spectrometry analysis identified 8
proteins; when we compared tumor bearing with control rats, we found that the
following proteins were down expressed: apolipoprotein E 0.353 fold,
immunoglobulin G 0.720 fold, kininogen | 0.564 fold and serpina 3 0.511 fold. On
the other hand, the following proteins were up regulated: hemopexin 0.383 fold,
apolipoprotein A-IV 1.237 fold, apolipoprotein Al 1.174 fold and transteritin were
increased 38.26 fold. The comparative analysis of treated tumor bearing and

treated control rats is currently in process.

Conclusions: The present work demonstrates that the intravenous
administration of DNAse | and Papain in a single dose is well tolerated and
produces the proteolysis of serum proteins. The proteomic analysis of the serum of
rats with or without tumor demonstrated the reduction of Apolipoprotein E,
Immunoglobulin G, Kininogen | and Serpina 3 and the increment of Hemopexin,
Apolipoprotein A-1V, Apolipoprotein A-I and Transtiretin in tumor bearing rats.
Because the proteomic analysis of rats treated with DNAse | and papain is still in
progress, we cannot conclude on the effect of the treatment on the serum

proteome.
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Introduccion

El cancer es una enfermedad compleja y heterogénea, donde las células
alteradas generan sus propios factores de crecimiento, inhiben sefiales que
detienen la proliferacion celular, evaden la apoptosis, generan angiogénesis,
tienen una tasa elevada de replicacion celular e invaden otros tejidos, originando
lo que se le conoce como metastasis, produciendo tumores secundarios
anatémicamente distantes’. Hasta hace algunas décadas se pensaba que la
progresién del cancer ocurria Gnicamente de forma vertical®; sin embargo, en los
ultimos afios se ha sugerido que la progresion de la condicidn maligna del cancer
proviene, también, de la transmision horizontal de genes y se propone que el DNA

que se encuentra en circulacién tiene un papel fundamental en este proceso® “.

Trabajos como los de Garcia-Olmo y cols®. demostraron en experimentos in
vitro e in vivo que el DNA circulante derivado de células de tumor, transforma
células inmortalizadas; planteando que la metastasis se puede desarrollar como
resultado de la transformacion de células susceptibles, a distancia, en 6rganos
blanco con oncogenes dominantes presentes en el DNA circulante, derivado de
los tumores primarios y proponen el término de genometastasis para este
proceso® °. Por otro lado, Trejo-Becerril y cols.®> confirmaron lo propuesto por
Garcia-Olmo, al mostrar que células que son expuestas al sobrenadante de
pacientes con cancer de colon (transfeccion pasiva) se transforman, demostrando,

demuestran que el DNA circulante participa en la progresion tumoral (Figura 1) .
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Figura 1. Tumorigénesis y transformacion de células murinas después de la transfeccion

pasiva. El crecimiento del tumor en ratones desnudos de células transformadas fue mas rapido y
mas evidente en SB1 (NIH3T3, fibroblastos de ratén, expuestos al sobrenadante de SW480,
células de cancer de colon humano) y CCPS (células NIH3T3 expuestas a suero de pacientes
con cancer de colon). NS, células sin transfeccion; +Ctr, SW480; -Ctr células expuestas a
sobrenadante de individuos sanos®.

DNA circulante

Mandel y Métais en 1948 reportaron la presencia de acidos nucleicos libres
en plasma®. Desde entonces, se ha demostrado la presencia de DNA circulante en
el sobrenadante de células en cultivo, en orina, en liquido cefalorraquideo ’, en
plasma/suero de pacientes con enfermedades como lupus eritematoso, artritis
reumatoide, glomerulonefritis, pancreatitis, colelitiasis, enfermedad inflamatoria de
los intestinos, Ulceras pépticas, hepatitis y esofagitis; asi como en el plasma/suero

de individuos sanos®**.

El estudio del DNA circulante ha sido de gran utilidad clinica para la
deteccion y diagnostico de patologias de herencia mendeliana, en la

12 an la

determinacion del sexo y del sindrome de Down durante la gestacion
determinacion de dafio causado durante un trauma, en enfermedades
autoinmunes y como marcador molecular para varios tipos de cancer: para cancer
de mama (mutaciones en p53, ERB2, la presencia de los genes BRCA1, BRCA2,
PTEN)** ** de pulmén (metilacién en las islas CpG, mutaciéon en EGFR vy

KRAS)™, de préstata (alteracién en microsatélites, pérdida de heterocigocidad y



metilacion en las islas CpG), de ovario, de colon y el hepatico (alteracion en

microsatélites y pérdida de heterocigocidad)** *¢ 17,

Se ha observado que las concentraciones de DNA circulante aumentan en

el suero de pacientes con traumas®® y tumores* *°

, en comparacion con el suero
de donadores sanos. En pacientes con cancer se han detectado un promedio de
180 ng/ml mientras que en individuos sanos es de 13 ng/ml*® ?!; se ha reportado
gue el DNA circulante comparte caracteristicas con el DNA de las ceélulas del
tumor del que se origina, como es la presencia de oncogenes’’, alteracién en

microsatélites® e hipermetilacién de varios genes®®.

Se ha propuesto que una parte del DNA circulante proviene de dos
procesos celulares, apoptosis y necrosis®%; por otro lado Rogers y cols. reportaron
gue la activaciéon de linfocitos humanos con fitohemaglutinina (PHA) produce que
dupliquen selectivamente una porcion limitada de su genoma, la cual es secretada
y detectadas en el medio de cultivo, originandose a partir de un proceso activo®
24 Asi mismo, el grupo de investigacion de Antonyac y cols. sugiere que existe
una liberacién espontanea por medio de la generacion de micro vesiculas y ello
depende de la estirpe celular® ?°. Se sugiere que el DNA circulante se encuentra
en forma de nucleosomas, asociado con lipidos y/o proteinas, o bien formando un

complejo de DNA/RNA vy lipoproteinas denominado “virtosoma™ " %% %',

El mecanismo mediante el cual el DNA circulante penetra en las células es
controversial, ya que algunos autores sugieren que el complejo DNA
circulante/proteinas se transloca a través de la membrana, mediante un proceso
gue no involucra endocitosis y que no requiere de la utilizacién de energia. Otros
proponen la activacion de la via de sefalizacion del receptor Toll, o bien la
presencia de una proteina asociada con membrana donde se une el DNA

denominada proteina MNAB?"%°.

Enzimas como terapia para el cancer

En los Ultimos afios se ha incrementado el uso de enzimas, debido a la alta

afinidad y especificidad de sustratos, lo que las hace buenos candidatas para el



tratamiento de desérdenes, entre ellos el cancer *°. Las DNAsas®" ** y algunas

34, 35

proteasas son enzimas que tienen un papel fundamental en procesos

celulares, por lo cual podrian ser utilizadas como agentes antitumorales®®.

DNAsa |

La DNAsa I, es una endonucleasa especifica que hidroliza DNA de doble
cadena, generando tri-oligonucleodtidos y tetra-oligonucleétidos, su actividad
enzimatica optima es alrededor de un pH de 7.5, y tiene una masa molecular
aproximada de 31-34 kDa. Mediante analisis estructurales de rayos X se ha
demostrado que tiene preferencia por los enlaces fosfato del surco menor de la
cadena de DNA vy, de esta manera, altera la geometria de la conformacion de la
estructura del B-DNA*'. La DNAsa | se considera una enzima digestiva, ya que se
encuentra principalmente, en organos asociados con el sistema digestivo, tales
como el pancreas y/o las glandulas parétidas, y se secreta en el tracto digestivo
para hidrolizar DNA exdgeno. Participa en los procesos de reparacion, replicacion
y degradacién del DNA durante el ciclo celular y en la apoptosis®. En células
tumorales, la actividad y la concentracion de la DNAsa | se ve alterada. Sin
embargo, el efecto de DNAsa | exdgena en células de cancer humanas ha sido
poco estudiada; a pesar de que en cultivo reduce la proliferacion de células
tumorales®°. En modelos animales se ha demostrado que la DNAsa | disminuye el
tamafo de nddulos linfaticos en ratones con leucemia linfatica espontanea; asi
mismo inhibe el desarrollo tumoral y la formacion de metéastasis en diversos

40, 41

modelos murinos con carcinoma de Lewis, con hepatomas 0 en ratones

inoculados con células de cancer de colén humano®.

Otros autores han demostrado que la DNAsa | es capaz de evitar el
crecimiento tumoral y prevenir la metastasis cuando se aplica en dosis bajas®. Por
lo que la aplicacién de esta enzima inhibe el crecimiento metastéasico asi como

una regresion significativa del tumor primario®® .



Proteasas

Las proteasas son enzimas cuya funcion es hidrolizar enlaces peptidicos,
se dividen segun el enlace peptidico que rompen en exopeptidasas y
endopeptidasas. De acuerdo con su mecanismo catalitico se dividen en aspartil,
glutamil, cistein, serin, treonin y metaloproteinasas. Las primeras tres clases
utilizan una molécula de agua como agente nucleofilico que ataca al enlace
peptidico, mientras que en las siguientes, el nucledfilo es un residuo de
aminoacido (cisteina, serina o treonina) ubicado en el sitio activo de la clase de

donde derivan sus nombres*?.

En suero, las proteasas exdgenas preservan su actividad proteolitica y
participan en la regulacion y degradacion de una serie de factores relacionados
con la reaccién inflamatoria; bajan los niveles de citosinas®, degradan factores
gue regulan las proteinas, participan en la activacion de receptores, degradan
proteinas dafiadas por la inflamacion, facilitando su fagocitosis y eliminacion por la
circulacion linfatica y venosa, inhiben la expresion de las moléculas de adhesion
(que durante el curso de enfermedades neoplasicas se expresan en la superficie
de células tumorales, entre otras), inhiben la formaciéon de complejos inmunes
circulantes e incrementan, de manera importante, la absorcion y la accion de los

antibiéticos y los quimioterapéuticos*.

Las células que participan en la génesis y progresion de las enfermedades
neoplasicas, se comunican con otras células mediante citocinas, moléculas de
adhesion, receptores de membrana y otros mediadores. Debido a que las
proteasas participan en formas diferentes en todos éstos procesos, el valor de las
proteasas en la terapia antitumoral puede considerarse desde muchas
perspectivas ** 2. Algunos autores sugieren que las cistein-proteasas como la
tripsina, la quimotripsina, la bromelina y la papaina, o la combinacion de éstas,
pueden ser empleadas como terapia coadyuvante en el tratamiento del cancer®,
ya que se han administrado oralmente para reducir los efectos secundarios de la

quimioterapia en cancer de mama y colorectal'®.



Sin embargo, son pocos los estudios realizados en enfermedades
oncologicas en donde se empleen estas enzimas como terapia antitumoral. En
modelos animales, se observd que el crecimiento de tumores se inhibe con el
tratamiento aplicado por via rectal de una mezcla de proteasas (tripsina,
quimotripsina y papaina), en comparacion con los tumores del grupo control;
ademas, se redujo significativamente la invasion del tumor primario y se produce
sobrevida mayor en los animales tratados®”. En experimentos realizados en
animales inmunocomprometidos a los que se les inocularon células humanas de
cancer de mama o de pancreas, se demostro que las proteasas producen ciertos
cambios moleculares y biolégicos en la superficie de las células cancerosas. Entre
éstos estan la reduccion en la expresion de las moléculas de adhesion CD44 y
CD54 y en la expresién de p53 y de c-erb/B2*%. En un estudio clinico, Sakalova y
cols. evaluaron el impacto de la terapia enzimética adicional a la quimioterapia en
pacientes con mieloma multiple, y observaron en suero, una disminucién en la
concentracion de factores de crecimiento tumoral comparado con aquellos
pacientes con los que Unicamente recibieron la quimioterapia estandar,

concluyendo que el uso de enzimas retarda la progresion del cancer®.

Papaina

Es una enzima que proviene de Carica papaya L., tiene gran importancia en
la industria farmacéutica por sus efectos en el tratamiento de Ulceras y gangrena®.
En estudios in vitro realizados con células endoteliales, se observo la reduccion de
la proliferacion y migracién celular, asi como el estado de fosforilacion de MEK-1,
involucrado en la ruta de sefalizacion que participa en proliferacion celular, lo que

sugiere que la papaina puede tener efecto anti-angiogénico®.

Modelos para el estudio del cancer

Un modelo ideal para el estudio del cancer, debe de ser clinicamente
relevante, reproducible y representativo para la poblacion humana. Dentro de los
modelos que son utilizados para el estudio del cancer, estan los crecimientos

espontaneos, los inducidos genéticamente o mediante compuestos quimicos, los



singénicos y xenoinjertos; todos estos modelos tienen la finalidad de observar
interaccion en los sistemas bioldgicos, de entender la formacion de metastasis a
partir de los tumores primarios y observar los mecanismos de accion que los
tratamientos pudieran tener al detener la progresion del cancer, en el crecimiento y

la diseminacién del tumor; y que puedan prolongar la vida del paciente®.

Modelo de C6

Uno de los modelos de cancer que mas se ha utilizado es la linea celular
C6, la cual, de acuerdo con la ATCC (American Type Culture Collection),
corresponde a un glioblastoma de rata Rattus norvergicus. EI modelo singénico de
C6 ha sido utilizado para analizar la generacion de metastasis, ya que tiene un
crecimiento rapido y genera tumores primarios a las dos semanas de ser
inoculado. Se caracteriza por presentar mutaciones en pl6 y CDKNZ2a, sobre-
expresa los genes PDGFR, IGF-1,EGFR y Erb/Her3, asi mismo se ha observado
gue tiene incrementada la expresiéon de Ras y Rb. Este modelo también es
utilizado para evaluar la eficacia de tratamientos como la quimioterapia, la terapia
anti-angiogénica, los inhibidores de proteosomas, los tratamientos con toxinas,
radioterapia, la terapia fotodindmica, la terapia oncogénica viral y la terapia

génica*” %2,

Protedmica

El término proteoma fue introducido para describir al grupo de proteinas
codificado por el genoma que se expresan en un momento fisiolégico dado. A la
disciplina que se encarga del andlisis de estas proteinas, isoformas,
modificaciones, y las interacciones entre éstas, se le conoce como proteémica *°.
La descripcion del proteoma permite tener una imagen dinamica de todas las
proteinas expresadas, en un momento dado y bajo condiciones concretas de
tiempo y ambiente. El estudio y comparacion sistematicos del proteoma en
situaciones metabdlicas y/o patoldgicas diferentes permite identificar aquellas
proteinas cuya presencia, ausencia o alteracion se correlaciona con estados

fisiolégicos especificos™.



Para el estudio de la protedmica, ha sido necesario el fortalecimiento
definitivo de la espectrometria de masas como técnica aplicada al andlisis de
moléculas biolégicas y el crecimiento exponencial en el nUmero de entradas
correspondientes a genes y/o proteinas en las bases de datos. Esto, combinado
con el empleo de métodos de fraccionamiento y separacion de péptidos y
proteinas como la 2D-PAGE (electroforesis de poliacrilamida de dos dimensiones)
y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), permitieron consolidarla

como una herramienta en extremo Util para el analisis masivo de proteinas™.

Se ha considerado que los ensayos realizados en suero y/o plasma son los
menos invasivos, infiriéndose como un acceso a las proteinas circulantes en la
cual se pueden detectar algunas anomalias hasta los niveles de tejidos y 6rganos.
Sin embargo, descifrar el proteoma de suero es un reto, debido a diversos niveles
de abundancia en las proteinas y la presencia dominante de proteinas tales como
la albumina y las inmunoglobulinas, las cuales constituyen el 85 % del total de las
proteinas séricas e interfieren en la identificacion del resto; después de la
deplecion de las proteinas mas abundantes, se han logrado identificar alrededor

de 254 proteinas diferentes en muestras de suero humano®" 2.

Electroforesis en dos dimensiones

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida es la herramienta
mas empleada para el analisis global y separacion de los componentes del
proteoma. La técnica mas utilizada se basa en dos propiedades fisico-quimicas
independientes, que son el punto isoeléctrico (pl) y la masa molecular de las
proteinas. La separacion en la primera dimension se realiza por isoelectroenfoque
(IEF), en el que las proteinas se separan en un gradiente de pH, hasta alcanzar la
posicién en que su carga neta es cero, es decir, su punto isoeléctrico. El gradiente
de pH se forma por la presencia moléculas pequefias llamadas inmovilinas, que se
encuentran co-polimerizados en una matriz de acrilamida inmovilizada en una tira
(IPG). En seguida, durante la segunda dimensioén, las proteinas se separan por su
masa molecular en presencia de SDS, la tira utilizada en el isoelectroenfoque se

aplica de forma transversal sobre un gel de poliacrilamida. Este método nos



permite visualizar hasta 2000 proteinas “spots” o manchas de proteinas resueltas
en un solo gel, mostrando un patron caracteristico para cada grupo de muestras
(casos y controles, experimentales y testigos, etc.)®. La identificacion de las
proteinas se realiza extrayendo directamente el “spot” de los geles para ser
analizados por espectrometria de masas (MS)>*.

Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas (mass spectrometry, MS, por sus siglas en
inglés) se ha convertido en un herramienta poderosa para los analisis
protedmicos, un espectrometro de masas separa iones en fase gaseosa, basados
en su relacion masa/carga (m/z). De forma breve, un espectrometro de masas
cuenta con cuatro partes principales: una fuente de iones, un analizador de masas
un detector y un sistema de representacion de datos que presenta el espectro de
masas de cada molécula (Figura 2).
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Fuente de lones Masas ) Detector 3 Espectro
ESI, MALDI 3 IT TOF FTICR dePMasas
+
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+ © 0
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Figura 2. Esquema general de un espectrometro de ma  sas.

Durante la primera etapa, los analitos son ionizados y evaporados, donde la
fuente de ionizacién mas comun es el electro-espray (ESI) en el cual los analitos
de una solucion se ionizan, y puede estar acoplado en linea con un cromatégrafo
de liquidos. Por otro lado, en el sistema de desadsorcion y ionizacion de la matriz

asistida por laser (MALDI), se cristaliza la muestra en una matriz que



generalmente es un acido organico, posteriormente sera iluminada por un laser,
vaporiza y ioniza los péptidos y las proteinas®™>’. Una vez que la muestra a
analizar se encuentra en la fase gaseosa los analitos se separan por su relacién
m/z en el analizador de masas; los iones golpean al detector y éste registra el

nimero de iones con una relaciéon m/z determinada®®>%.

Identificacién de proteinas

La identificacion de proteinas se lleva a cabo en dos partes, analizando la
huella peptidica de los fragmentos producidos de la proteina pura por hidrolisis
con tripsina, seguida del analisis de la secuencia de algunos de los péptidos para
determinar la secuencia. Los péptidos se identifican al comparar sus espectros de
masa con los almacenados en bases de datos y de esta manera, se proponen los
que mejor se ajustan a los datos experimentales®. Ademas, con el desarrollo de la
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) es posible obtener la secuencia de
una proteina de novo a partir de su patrén de fragmentacion®.
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Antecedentes

El DNA circulante asociado con proteinas es un agente transformante que
incrementa el intercambio de informacion genética entre células eucariotas,
favoreciendo la metastasis®, con esta base, el grupo de investigacién del
laboratorio de epigenética del Instituto Nacional de Cancerologia, demostré que: i)
el DNA circulante presente en el sobrenadante de lineas celulares malignas y en
el suero de pacientes con cancer, transforma células murinas inmortalizadas, esto
se asocio con la transferencia horizontal de DNA; ii) La deplecion del DNA
circulante en el sobrenadante y en el suero, requiere del uso concomitante de
DNAsa | y proteasas, ya que el DNA circulante esta protegido a ser degradado por
su asociacion con lipoproteinas (virtosoma); iii) la depleciéon del DNA circulante
con DNAsa | y proteasas, elimina su capacidad transformante; iv) el nUmero de
copias de genes es casi idéntica entre el DNA intracelular (gendémico) y el
extracelular (circulante); v) el DNA circulante induce la progresion tumoral en un
modelo de ratas inmuno-competentes las cuales fueron sometidas previamente a
al carcinégeno N-dimetilhidrazina (DMH), inoculadas posteriormente con células
de cancer de colon humano en el dorso como fuente de DNA circulante
oncogeénico; vi) el tratamiento con DNAsa | y proteasas impide la progresion
tumoral y vii) la papaina es la proteasa mas eficiente para la deplecion del DNA
circulante, y que el tratamiento de esta proteasa, que junto con la DNAsa | tiene un
efecto antitumoral en un modelo de ratones inmunodeficientes inoculados con una
linea celular maligna® *°. Sin embargo, a diferencia de la DNAsa | que se sabe que
no tiene efectos toxicos en modelos animales®’, se ha observado que la Papaina

produce alteraciones en el proceso de coagulacion®.
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Justificacion

Dados los efectos que tienen la Papaina y la DNAsa | sobre el DNA
circulante y la disminucion del volumen tumoral, se ha propuesto que ambas
enzimas se utilicen como coadyuvantes antimetastasicos durante el tratamiento
del cancer®. Sin embargo, la deplecién del DNA circulante no ocurre de forma
aislada, y se tienen muy pocos datos acerca de los efectos secundarios que
podrian tener tanto la DNAsa | como la Papaina sobre otras proteinas. Es por ello
gue el presente trabajo pretende dilucidar cuales podrian ser los posibles efectos
secundarios del tratamiento de la Papaina y la DNAsa | sobre las proteinas
séricas, esto a través, de la identificacion de los cambios en la composicién

proteica del suero después de la aplicacion del tratamiento.
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Pregunta de investigacion

¢, Qué efectos tiene el tratamiento enzimatico de la Papaina y la DNAsa | en

el proteoma de suero en un modelo de cancer en rata?
Hipotesis

El proteoma del suero de ratas sanas y con cancer es modificado al ser

tratadas con la mezcla enzimatica de Papaina y DNAsa I.
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Objetivo General

Determinar las modificaciones que presenta el proteoma del suero de ratas
con cancer, después de aplicarles el tratamiento enzimatico de Papaina y DNAsa
l.

Objetivos especificos
* Analizar el proteoma del suero de ratas sanas y con cancer mediante
geles en 2D.
e Identificar las modificaciones en los proteomas anteriores por
espectrometria de masas.
* Analizar las proteinas identificadas en los sueros de ratas que

recibieron el tratamiento de Papaina y DNAsa I.
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Material y Métodos

Se utilizaron ratas Hsd: Wistar inmunocompetentes machos de entre 400 y
600g de peso. Se Formaron 4 grupos, constituidos de 3 animales por grupo: i)
Grupo control: sin tumor y sin tratamiento, ii) Grupo control: sin tumor con
tratamiento, iii) Grupo con tumor con tratamiento y iv) Grupo con tumor sin
tratamiento. El tumor se genero por la inoculacion subdérmica de 2x1007 células
en cada flanco con la linea celular C6 de glioma de rata Wistar (ATCC), El
tratamiento enzimético fue Unico con las siguientes dosis: papaina 25 mg/kg de
peso corporal y DNAsa | 125 pg/kg de peso. La administracion del tratamiento fue

a los 21 dias después de la inoculacion celular.

Obtencién del suero

Una vez que el tratamiento fue administrado via intravenosa, se tomaron
muestras sanguinea por la misma via en tiempos crecientes, desde los 7.5, 15,
30, 60", 6 hrs, 24 hrs, 48 hrs, 72 hrs y 96 hrs; en tubos sin anticoagulante. Las
muestras sanguineas se incubaron a 4°C por 1lhr y posteriormente se centrifugé a
4°C a 2000 g durante 20 min. Se colecto el sobrenadante y se filtré con una
membrana de 0.45um de diametro por poro. Las muestras se almacenaron a -
80°C, para los ensayos subsecuentes. Cabe sefalar que no se utilizaron
inhibidores de proteasas, ya que estos pueden interferir con la cuantificacion del

DNA en circulacion.

Extraccion DNA Circulante a partir de suero

Se usaron 500 pl de suero al cual se le afadid un volumen igual de
amortiguador de extraccion (Tris-base 10mM, EDTA 0.02M, SDS 0.5%, pH 7.8),
proteinasa K a una concentracién final de 100ug/ml y se dejé incubar toda la
noche. Posteriormente, se agregd un volumen igual de fenol/cloroformo a 20°C y
se mezclo hasta formar una emulsion, se agité durante 5 minutos y se centrifugoé a
3000 rpm por 10min a 20°C. Posteriormente se recupero la fase superior en un
tubo nuevo y para mejorar el rendimiento se agregé un volumen igual de H,O

bidestilada estéril, se mezcld y se dejo incubar a 4°C por 24hrs. Se centrifugd a
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3000 rpm durante 10min a 20°C, se agregd un volumen igual de cloroformo y se
mezclé hasta formar una emulsion. Se agitdé por inversion durante 5 min y

centrifugd a 3000 rpm por 10min a 20°C. Se separ0 la fase superior en un tubo.

Se continud con la precipitacién del DNA a partir de la fase recuperada, se
agregd 1pl de glucégeno, acetato de amonio saturado 7.5M 1:10 viv y 2
volimenes de etanol al 100%, se dej6é precipitar toda la noche a -20°C. Tras la
precipitacion se centrifugd a 14,000 rpm durante 45min a 4°C. Se decanto el
sobrenadante, se lavo con etanol al 70%, se dejo secar el botdn. Se solubilizé en

50ul de H,O bidestilada estéril para determinar su concentracion.

Analisis Protedmico

Se hizo un “pool” de las muestras de suero por grupo, de tal manera que

cada muestra aporté 900ug de proteina disueltas en un volumen final de 500pl.

Eliminacion de proteinas abundantes de suero

Se utilizé una columna preparativa de inmunoafinidad para HPLC, Hu-6HC
4.6 x 100mm (Agilent). Se realizaron 4 inyecciones de 80ul cada una, a un flujo de
0.13ml/min. Se colect6 la primer fraccion que nos dio absorbancia a 280nm de
cada una de las inyecciones para después concentrar por ultracentrifugacion

(Amicom) con corte de 3kDa.

Separacion de Proteinas por Electroforesis (SDS-PAG  E)

Las proteinas de suero de ratas tratadas con papaina y DNAsa | fueron
separadas por electroforesis SDS-PAGE (30ug /carril) en geles de 7cm con una
concentracion de acrilamida al 12%; después de la electroforesis los geles se
tineron con solucion de tincion (azul de Coomassie 0.1%, metanol 50%, acido

acetico 7%).
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Separacion de proteinas por Electroforesis en 2 Dim  ensiones (2D SDS-
PAGE)

Separacion de la primera dimension: Separacion por isoelectroenfoque

El suero que fue separado de las proteinas mas abundantes (75ug / por tira
de pH de 7cm y 400ug / tira de pH de 18cm) se colocd en amortiguador de
hidratacion (Urea, Thiourea, CHAPS), al cual se le agreg6 una solucion constituida
de DTT (2.5mg/7ml de amortiguador),0.5% de anfolitos y se dejo hidratando
durante 16 horas, se separo por isoelectroenfoque. Se utilizaron gradientes de pH
3-10, 4-7, 6-11 no lineales. Las tiras se colocaron durante 5 minutos en
amortiguador de equilibro con SDS, DTT como agente reducto e iodoacetamida
como agente alquilante para impedir que se formen puentes disulfuro y se preparo

para la segunda dimension.

Segunda dimensién: Separacion por electroforesis SDS-PAGE

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida al 12% de 7 cm y
18 cm, las tiras de IPG se cargaron en la parte superior de los geles y se cubrieron
con agarosa al 0.5%. Los geles se tifieron con la solucién de tincion (azul de

Coomassie 0.1% , metanol 50%, acido acético 7%).

Una vez que se obtuvieron las imagenes de los geles, los “spots” mas

evidentes se compararon por densitometria por medio del programa Image J.

Extraccion y digestion de las proteinas a partirde | gel

Separacion de los geles

Los “spots” se cortaron del gel y se destifieron por dos horas en agitacion
constante en solucion de Acetonitrilo /bicarbonato de Amonio 50mM, hasta que las
piezas quedaron transparentes. Las piezas destefiidas se deshidrataron con

acetonitrilo por 10 minutos y se dejaron secar en una centrifuga al vacio.
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Reduccion y Alquilaciéon

A cada mancha correspondiente a una proteina se le agreg6 el buffer de
reduccion (20mM de Ditiotreitol / 50mM Bicarbonato de amonio), se incubd por
una hora a 56°C y se removio el buffer. Se agregaron 100mM de iodoacetamida
en 50mM de Bicarbonato de amonio. Se hicieron lavados con bicarbonato de
amonio, acetonitrilo 50:50 bicarbonato de amonio 50mM y acetonitrilo al 100%. Se

dejaron secar los geles en una centrifuga de vacio por 15 minutos.

Digestion de tripsina en gel

Se rehidrataron las piezas de geles en la solucion de digestion con 20ug de
tripsina por cada 1.5ml de 50mM de bicarbonato de amonio y se dejaron incubar a
4°C por 35 minutos. Se removié el exceso del sobrenadante y se agrego el buffer

con 25mM de bicarbonato de amonio y se dejo toda la noche a 37°C.

Extraccion de los péptidos

Después de la incubacion de toda la noche, se colectd el sobrenadante, al
cual se le agrego la solucion de extraccion (45 % acetonitrilo, 10% &cido férmico) y
se colecto el sobrenadante junto con el de la incubacion. El extracto se evaporo
hasta tener un volumen final de 10ul. Se utilizaron puntas ZipTips (Millipore) para

eliminar sales y se almaceno a -20°C.

Analisis MS/MS

Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas MALDI-
TOF/TOF (4800 Proteomics analyzer Applied Biosystems). Se utilizO como matriz
acido alpha-cyano-4-hydroxy-trans-cinamico. Se identificaron las proteinas por
MS/MS usando el software Protein Pilot 2.0, en la base de datos de Rattus
novergicus, colocando la variable tripsina como enzima de digestion. Las proteinas
identificadas fueron clasificadas de acuerdo con su proceso biologico en la base

de datos Uniprot disponible en la red.
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Resultados

Modelo in vivo

Los animales inoculados con la linea celular C6 desarrollaron tumores
subdérmicos a los 10 dias de haber sido inyectados y se determino el volumen

tumoral en mm? con la siguiente férmula®" :

2
VM= diémetro) diémetro) (L)
mayor menor 6

Antes de iniciar el tratamiento enzimatico los animales se parearon de
acuerdo con su peso y tamafio tumoral; posteriormente, se administré por via
intravenosa el tratamiento enzimatico (Papaina y la DNAsa |I) tomando en cuenta

el peso, por via intravenosa (Tablal).

Tabla 1.Volumen tumoral y dosis aplicadas de Papain  ay DNAsal.

Tratadas Sin tratamiento
Rata | Peso Papaina | DNAsal | Tamaio Rata Peso Tamaiio
num. (g) (mg) (ng) tumor num. (g) tumor
(cm’®) (cm®)
Sanas 1 425 10.62 327.67 - 1 570 -
2 515 12.9 160 - 2 482 -
3 462 11.55 356.2 - 3 401 -
4 560 15 173 - 4 443 -
Peso papaina | DNAsal | Tamaio peso Tamaiio
(g) (mg) (ng) tumor (g) tumor
(cm?) (cm?)
Tumor 1 594 12.1 373 1.59/1.21 1 484 1.59/8.49
2 540 14.25 434 1.77/1.70 2 588 1.09/7.65
3 494 12.35 380.87 | 9.27/7.33 3 458 6.77/4.31
4 El tumor involuciond 4 El tumor involuciond

Una vez que se obtuvieron las muestras de suero, pasadas las 96 horas, las ratas
fueron sacrificadas para obtener la sangre total mediante puncién cardiaca;
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ademas, se tomaron muestras de los tumores para realizar el estudio
histopatoldgico de las neoplasias generadas, con la finalidad de confirmar la
presencia de células tumorales. En la Figura 3 se muestra un corte representativo
del tumor, el inciso A de la figura corresponde a la periferia del tumor donde se
presenta una neoplasia maligna rodeada de estroma, mientras que en el inciso B
corresponde a la periferia tumoral donde se observa una neoplasia maligna
rodeada de necrosis.

Figura 3. Corte histolégico de los tumores generado s por la linea celular c6. A, corresponde
a la periferia del tumor, las cabezas de fleca negra son las células tumorales mientras que las
flechas negras son células limitrofes en empalizada; B, corresponde al centro del tumor,
indicando las misma caracteristicas que las descritas en A. Aumento 10X.
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Efecto del tratamiento sobre el DNA circulante

Se probd el efecto de la administracion de la mezcla enzimatica (Papaina y
DNAsa |) de forma concomitante y diferida, sobre el DNA circulante en el suero de
ratas. Se observé una disminucién importante del DNA circulante en el suero de
las ratas que fueron tratadas con la mezcla enzimatica de forma diferida
comparada con aquellas a las que les administré el tratamiento de forma
concomitante (Figura 4) . Por ello, se decidi6 realizar el andlisis proteémico en el
suero que proviene de ratas que recibieron el tratamiento enzimético de forma
diferida.

A
3 B
12 - 12
10 - 10
8 8
z § 47 2 E a
2 2 .
0 0
o 7.5' 15’ 30' 60 90' o' 1.5' 15' 30' 60 90'
Tiempo transcurrido después del tratamiento Tilempo transcurrido después del tratamieto

Figura 4. Concentracion de DNA circulante en suero de ratas con tumor més tratamiento.
A, tratamiento administrado simultaneamente; B, tratamiento administrado de forma diferida.

Efecto del tratamiento sobre las proteinas séricas in vivo.

Se analiz6 la concentracion y la integridad de las proteinas séricas de las
muestras colectadas tanto de las ratas sanas tratadas como de las que tenian
tumor, a 7.5, 15, 30 y 60 minutos, y , 6, 24, 48, 72 y 96 hrs. Después de los 7.5
minutos se observé una disminucién en las proteinas de masa molecular elevada
y aumentaron las proteinas de masa molecular baja; este patron se conserva
hasta los 60 minutos, empezando a restablecerse hasta después de las 6 horas
(Figura 5) .
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Figura 5. Geles representativos de poliacrilamida en gradiente de 5-20%, con un gel al
final de 25%, donde se muestran las proteinas de su ero de ratas tratadas con Papaina y
DNAsa | tomadas en tiempos crecientes. A, rata sana con el tratamiento enzimatico; B, rata
con tumor con tratamiento enzimatico.

Tomando en cuenta que la degradacion casi total de las proteinas en el
suero de las ratas tratadas, se decidid realizar el analisis protedmico en las
muestras que fueron tomadas 24 horas después de haber administrado el

tratamiento enzimatico ya que existe una recuperacion parcial de las proteinas.

Eliminacion de las proteinas abundantes del suero

En la mayoria de los andlisis protedmicos, se realiza la exclusion de las
proteinas mas abundantes del suero, ya que su abundancia puede interferir con la
deteccion de proteinas que se encuentran en concentracion baja. Las proteinas
gue se consideran de mayor abundancia en suero son la albumina, a-1-
antitripsina, ferritina, transferrina, 1gG y haptaglobina; para eliminarlas se utilizaron
columnas “Seppro Rat Spin Columns” (Sigma). Como se observa en la Figura 6 A
en los carriles 2 y 3, se elimina gran parte de la proteina mas abundante, la
albumina, comparada con el carril 1 que corresponde al suero completo; en el
carril 4, se muestra la fracciébn que fue eluida con el amortiguador de elucién la
cual corresponde a las proteinas abundantes. Antes de reutilizar las columnas se
hizo pasar un blanco con sélo solucibn amortiguadora; estas fracciones también
fueron colectadas y se separaron en geles de acrilamida, ya que después del

lavado queda una parte de las proteinas abundantes (Figura 6 A, carriles 5, 6y
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7). Al reutilizar las columnas para otro grupo de muestras, van perdiendo
capacidad de union, lo cual se observé en el grupo de muestras en que las
columnas fueron reutilizadas ya que tuvo menos eficacia en la eliminacién de las

proteinas abundantes (Figura 6 B ).
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Figura 6. Geles de poliacrilamida al 10% donde se m uestran las proteinas de suero de
ratas sin tratamiento tras la purificacion con las columnas “Seppro Rat Spin Columns”. ; A,
suero de rata sin tratamiento; B, suero de rata con tumor sin tratamiento. Cariles: 1), suero en
una dilucién 1:25; 2), filtrado, corresponde a la fraccién libre de albdmina; 3), lavado,
corresponde a los restos después del filtrado; 4), eluido fraccién que corresponde a las proteinas
abundantes; 5), filtrado del blanco; 6), lavado del blanco; 7), eluido de blanco.

Dados los resultados con las columnas Seppro Rat Spin Columns (Sigma) donde
se observa que existe una pérdida en la retencion de las proteinas abundantes, se
decidio el uso de una columna de inmuno afinidad para HPLC (Agilent H6 4.6mm x
100mm); esta columna es especifica para proteinas de origen humano; sin
embargo, se ha reportado que puede ser utilizada para otras especies con una
eficiencia de deplecion de las proteinas abundantes del 30% en el caso de la rata
(Rattus norvergicus). Para la exclusion de las proteinas mas abundantes del
suero, se realizaron 4 inyecciones de 80ul por grupo de muestra, donde se tenian
alrededor de 900 pg de proteina de suero en cada uno de los grupos. La
cromatografia se inicié con 100% de amortiguador de equilibrio (Amortiguador A
Agilent) a un flujo de 0.13ml/min, después del minuto 10 se cambio a 100 % de
amortiguador de elucion de proteinas abundantes (Amortiguador B de Agilent) a
un flujo de Iml/min, se reequilibré la columna, haciendo pasar 2 volumenes con el
amortiguador A, en la Tabla 2 se muestra el protocolo que se utilizo.
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Tabla 2. Separacién Cromatografica con Columnade | nmunoafinidad

Tiempo Flujo Amortiguador A Amortiguador B
 minutos %

17.5 0.13 100 0
18 0.13 100 0
20 1 100 0
21 1 0 100
27 1 100 0
28 1 100 0

En la Figura 7 se muestra el perfil de elucion registrado a 280 nm de cada
grupo de muestras, en color rojo se representa la fraccion que queda libre de
proteinas abundantes, esta fraccion fue colectada para realizar los geles en 2D,
mientras que las siguientes fracciones, las cuales estan representadas en color
negro, corresponden a las proteinas abundantes las cuales se liberaron al hacer el
cambio en la solucibn amortiguadora B; estas fracciones se colectaron y
analizaron en geles de SDS-PAGE al 10%; y se observd sélo la banda de
albumina en la fraccion que corresponde a las proteinas abundantes (Figura 8,
carril 2 y 4 ); para los dos grupos de muestras analizados; el de las ratas sin

tratamiento y el de las ratas con tratamiento (Figura 8).
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Figura 7. Perfil de elucién del suero de ratas sin tratamie  nto monitoreadas a 280 nm . A,
“pool” de suero de ratas sanas; B, “pool” de suero de ratas con tumor; C, “pool” de suero de ratas
sanas 24 horas después de la administracién del tratamiento; D, “pool” de suero de ratas con
tumor 24 horas después del tratamiento. La fraccidn libre de proteinas abundantes esta marcada
en color rojo, mientras que la fraccion con lineas negras muestra a las proteinas abundantes
después de la fase de elucién.
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Figura 8. Gel de poliacrilamida al 10% donde se mue stra la fraccidbn de proteinas
abundantes separadas con la columna de inmunoafinid ad de para HPLC (Agilent H6
4.6mm x 100mm). 1), suero de rata sin tratamiento; 2), fraccién de albumina colectada de suero
de rata sin tratamiento; 3), suero de rata con tratamiento; 4), fraccion de albumina separada de
suero de rata que recibi6 el tratamiento enzimatico.

Geles 2D SDS-PAGE

Se compar6 por medio de geles en 2D el suero de ratas sanas y el de ratas
con tumor en geles de 7cm de longitud con un gradiente de pH de 3 a 10. En la
Figura 9, se indican con flechas las 9 proteinas que se encontraron diferentes
entre 2 los grupos. Con la finalidad de que las proteinas que tienen su punto
isoeléctrico acido se separaran mejor, se hicieron geles con un gradiente de pH de
4 a 7 (Figura 10). Pero como los “spots” donde se observaron diferencias eran
muy pequefios, se decidi6 hacer geles con el mismo gradiente de pH pero de
18cm de longitud en el cual se cargaron 400ug de proteina; en este gel se
marcaron con flechas los “spots” que se encontraron diferentes entre el suero de

ratas sanas y el suero de ratas con tumor (Figura 11).
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Figura 9. Geles 2D SDS-PAGE de sueros controles de 7 cm de longitud con gradiente de
pH de 3-10. A, “pool” de ratas sanas; B, “pool” de ratas con tumor.
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Figura 10. Geles 2D SDS-PAGE de suero de controles, de 7cm de longitud con gradiente
pH de 4-7. A, “pool” de ratas sanas; B, “pool” de ratas con tumor.



Figura 11. Geles 2D SDS-PAGE de suero de ratas cont rol, de 18 cm de longitud con
gradiente de pH de 4-7. A, “pool” de ratas sanas; B, “pool” de ratas con tumor.
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Es importante mencionar que la papaina es una cistein-protesa que se
caracteriza por romper enlaces peptidicos de aminoécidos basicos, que tiene
preferencia por las cadenas laterales hidrofébicas en la posicion 2, y como
restriccion no acepta valina en la segunda posicion; sin embrago, no se ha
reportado si estos sitios de corte son constantes ya que no estan registrados en
ninguna base de datos; por éste motivo, no se ha podido realizar la busqueda de
los péptidos generados por la papaina; por lo que soOlo los sueros que fueron
extraidos de animales que no recibieron el tratamiento con papaina y DNAsa |,

son los que se analizaron mediante geles de 2D y espectrometria de masas.

Andlisis por Espectrometria de Masas de controles.

De los 9 “spots” que se observaron diferentes en los geles en 2D con un
gradiente de pH de 3-10 (Figura 9), sélo se pudieron identificar 6; de los cuales, el
“spot” marcado con el nimero 1 corresponde a la Apolipoproteina E y del 2 al 7 a
las cadenas de IgG-2a; estos resultados se muestran en la Tabla 3, marcadas en

color rojo.

De la misma manera se analizaron por espectrometria de masas los 9
“spots” que se encontraron diferentes en los geles de 18 cm de longitud (Figura
11); de éstos se identificaron los nueve, de los cuales el “spot” marcado con el
namero 1, corresponde a la hemopexina, el 2 a la Apolipoproteina A-IV, el 3 a la
Apolipoproteina A-1, el 4 a la transtiretina, del “spot” 5 al 7 corresponden al
cininégeno-1, mientras que el 8 y 9, a la Serpina 3, estos resultados se muestran

en la Tabla 4, marcadas en color rojo.

En el anexo se muestra la impresion de pantalla de los resultados
generados por el Software Protein Pilot. En donde se observa la cobertura en la

secuencia de cada una de las proteinas identificadas.
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Tabla 3. Resultados Espectrometria de Masas, “Spots

" de la Figura 9 (ver anexo).

Peptidos
ID ID Unidad Total % Cov Accession # Name Bpecies Mayor a 95
724 38.1 {r]Q6PAHO|Q6PAHO_RAT Apolipoprotein E OS:Rattg;s/:nfrveglcus GN=Apoe PE=2 RAT 3
1 MS-2014-005-260
0.72 1.7 trjQ9QX76|Q9QX76_RAT | Triadin 51 kDa OS=Rattus norvegicus GN=Trdn PE=2 SV=1 RAT 0
2 MS-2014-005-261 7.38 153 | tr|Q5M842|Q5M842 RAT | '9G-2aprotein OSZRa““sS{‘;;?’eg'CUS GN=lgG-2a PE=1 RAT 3
3 MS-2014-005-262 869 | 236 | 4|Q5MB42IQsMBa2_RAT | 9G-22protein OS=Rattus nomvegicus GNZIgG-2a PESL RAT 4
4 MS-2014-005-263 3.75 87 | tlQsMB42iQsmsaz_RaT | 19G-22 protein OS=Rattus norvegicus GN=IgG-2a PE=L RAT 2
5 MS-2014-005-264 762 | 236 | r|Q5M842|QsMsaz RAT | '9G-2aprotein OSZRa““SS{‘/‘i?’eg'C“S GN=lgG-2a PE=1 RAT 4
6 MS-2014-005-265 57 131 | tr|Q5M842|Q5M842 RAT | '9G-2aprotein OSZRa““sSC/c;?’eg'CUS GN=lgG-2a PE=1 RAT 3
7 MS-2014-005-266 NA NA NA NA NA NA
8 MS-2014-005-267 NA NA NA NA NA NA
9 MS-2014-005-268 NA NA NA NA NA NA

30



Tabla 4. Resultado Espectrometria de Masas “Spots”

de la Figura 11 (ver anexo).

Peptidos
ID ID Unidad Total | % Cov Accession # Name Bpecies Mayor a 95
1 MS-2014-005-321 | 19.08 34.3 sp|P20059|HEMO_RAT Hemopexin OS=Rattus norvegicus GN=Hpx PE=1 SV=3 RAT 6
2 | MS-2014-005-322 | 235 | 486 | sp|P02651JAPOA4 RAT Apolipoprotein AV OSZRAMS norvegieus GN=Apoad RAT 12
14.71 44.4 sp|PO4639|APOAL RAT Apolipoprotein A-l OS:RattéJ;s/:n;rveglcus GN=Apoal PE=1 RAT 7
8 MS-2014-005-323 Phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ OS=Rattus
17 0.8 tr|D3ZZX8|D3ZZX8_RAT norvegicus GN=Ptprq PE=4 SV=2 RAT 1
4 MS-2014-005-324 | 10.01 73.5 sp|P02767|TTHY_RAT Transthyretin OS=Rattus norvegicus GN=Ttr PE=1 SV=1 RAT 5
20.14 36.5 tr|Q5PQU1|Q5PQU1_RAT Kininogen 1 OS=Rattus norvegicus GN=Kngl PE=2 SV=1 RAT 9
5 MS-2014-003-042 17.24 34.9 tr|Q63581|Q63581_RAT Rat T-kininogen (T-KG) OS=Rattus norvegicus PE=4 SV=1 RAT 10
Isoform 1D of Gamma-aminobutyric acid type B receptor
11 1 SPIQ9Z0UA4-5|GABRI_RAT subunit 1 OS=Rattus norvegicus GN=Gabbrl RAT 8
24.09 46.5 tr|Q5PQU1|Q5PQU1_RAT Kininogen 1 OS=Rattus norvegicus GN=Kngl PE=2 SV=1 RAT 12
6 MS-2014-003-043
20.59 43.5 tr|Q63581|Q63581_RAT Rat T-kininogen (T-KG) OS=Rattus norvegicus PE=4 SV=1 RAT 10
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22.14 43.3 trlQ5PQUL|Q5PQUL_RAT Kininogen 1 OS=Rattus norvegicus GN=Kngl PE=2 SV=1 RAT 10
MS-2014-003-044 | 201 | 97 | wQ7TMBOIQ7TMBY RAT | APL021OS=Ratlus novegious GN=LOC299282 PE=2 RAT 1

18.68 43 tr|Q63581|Q63581_RAT Rat T-kininogen (T-KG) OS=Rattus norvegicus PE=4 SV=1 RAT 9

22.74 60.5 tr|EOA3N4|EOA3N4_RAT Serpina3n-like protein OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1 RAT 11
MS-2014-003-047 - — —

0.96 25 1| DAABF6|DAABF6_RAT Olfactory receptor OS—Rattg\s/:i)rveglcus GN=0Ir111 PE=3 RAT 0
MS-2014-003-048 | 29.02 61.6 tr|EOA3N4|EOA3N4_RAT Serpina3n-like protein OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1 RAT 14
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Los “spots” identificados por espectrometria de masas, se analizaron por
densitometria con el programa Image j°%; Los datos se normalizaron para que las
diferencias fueran cuantitativas. En la Figura 12 se muestra las tendencias de las
proteinas expresadas diferencialmente en el suero de ratas con tumor; mientras
gue en la Tabla 5 el cambio relativo de cada una de las proteinas identificadas asi

como su funcion.
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Figura 12. Diferencias entre las proteinas identifi cadas en el suero de ratas con tumor
comparadas con las identificadas en el suero de rat  as sanas.
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Tabla 5. Proteinas Identificadas en Ratas con Tumor  Comparadas con
las identificadas en Ratas Sanas

Cambio Funcién
Nombre de la proteina Relativo

Proteinas Reguladas a la baja

1 Apolipoporteina E .353 Metabolismo de lipidos
2 IgG-2a .720 Antigeno / Unidn a anticuerpos
3 Cininégeno .564 Inhibidor de proteasas
4 Serpina3 .511 Inhibidor de Proteasas

Proteinas Reguladas a la alta

1 Hemopexina .386 Transporte de grupo hemo

2 Transteritina 38.26 Proteina de unién / actividad de hormona.
3 Apo Al 1.174 Metabolismo y transporte de lipidos

4 Apo AIV 1.237 Actividad antioxidante, unién de lipidos/

metabolismo y transporte de lipidos.

Geles en 2D de sueros tratados con Papaina y DNAsal

En la Figura 5 se observa que la administracion del tratamiento enzimatico,
degrada a las proteinas de suero, por ello se consideré importante el analisis del
suero 24 horas después de la administracion del tratamiento; sin embargo,
tuvimos problemas técnicos para continuar con el analisis experimental; es por ello
gue solo presentamos el analisis completo de las diferencias entre las ratas sanas

y las ratas con tumor.
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Discusion

Resultados previos en el laboratorio se demostro, en un modelo in vivo, que
el DNA circulante es capaz de favorecer la progresion tumoral aumentando el
namero de células cancerosas que ya fueron iniciadas mediante un carcinégeno;
asi mismo, esta demostrado tanto in vitro como in vivo, que el tratamiento
enzimatico con DNAsa | y proteasas elimina la capacidad transformante del DNA
circulante e impide la progresion tumoral en un modelo in vivo. Lo que ha sido
corroborado, por que también se ha observado que el tratamiento sistémico con
éstas enzimas tiene un efecto antitumoral en un modelo de cancer de colon en
ratones inmunodeficientes. Finalmente, el DNA circulante presente en el suero
humano y en el sobrenadante de la linea celular SW480, se ha encontrado
asociado con macromoléculas como proteinas ya que, para eliminarlo del suero o

del sobrenadante, se necesita la administracién diferida de proteasas y DNAsa I.2

Por ello, el objetivo del presente trabajo fue determinar las modificaciones
que presenta el proteoma del suero de ratas con cancer, después de aplicarles el
tratamiento enzimatico de papaina mas DNAsa I. Inicialmente se realiz6 un
andlisis comparativo del proteoma del suero de ratas sanas comparado con el
suero de ratas con cancer mediante geles en 2D. Posteriormente, se identificaron
estas modificaciones por medio de la espectrometria de masas. Una vez que se
obtuvieron éstos datos proteicos, se procedido a analizar las proteinas en los

sueros de las ratas que recibieron el tratamiento de papaina y DNAsal.

En los ultimos afios la protedmica ha contribuido significativamente en
estudios contra el cancer, dado que, hace posible la identificacion de marcadores
moleculares probables que podrian servir como blancos terapéuticos, y/o como
marcadores prondésticos , ya que permite un analisis completo de las proteinas que
esta secretando el tumor asi como de la respuesta del huésped a un tratamiento

determinado®.

En un inicio, se habia planteado realizar el analisis protedmico llevando a

cabo la metodologia de MudPit por sus siglas en inglés (Multidimensional Protein
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Identification Technology), el cual nos permite el andlisis y la identificacion
eficiente de proteinas en muestras complejas; sin embargo, en nuestro trabajo se
tuvo la limitante en cuanto a la cuantificacién e identificacion de los péptidos que
son generados por la papaina, ya que previo al analisis, se realiza una digestion
con otra proteasa, la tripsina, por lo que se decidid utilizar la metodologia
tradicional de los geles en 2D, ya que ésta técnica ofrece la ventaja de hacer

evidentes las diferencias entre casos y controles *%.

El modelo in vivo que se utilizé para llevar a cabo el presente estudio, fue el
modelo de carcinogénesis con la linea celular de rata Wistar C6. Sin embargo,
éste modelo se debe de tomar con ciertas limitantes, ya que se ha reportado que
ésta linea celular genera tumores a las 3 semanas de inoculacion, pero hay
reportes de regresién 6 involucién tumoral en un 66% de la poblacién®. En
nuestro caso, solo tuvimos regresion tumoral de un 25% de la poblacion, ademas
gue las muestras sanguineas para la obtencion de suero en las ratas donde no
observamos regresion tumoral, se tomaron antes de llegar al punto de regresion,
por lo que consideramos que fue un modelo confiable para los objetivos
planteados (Ver Tabla 1).

Al comparar por medio de geles en 2D el suero de ratas sanas con el de las
ratas con tumor, observamos que si hubo modificaciones importantes en el perfil
protedmico, identificandose algunas de las proteinas con alteraciones importantes
por espectrometria de masas. Se identificaron 4 proteinas con mayor abundancia
(Apolipoproteina Al, Apolipotreina A 1V, Transtiretina y Hemopexina) y 4 con
menor abundancia (IGg2, Apolipoproteina E, Cinin6geno-1 y Serpina 3) en las
ratas con tumor comparadas con las ratas sanas (Tabla 5). Estas proteinas

presentan las siguientes caracteristicas:

La apolipoproteina E (ApoE) es una proteina glicosilada cuya funcion
principal es el transporte de lipidos; se asocia con enfermedades
neurodegenerativas modulando la respuesta inflamatoria®® °®. Se ha reportado que
la activacion clasica de macréfagos por citosinas inflamatorias tales como IFN-Y y

TNF-a disminuye de 2 a 5 veces la produccién de Apo E®’. El grupo de
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investigacion de Yue y cols. proponen que, al liberarse TNF-a, se activa la union
de NFkB al sitio de union del promotor de p50, disminuyendo la union de p65 y
spl que es la regién promotora de Apo E. Se sabe que el microambiente tumoral
contiene macrofagos, neutrofilos, mastocitos, natural killers (NK), linfocitos B y T;
es decir, células capaces de liberar citosinas®® razén por la que, probablemente,

Apo E se disminuye hasta en un 35% en las ratas que generaron tumores.

La T-cininogeno-1 (KNG-1), también conocida como inhibidor de a-2-tiol
proteasa, es una glicoproteina de plasma. Se ha reportado que la expresién de
esta proteina es menor en pacientes con cancer gastrico, cancer de colon, cancer
de mama y dos tipos histologicos de cancer cérvico-uterino. El KNG-1 es conocido
por sus propiedades anti-angiogénicas e inhibe la proliferacion de células
endoteliales; en nuestro estudio encontramos una disminucion del 56.4% de esta
proteina en el suero de ratas con tumor comparado con el suero de ratas sanas;
aun no es claro el papel que tiene la KNG-1 en el proceso de carcinogénesis, sin
embargo se tiene la teoria que la expresién baja de esta proteina en suero y/o
plasma contribuye a la sobrevivencia de células tumorales, lo que concuerda con

nuestros resultados y lo reportado en la literatura® "2,

La serpina3, pertenece a la familia de inhibidores de serin-proteasas, es
también conocida como a-l-antiquimotripsina; se ha reportado que aumenta en
torrente  sanguineo en respuesta a procesos inflamatorios; se sintetiza,
principalmente en los hepatocitos, células del epitelio bronquial, prostata y
cerebro. Se ha observado que los niveles de esta proteina en el tejido de
pacientes con cancer de colon disminuyen en comparacion con donadores sanos;
sin embargo, no han encontrado estas diferencias reflejadas en circulacion’®. A
pesar de ser una proteina que se expresa en cerebro, nosotros encontramos una
disminucion casi del 50% de la Serpina 3 en el suero de ratas con tumor. Esta
familia de proteasas, tiene un papel fundamental en la remodelacion de tejidos, y
algunos autores las han considerado como probables supresores de tumores”,

razon por la cual probablemente la encontramos disminuida en el suero de ratas
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con tumor. Cabe resaltar que contrario a reportes anteriores, en nuestro modelo

identificamos diferencias de la serpina3 en suero.

La hemopexina (HPX) es una glicoproteina de plasma que tiene actividad
serin-proteasa, actividad pro-inflamatoria’, inhibe adhesién celular y posee la
capacidad de unirse a metales bivalentes. Es sintetizada en higado después de un
proceso inflamatorio y se expresa en sistema nervioso central y nervios
periféricos. Para tener una induccion maxima de la HPX, se requiere de la
presencia de IL-1 e IL-6. En cultivo celular de linfocitos T, estimula la proliferacion
celular por la via de PKC.” Nuestros resultado muestran que la HPX esta en
mayor concentracion en el suero de animales con tumor; probablemente debido a
la presencia de citosinas pro-inflamatorias que son liberadas en un microambiente
tumoral. Asi mismo, se ha reportado que dosis bajas de IL-2 induce un incremento
de la activacion de células NK, el incremento de estas células esta asociado con
las concentraciones bajas de IgG2 en suero’’, lo cual coincide con nuestros
resultados; ademas de que se tienen reportes de que en Glioblastoma multiforme
hay una inhibicién de linfocitos B 2.

Por otro lado, hay reportes contradictorios con respecto a las otras
proteinas identificas; tal es el caso de la Apolipoproteina A | (Apo A-l) que es una
de las proteinas mayoritarias en cerebro y sistema nervioso central, producida
principalmente por astrocitos, Apo A-l esta involucrada en el transporte de
colesterol y su regulacién, ademéas con procesos inflamatorios’®. Se ha observado
gue hay un incremento de Apo A-l en el fluido cerebroespinal después de un dafio
cerebral®®; ademas, su concentracién disminuye en suero de pacientes con cancer
de ovario®, cancer gastrico®; mientras que en cancer de vejiga se encuentra en
mayor concentracién comparado con muestras de donadores sanos®®; lo que
coincide con nuestros resultados ya que encontramos una concentracion mayor de

esta proteina en el suero de las ratas con tumor.

La Apolipoproteina A IV (Apo A-1V), tiene un efecto anti-inflamatorio,
antioxidante y regula la ingesta de nutrientes’. Se ha observado que la deficiencia

de Apo A-IV en ratones transgénicos, acelera la pérdida de neuronas®®. Al igual
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que Apo A-l, la Apo A-IV se ha utilizado como marcador molecular para cancer de
ovario®. Tomando en consideracién que los tumores generados en nuestro
modelo son de origen neuronal y que Apo A-1 y Apo A-IV son secretadas
principalmente por SNC, esto podria ser el argumento por el cual encontramos
estas proteinas en mayor concentracion en el suero de ratas con tumor, ya que las

células tumorales podrian estar secretando estas proteinas al torrente sanguineo.

La Transtiretina (TTR) es una proteina de suero también conocida como
pre-albumina; se sintetiza principalmente en el higado, en la retina y en el plexo
coroideo; su funcién principal como tetramero en plasma es el transporte de
hormonas tiroideas y retinol. Se ha demostrado su presencia en jugo pancreatico
en pacientes con cancer de pancreas®; asi mismo los bajos niveles en suero se
ha utilizado como marcador molecular para cancer de pulmén y de ovario®. Adn
se desconoce el mecanismo por el cual bajan los niveles de TTR en suero en
pacientes con cancer; sin embargo, Ding y cols. proponen que la disminucion de
los niveles de esta proteina en suero pudieran deberse a una disfuncién en el
higado®. En nuestro modelo encontramos a la TTR en mayor concentracién en el
suero de ratas que desarrollaron tumor contrario a lo que esta reportado; pero, ya
gue el origen del tumor generado en nuestro modelo es neuronal, esta proteina
pudiera estar siendo secretada por éstas células debido a que esta proteina es

producida en el plexo coroideo.

Gollapalli y cols. realizaron un estudio en suero de pacientes con
glioblastoma multiforme donde identificaron por medio de geles en 2D algunas de
las proteinas que nosotros encontramos con las misma tendencias; tal es el caso
de las IgG que estan reguladas a la baja en el caso de las muestras de tumor, Apo

A-IVyla TTR, las cuales estan reguladas a la alta ®.

Las proteinas que estamos observando son las que estan siendo
secretadas por el tumor hacia el torrente sanguineo, lo que algunos autores
consideran el secretoma, es importante mencionar que no hay reportes previos del
secretoma en algiin modelo similar en rata, por lo que nuestros resultados son un

importante aporte.
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Cabe sefialar que esta pendiente el andlisis de las muestras de suero de los
animales que fueron tratados con papaina y DNAsal, para poder determinar de
gue manera nuestro tratamiento modifica el patrén proteico del suero de ratas y si

este hecho esta relacionado con la reduccion del volumen tumoral.
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Conclusiones

1. Se encontraron diferencias en los geles en 2D del suero de ratas

sanas con el suero de ratas con tumor.

Se identificaron 8 proteinas con abundancia diferente en el suero de
ratas con tumor comparada con el suero de ratas control.

Hubo diferencias en el patron proteico de los geles SDS- PAGE en el
suero de las ratas que recibieron el tratamiento comparado con

aguellas que no recibieron el tratamiento.

Perspectivas

Analizar por espectrometria de masas las proteinas encontradas en
las muestras tratadas.

Buscar la funcion de estas proteinas y corroborar si éstas tienen un
papel importante en la progresion tumoral.

Validar por western blot las proteinas identificadas como marcadores
moleculares para nuestro modelo.

Las proteinas que fueron identificadas podrian ser utilizadas como
marcadores moleculares para el modelo de glioblastoma subdérmico

en rata.
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En cada impresion de pantalla del software se muestra la cobertura en la
secuencia de la proteina identificada. De color verde se muestra el péptido
encontrado en la muestra digerida, que tiene una coincidencia exacta con la
secuencia de la base de datos utilizada. Cuando se observan tres o mas péptidos
identificados en verde, se cuenta con un mayor porcentaje de cobertura y en
consecuencia mayor certeza en la identificacion. La parte de la secuencia que se
encuentra de color amarillo indica que para que la secuencia del péptido
determinado en la muestra analizada por masas, coincida con la secuencia de la
base de datos, es necesario considerar un cambio en la secuencia, tal como:
sustitucion de un aminoacido, una desaminacion, etc. La parte de la secuencia
gue se encuentra de color rojo indica que para que la secuencia del péptido
determinado en la muestra analizada por masas, coincida con la secuencia de la
base de datos, es necesario considerar varios cambios. Ejemplo: Sustitucion de
aminoacidos, desaminacion, oxidacién, etc. Cuando no se encuentra ninguna
coincidencia entre los péptidos encontrados y la base de datos, el sistema muestra
la pantalla en blanco y la leyenda “No Data Showing”. En la parte superior de cada

impresion de pantalla, se indica el nombre de la muestra que le asigno el usuario
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