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Resumen

NHERF1 es una proteina adaptadora de membrana expresada mayoritariamente en
epitelios polarizados, interactia con f-Catenina y forma parte de la ultraestructura de las
celulas epiteliales del intestino y el colon. En condiciones patologicas, en cancer de mama
e higado, NHERF1 se acumula en el citoplasma y ndcleo. En lineas celulares de cancer de
mama, la sintesis de la proteina NHERF1 es regulada por estrogenos. Ademas,
recientemente se ha descrito que esta proteina también es regulada por estrogenos en
tejido de colon normal en ratas. Varios estudios epidemioldgicos describieron un aumento
de la incidencia de cancer de mama y una reduccién de la incidencia de cancer de colon de
hasta un 40% en mujeres menopadsicas sujetas a terapia de reemplazo hormonal. Sin
embargo, aun no se han dilucidado los mecanismos por los cuales los estrdégenos
producirian este efecto. La hipotesis de este trabajo plantea que los estrogenos actian
como protectores en el cancer de colon y NHERF1 seria una proteina mediadora de esta
accion. Los estrogenos mantendrian la sintesis de NHERF1 y su rol estructural en el
epitelio del colon mientras que la falta de estrégeno y ausencia de NHERF1 contribuirian
al proceso de transformacion. Con este objetivo, se estudio la influencia estrogénica en la
aparicion, multiplicidad y grado tumoral en un modelo de carcinogénesis quimica con 1,2-
dimetilhidracina (DMH) en ratas con y sin ovariectomia (OVX). Mediante
inmunohistoquimica se estudié la expresion de la proteina NHERF1 y p-Catenina. En el
protocolo, donde la ovariectomia se realiz6 a la mitad del periodo de la induccion tumoral,
se observd un leve aumento en la cantidad de ratas con tumores 8/10 (80%) vs. 12/17
(70,6%) y una mayor cantidad de tumores por rata (2.87 vs. 1.75) en los grupos
DMH+QOVX vs. DMH. Adicionalmente, se observd un aumento significativo del area
tumoral total por rata en los animales tratados con DMH+QOVX lo cual apoya la hipotesis
del rol protector de los estrogenos en la carcinogénesis del colon. Contrariamente a lo
esperado, se observé abundante expresion de NHERF1 en adenocarcinomas de colon de
ratas ovariectomizadas, indicando que la expresion de la proteina NHERF1 en este modelo

estaria regulada por otros factores y seria independiente de la funcion ovérica.
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CAPITULO I

Introduccion
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I.1. Cancer

El desarrollo del cancer se origina en la alteracion de los genes que acttan en el
funcionamiento normal del ciclo celular. En general, las etapas afectadas suelen ser la
division y diferenciacion celular, la muerte celular programada o apoptosis, los mecanismos
de reparaciéon del ADN, etc. Los genes que regulan las distintas etapas del ciclo celular
anteriormente mencionadas, se agrupan en dos grandes grupos denominados genes
supresores tumorales y protooncogenes. Las alteraciones en estos genes se deben a
mutaciones, y durante el proceso de aparicion del tumor o proceso tumorigénico es
necesaria la acumulacion de varias mutaciones a lo largo de la vida de un individuo. Como
resultado de estos dafios genéticos, las células alteradas no responden a los mecanismos
normales de regulacion celular adquiriendo una ventaja adaptativa sobre las células
normales. Las células tumorales poseen una mayor tasa de proliferacion comparado con las

celulas normales, lo que conduce a la formacion del tumor (Lodish, 2005).

I.11. Tejido de Colon Normal

El epitelio del colon esta formado por glandulas tubulares Ilamadas criptas de
Lieberkiihn, donde son abundantes las células caliciformes que secretan mucina. La tanica
mucosa del colon estd formada por el epitelio y la lamina propia, la cual es muy delgada, en
ella se pueden observar foliculos linfaticos que pueden extenderse hasta la profundidad de
la mucosa. La superficie de la mucosa no posee vellosidades, el epitelio es de tipo
cilindrico, con ceélulas absortivas provistas de microvellosidades también llamadas “células
con borde en cepillo”. En la base de las criptas se encuentran las células enteroendocrinas y
las células madre totipotenciales o “stem cells” las cuales originan al resto de las células de
las criptas y se diferencian durante su trayecto hacia la superficie luminal. Debajo de la
tunica mucosa se encuentra la tunica submucosa, formada por tejido conectivo laxo y
abundante tejido adiposo, la tdnica muscular y la tanica serosa (Geneser, 2005). El
crecimiento normal de las células epiteliales del colon se mantiene por un balance dindmico
que existe entre la renovacion y descamacion de dichas células en la superficie de las

criptas del colon (Johnson y col., 1994). En condiciones patologicas, durante la progresion
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del céncer de colon, se observa la desorganizacion del epitelio y la invasion en las capas
subyacentes lo cual determina el grado de malignidad (Pifiols, 1999).

I.111. Receptores de estrégenos en el colon

Los estrogenos forman parte del grupo de hormonas esteroideas, estas son hormonas
liposolubles, y por lo tanto pueden atravesar la membrana celular por difusion. Una vez en
el citoplasma de la célula, se unen selectivamente a moléculas receptoras que pueden estar
en el citoplasma como en el nucleo aunque la actividad de estas hormonas ocurre a nivel
nuclear. La hormona forma un complejo hormona-receptor cuando se une a éste, actuando
como un factor de transcripcion que interacciona con el DNA e induce una respuesta por
parte de la célula diana, ya que influye directamente en la sintesis proteica (Podesta, 2008).

El 17p-Estradiol (E2) es el estrogeno preponderante en humanos, sus funciones
varian en relacion al tipo de receptor al que se une y a la localizacién subcelular del
receptor. En humanos ambas isoformas del receptor de estrégeno, REa y REB!, son
proteinas que comparten regiones comunes con todos los miembros de la superfamilia de
receptores nucleares. Tanto el REa. como el RE actGan en complejas vias de sefializacion
gue conducen a la activacion de proteinas quinasas dentro de un mecanismo no genémico
rapido, pero también producen la transcripcion directa o indirecta de genes diana a través
de un mecanismo gendmico, ya que interactlan en este Gltimo caso directamente con el
DNA (Marino y Galluzzo, 2008). La union de E2 a la poblacion de receptores de
estrogenos (REa y REP) citos6lica induce cambios conformacionales que facilitan la
homo/heterodimerizacién, la traslocacion nuclear y la union a secuencias especificas de
reconocimiento al ADN (elementos sensibles al estrdgeno; ERE). En este modo de accion
genomico clasico, REa y REB promueven la transcripcion de genes sensibles al E2
(Nilsson y col., 2001). Los estrogenos también actlan por mecanismos no gendémicos
estimulando los receptores localizados en la membrana plasmatica. Este camino de
transduccion de sefiales rapidas culmina en la activacion de la cascada de proteinas

quinasas (Levin, 2005). La naturaleza de estas vias y el papel que desempefian en la

! Receptor de estrégeno a 'y B
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funcién celular difieren entre el REa y el REB. En particular, las sefiales generadas por el
complejo E2-REa conducen a la célula al ciclo celular y representan la principal
determinante de los efectos proliferativos y de supervivencia del E2 (Marino y col., 2003).
En contraste, los efectos generados por el complejo E2-RE retiran a la célula del ciclo
celular (Acconcia y col., 2005), representando la clave para entender los efectos
antiproliferativos inducidos por el E2 que funcionan tanto durante los procesos de
diferenciacion como en el cancer de colon humano (Bardin y col., 2004, Martineti y col.,
2005).

El tejido del colon normal expresa dos tipos de receptores de estrégenos siendo
predominante el tipo B (Campbell — Tompsom vy col., 2001; Qiu y col., 2002; Xie y col.,
2004; Cho y col., 2007). EI REB se encuentra en colon en una proporcion mucho mayor
que la isoforma o y se postula que su accién seria de tipo antiproliferativa bloqueando el
paso de G1 a la fase S del ciclo celular. Una alteracion o disfuncion del REJ podria ser uno
de los mecanismos relacionados con el riesgo de contraer cancer de colon y algunos
autores postulan que la expresion de este receptor se perderia en el tejido canceroso
(Konstantinopoulos y col., 2003). Sin embargo, en la actualidad existe una gran
controversia en relacion a la expresion de estos receptores durante la transformacion
tumoral (Slattery y col., 2005, Qiu y col, 2002, Wada-Hiraike y col., 2006).

I.1V. Cancer de colon

El cancer de colon avanza en etapas morfologicamente bien diferenciadas. En la
mayoria de los casos, el primer paso es la formacion de tumores benignos Ilamados polipos
y adenomas en el interior de la pared del colon. Si estos pdlipos no son extirpados
quirdrgicamente, pueden sufrir mutaciones adicionales y formar tumores malignos o
carcinomas que luego pueden generar metastasis en otros tejidos u organos del cuerpo
(Figura 1). Se ha demostrado que el 80% de los carcinomas de colon derivan de un
adenoma pre-existente (Weinberg, 2007). Existen factores alimenticios y estilos de vida
gue modifican el riesgo de contraer cancer de colon. Se ha observado, a partir de diversos

estudios epidemioldgicos, que la incidencia de la enfermedad aumenta con una dieta rica en


http://www.ejcancer.info/article/S0959-8049%2803%2900239-9/abstract
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grasas saturadas, consumo elevado de alcohol y la vida sedentaria (Stemmermann y col.,
1990; Statland, 1992). Por el contrario, el riesgo disminuye con una dieta basada en un
mayor consumo de verduras, frutas y fibras acompafado de actividad fisica (Slattery y col,
1990; Kritchevsky, 1993).
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Figura 1: Progresion tumoral en el cancer de colon indicando las etapas bien diferenciadas desde
una forma polipoidea hasta un carcinoma maligno. Se muestran los principales genes involucrados
en la progresion tumoral de este tipo de cancer (Lodish, 2005).
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El cancer de colon se desarrolla en un proceso tumorigénico en maltiples etapas
donde se pueden identificar los estadios de anormalidad tisular creciente 1) Hiperplasia:
donde se produce un aumento de la proliferacion celular, 2) Displasia: células con
alteraciones de la orientacion 3) Adenoma o polipo: crecimiento tumoral benigno—no
invasivo 4) Carcinoma invasivo: el carcinoma atraviesa la membrana basal e invade las
capas subyacentes con distintos niveles de malignidad. Los carcinomas colo-rectales suelen
adoptar las formas ulcerada-sésil o polipoidea, siendo esta Gltima forma de mejor
pronostico, ya que la forma ulcerada suele ser mas infiltrante que los tumores polipoides
exofiticos (Pifiols, 1999). El adenocarcinoma es el tumor mas frecuente en el colon y se
caracteriza por la formacion de glandulas con mayor o menor grado de diferenciacion
(Figura 2). Se dividen en carcinomas bien, moderadamente y poco diferenciados. El grado
de diferenciacion se establece con respecto a la configuracion tubular o el grado de
polaridad nuclear (Campo y Miguel, 1990), como muestra la siguiente clasificacion:

a- Los adenocarcinomas bien diferenciados presentan tabulos simples o complejos con
aspecto pseudocribiforme, las células suelen mantener cierta polaridad con los nicleos

basales y son de tamafio uniforme.

b- Los adenomas moderadamente diferenciados muestran tubulos simples, complejos o

ligeramente irregulares y la polaridad nuclear se pierde o es dificilmente identificable.

c- Los adenocarcinomas poco diferenciados se caracterizan por la presencia de glandulas

irregulares o ausencia de su formacion con pérdida de polaridad nuclear.

10
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enfermedad. En el panel A se
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Figura 2: Alteraciones histopatologicas del colon que pueden derivar en un carcinoma invasivo

(Weinberg, 2007).

El proceso tumorigénico en el colon es uno de los mejores estudiados y se han

descripto las mutaciones que ocurren en las distintas etapas de la transicion adenoma-

carcinoma a medida que avanza la enfermedad. En general, el primer paso en la

carcinogénesis involucra la pérdida de funcion del gen adenomatous poliposis coli 0 APC,

que se traduce en la formacion de polipos precancerosos en el colon. Este gen supresor

11
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tumoral, debe tener ambos alelos mutados para originar un fenotipo alterado en las células
de la cripta colonica. A nivel molecular, el gen APC codifica una proteina que inhibe la
progresion de las células durante el ciclo celular, evitando que la via de transduccion de
sefiales conocida como Wnt (gen que fue descubierto en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster y fue denominado asi por wingless, que significa sin alas) (Rijsewijk y col.,
1987) active ciertos protooncogenes. En forma mecanistica, el producto del gen APC,
forma parte del complejo que fosforila a la proteina R-catenina para su posterior
degradacion (Figura 3). Como consecuencia de la mutacion en APC se impide la
degradacion de -catenina en el citoplasma y la proteina se acumula en el nlcleo donde
activa varios oncogenes como el gen c-myc que participan en la transicién de la etapa G1 a
S en el ciclo celular (Su'y col., 1992, Giles y col., 2003)

Wnt
Frizzled

mim

~ inactive i
; activated
Qr Dishevelled /\( Dishevelled
/”lm\\\\
Axin active inactive

GSK-3g  GSK-3B

(proliferation- 5 :
Ape promoting ._ P-catenin
protein) l
RAY
-g
L -
degradation 1

promotes proliferation

Figura 3: Mecanismo de accion de la via Wnt, donde se muestra la interaccion del producto del gen
APC con -catenina (Weinberg, 2007).
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I.V. Céncer de Colon y Estrogenos

Comprender los efectos de los estrogenos en la progresion del cancer de colon es de
gran relevancia dado que estos pueden presentar efectos contrarios en distintos tipos de
cancer. Estudios epidemioldgicos indican que el céancer de colon es mas frecuente en
hombres que en mujeres, pero esta diferencia es significativamente mayor entre mujeres
premenopausicas las cuales poseen estimulacion estrogénica y hombres de la misma edad
(Marino y Galluzzo, 2008). Asi, varios estudios epidemioldgicos describieron un aumento
de la incidencia de cancer de mama y una reduccidn de la incidencia de cancer de colon de
hasta un 40% en mujeres menopausicas que decidieron tomar una terapia de reemplazo
hormonal. Sin embargo, los mecanismos de este efecto ain no han sido dilucidados (Heiss
y col., 2008). En concordancia con los estudios clinicos en humanos, diferentes ensayos en
animales también demostraron un menor riesgo de contraer cancer de colon en presencia de
estrogenos. Por ejemplo, ratas macho expuestas al carcinégeno 1,2-dimetilhidracina
exhibieron el doble de riesgo de desarrollar cancer de colon y una expectativa de vida
significativamente menor que sus contrapartes hembras (Di Leo y col., 2001). En un
modelo de céncer de colon dependiente de mutaciones en el gen APC (raton
C57BL/6JMin/+ Min/+) se encontrd un namero reducido de tumores cuando los ratones
ovariectomizados fueron tratados con estradiol (Weyant, 2001).

Estos resultados en conjunto demuestran que el estrogeno tendria efectos
protectores sobre el desarrollo del cancer de colon aunque los mecanismos responsables de
esta proteccién presentan un campo muy prometedor que recién comienza a ser
investigado. El estudio de la accion estrogénica en modelos animales de cancer de colon
constituye un importante aporte para el entendimiento de los mecanismos moleculares
involucrados. Dentro de este contexto, se estudiara el rol de los estrogenos en la progresién
del cancer de colon y el rol de la proteina NHERF1, la cual es regulada por estrogenos y es
importante en el mantenimiento de la estructura del epitelio intestinal (Morales y col.,
2004).

13
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1.VI. Proteina NHERF1

La proteina NHERF1, también llamada EBP50, fue aislada como un factor
regulador del intercambiador de Na'/H* aislado inicialmente en células de rifion. Es una
proteina adaptadora de membrana y esta formada por 3 dominios proteicos: dos dominios
PDZ en tandem y un dominio de unién (EB) a las proteinas de la familia ERM (ezrin —
radixin — moezin) (Figura 4) (Weinman y col., 1998; Bretscher y col., 2000). Por medio de
estos dominios, NHERF1 forma complejos macromoleculares que unen proteinas de

membrana al citoesqueleto de actina (Weinman, 2001).

PDZ1 PDZ2 EB
1 11 97 150 237 331 358

GRK6A:S290

Figura 4: Organizacion esquematica de la proteina NHERF1, donde se muestran los dos dominios
PDZ vy la regién de uniéon a ERM (EB). La flecha indica un punto de fosforilacion (Kreimann y col,
2007).

Se ha reportado que NHERF1 puede actuar como un gen supresor tumoral a traves
de la estabilizacion de complejos de B-catenina/E-cadherina en la membrana plasmatica,
manteniendo asi la integridad de los tejidos epiteliales (Kreimann y col., 2007) (Figura 5).
En ausencia de NHERF1, las células son capaces de crecer en forma independiente del
anclaje al sustrato, se produce una disminucion de la expresion de E-cadherina y una
pérdida en la correcta localizacion de B-catenina, produciéndose su acumulacién en el
citoplasma y generando en las células un fenotipo transformado (Kreimann y col., 2007).
Dentro de este contexto, cabe mencionar, que la acumulacion nuclear de B-catenina ha sido
encontrada en 100% de los canceres de colon hereditario y en 80% de los esporadicos
(Narayan y Roy, 2003). NHERF1 podria cumplir un rol muy importante durante la
carcinogeénesis en el colon debido a su interaccion con 3-catenina y hasta el momento su rol

en el cancer de colon no ha sido descripto.

14
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Figura 5: Modelo simplificado del rol de NHERF1 como gen supresor tumoral. NHERF1 podria
influenciar el crecimiento, proliferacion, migracion, adhesion celular y polaridad celular por
interaccién de sus dominios y region de unién con diversos ligandos (Voltz y col, 2001, Kreimann y
col, 2007).

Con respecto a la regulacion de NHERF1, se encontré que su sintesis es regulada
por estrogenos y suprimida por antiestrégenos (Katzenellenbogen y col., 2000). Sin
embargo también se ha observado que ciertas lineas celulares de cancer de mama (MDA-
MB-453, MDA-MB-458 Y SKBr3) expresan altos niveles de NHERF1 en ausencia del
receptor de estrégenos y contrariamente baja expresion de NHERF1 en células que
expresan el receptor de estrégeno constitutivamente (BT20) (Pan y col., 2006). Estos
hallazgos sugieren que otros mecanismos, ademas de la estimulacion estrogénica, regulan
la expresion de NHERFL1 pero hasta la fecha estos factores no han sido identificados.
Cuello-Carrion y col., 2010 describieron la regulacion de NHERF1 en tejido de colon
normal. En este trabajo se observd que los niveles de esta proteina se correlacionan con los
niveles hormonales de estrogeno durante el ciclo reproductivo de la rata, como muestra la
figura 6. Una alta expresion de NHERF1 fue hallada durante los estadios de proestro y
estro, disminuyendo en el diestrol, en concordancia con los niveles plasmaticos de

estrogeno.
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Figura 6: Expresion de NHERF1 en tejido de colon normal durante el ciclo reproductivo de la rata.
Panel a) proestro, b) estro, c) diestro 1, d) diestro 2 (Cuello-Carrion y col, 2010). La flecha indica
la expresion de NHERFL1 en la region apical del epitelio del colon. Magnificacion 400X.

I.VII. Hipétesis y Justificacion

Los estrdgenos actian como protectores de la estructura del epitelio del colon y
NHERF1 es una proteina mediadora de la accion estrogénica. Durante la progresion del
cancer de colon, la expresion y/o localizacién subcelular de NHERF1 seria modulada

por el grado de malignidad y los niveles de estrogenos.

Estudios previos en humanos y modelos animales demostraron la accion protectora
de los estrogenos durante la progresion del cancer de colon (Nanda y col., 1999; Slattery y
col., 1999; Chlebowski y col., 2004). EI gen de la proteina NHERF1 posee elementos de

respuesta a estrégenos en su promotor pero la regulacion de la proteina por estrogenos en
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distintos tejidos ha sido poco estudiada (Katzenellenbogen y col., 2000). Recientemente se
describi6 la regulacion de NHERF1 en colon normal durante el ciclo estral de la rata. Se
observo mayor expresion de la proteina en la superficie apical de las células epiteliales en
correlacion con el pico de estrégenos plasmaticos (Cuello-Carrién y col., 2010). Si bien se
desconoce el rol de NHERF1 durante la progresion del cancer de colon, se han reportado
cambios en la localizacion subcelular de la proteina en cancer de mama y carcinoma
hepatocelular lo cual sugiere que la proteina podria estar involucrada en el desarrollo de la
malignidad (Song y col., 2007, Shibata y col., 2003).

I.VIII. Objetivo General

Contribuir a la comprensién de los mecanismos moleculares que involucran la

accion de los estrogenos en el colon.
I.1X. Objetivos especificos

1) Con el objetivo de estudiar la influencia estrogénica durante la carcinogénesis del
colon se estudiara la accién de esta hormona en la aparicién de tumores, multiplicidad de

los mismos y grado tumoral en un modelo de carcinogénesis quimica en rata.

2) Se estudiara la expresion y localizacion subcelular de NHERF1 y B-catenina en

tumores experimentales de colon con y sin estimulo estrogénico.
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CAPITULO II

Materiales y Métodos
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11.1. Animales

Se utilizaron 32 ratas hembra de la cepa Sprague Dawley de aproximadamente 180—
200 g de peso corporal, las cuales fueron mantenidas bajo un régimen luz/oscuridad (luz
6:00 AM hasta 8:00 PM) en el bioterio del IMBECU. Las ratas fueron alimentadas con
alimento balanceado (Cargill, Cérdoba, Argentina) y agua de la canilla ad libitum.

I1.11. Induccion Tumoral

Para el desarrollo del modelo experimental de cancer de colon en rata, los tumores
fueron inducidos mediante la administracion semanal del carcindgeno 1,2- dimetilhidracina
(DMH) (Sigma). La eleccion del protocolo de carcinogénesis quimica se baso en que las
ratas raramente experimentan la aparicion de tumores en el colon en forma espontanea. El
uso de este compuesto quimico es muy utilizado en laboratorios para el estudio del cancer
de colon por ser un carcindgeno efectivo y selectivo, debido a su actividad alquilante en los
acidos nucleicos del epitelio intestinal y sus propiedades mutagénicas (Maskens, 1981). El
uso de DMH como carcindgeno en el tracto gastrointestinal ha permitido observar un gran
paralelismo con el cancer de colon en humanos (Ross 1982).

Los tumores se generaron por la administraciébn semanal de una inyeccion
subcutanea de DMH durante 20 semanas consecutivas. La dosis semanal administrada del
carcinégeno fue de 21 mg de DMH/kg de peso corporal. La solucion de DMH fue
preparada disolviendo 400 mg de DMH en 100 ml de agua destilada estéril conteniendo 37
mg de EDTA como estabilizador, y llevada a pH: 7 con NaOH (1N) (Rubio, 1981). Las
ratas fueron observadas diariamente y su peso corporal fue monitoreado 1 vez por semana
para evaluar su evolucion durante la induccion tumoral. Los experimentos se realizaran

siguiendo las normas éticas sugeridas por AACYTAL (Noviembre de 2008, UNCuyo).

I1.111. Ovariectomia
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Cumplidas las 10 semanas de aplicacion del carcinégeno, se realizo la extirpacion
quirargica de los ovarios a un lote de 10 ratas mediante una incision dorso lateral. El
objetivo de la ovariectomia fue quitar el aporte endégeno de esteroides ovaricos, siendo el
estrogeno el mas importante para este caso de estudio. La realizacion de esta préctica
quirargica se realizd6 administrando a los animales una mezcla de Ketamina-Xylazina
(36,5/5,4 mg/kg). Luego de 2 semanas de realizada la ovariectomia se continué con la
administracion semanal del carcindgeno hasta la semana 20, segin muestra el diagrama a

continuacion.

Grupos Experimentales

Grupo 1: Vehiculo: 5 ratas
Grupo 2: DMH: 17 ratas
Grupo 3: DMH + Ovariectomia: 10 ratas

Protocolo de Induccién Tumoral

Ratas Sprague-
Dawley OVX
6 sem. (180-200 g)

RRARNARARRAARRRARARE

DMH
Trat. Sem 01 2 3 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 32
Mes 0 1 2 3 4 5 6 7 8

EdadRata Sem 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 272829 3031323334353637 38

I1.1V. Sacrificio y necropsia
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Finalizada la induccion con DMH, los animales fueron sacrificados por
decapitacion luego de 32 semanas desde el comienzo del tratamiento. Durante la necropsia
se expuso el tracto gastrointestinal y se tomaron fotos del aspecto del tejido del colon. El
tejido del colon se corto longitudinalmente para exponer la parte interna o lumen donde se
localizaron los tumores. Se contd el nimero de tumores por rata, el tamafio y caracteristicas

de cada uno y se procedid a colectar muestras de sangre, tumores y tejidos circundantes.

11.V. Histologia

Los tumores y tejidos fueron fijados en una solucion de buffer formalina 10%
preparado en PBS durante 24 horas, posteriormente fueron deshidratados en alcohol 70% y

mantenidos en heladera a 4 °C hasta su procesamiento.
Soluciones empleadas:

PBS 10x

La solucién se preparo disolviendo 80g NaCl, 2g KCI, 14,49 NaHPO, y 2,4g KH,PO4en
1000 ml de H,0 y llevada a pH: 7.4 con HCI.

Preparacion buffer formalina 10%

Se mezclo 1 parte de Formaldehido 40% + 3 partes de PBS 1X.

I1.V.1. Protocolo de inclusién de tejidos

Como primer paso se continud con la deshidratacion de las muestras dejadas
anteriormente en alcohol 70%. Para cada caso, se realizaron dos lavados sucesivos de 40
minutos cada uno, en alcohol 96%, y posteriormente dos lavados en alcohol 100%, durante
40 minutos y 1 hora respectivamente.  Posteriormente se realizaron tres lavados
consecutivos con Xileno de 30 minutos cada uno. Finalmente se realizaron 3 pasajes en
parafina sintética o Histoplast (Biopack, Buenos Aires, Argentina), previamente llevado a

una temperatura de 60 °C en estufa. Finalmente se procedid a armar los tacos orientando los
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tejidos para su posterior seccionamiento. La solidificacion se completo colocando los tacos
durante 30 minutos en la heladera.

IL.V.11. Tincion con Hematoxilina - Eosina y analisis inmunohistoquimico

Luego de la inclusion en Histoplast, las muestras de tejido fueron seccionadas (5
um) y colocadas en portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyltrietoxysilane
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Se realiz6 la tincion con hematoxilina-eosina

para estudios histopatoldgicos a partir de un protocolo de rutina utilizado en el laboratorio.

IL.V.11.1. Protocolo Hematoxilina & Eosina

Los preparados histologicos fueron sumergidos en:

1) 2X xilol 15 min. c/u para eliminar los excesos de parafina.
2) 2X etanol 100°, 10 min.,

3) 2X etanol 96°, 7 min.

4) 1X etanol 70°, 5 min.

5) H,0 destilada 5 min. para eliminar exceso de alcohol

6) Hematoxilina 2 min.

7) H,0 corriente,10 min.

8) H,0 destilada, 5 min.

9) Eosina 3 segundos

10) H,0 acidificada (H,O destilada + acido acético glacial 15 seg.).
11) 1X etanol 70°, 5 min.

12) 2X etanol 95°, 5 min.

13) 2X etanol 100°, 5 min.

14) 2X xilol, 10 min.
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Colorantes empleados:

Hematoxilina de Harris:

Cristales de Hematoxilina........... 500.
Alcohol 100%.........cccccvvririennnnn 50,0 ml.
Alumbre potasico..........ccceevruenene 100,0 g.
Agua destilada.............c.cceeneee. 1000,0 ml.
Oxido de mercurio...................... 2540.

Se afaden 2-4 ml. de &cido acético glacial por cada 100 ml de solucién a fin de mejorar la
tincion de los nucleos celulares.

Eosina alcohdlica:
Se prepara la solucion stock

Eosina Y, soluble en agua.................... 1,0g9.
Agua destilada...........cccccoverenininnnnnn, 20 ml.
Se disuelve y anade:

Alcohol 95%........cccovvevviiiiieiiee e 80 ml.
La solucién de trabajo se prepara como sigue:
Solucién stock de eosina...................... 1 parte
Alcohol 80%.........ccccvvveiieiieeceeiee, 3 partes

Justo antes de su uso se afiaden 0,5 ml de &cido acético glacial por cada 100 ml.

Las secciones sin tefiir se utilizaron para el analisis inmunohistoquimico siguiendo
el protocolo de Fanelli y col., 1998. En los cortes sin tefiir se estudid por
inmunohistoquimica la expresion y distribucion subcelular de la proteina NHERF1 y B-
catenina analizando la expresion y localizacion subcelular en el microscopio éptico Nikon
Eclipse luz (E 200).

ILV.IL11. Protocolo de inmunohistoquimica

Anticuerpos: como isotipo control se utilizé la inmunoglobulina de ratén no
especifica (IgG1) y suero pre-inmune de conejo (DAKO, Kingsgrove, NSW, Australia).
Los anticuerpos anti-NHERF1 (polyclonal rabbit antibody, PA1-090) fueron obtenidos de
Affinity BioReagents (Rockford, IL, USA) y B-catenina de Biosciencies Pharmingen
(USA).
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Cada ensayo de inmunohistoquimica se desarroll6 insumiendo dos dias consecutivos:
Primer Dia:

Las muestras colocadas en los portaobjetos previamente deshidratas, fueron

hidratadas nuevamente realizando sucesivas incubaciones en:

1) 2X xileno de 15 min

2) 2X etanol 100%, 10 min
3) 2X etanol 96%, 5 min
4) 1X etanol 70%, 5min

5) 1X H;0, 5 min

Una vez realizada la hidratacién, se realizé la recuperacion antigénica (con el fin de
exponer los epitopes que podrian estar enmascarados por la fijacion en formol) mediante la
ebullicién de las muestras en buffer citrato (0,01M pH 6,0) durante 30 minutos. La
peroxidasa enddgena fue bloqueada con azida sodica (pH 7,4, buffer azida + PBS + H,0,)
durante 30 min. Luego se realiz6 el bloqueo de uniones inespecificas en solucién con leche
descremada 10% durante 30 minutos. Las muestras de tejidos se incubaron con los
anticuerpos primarios (NHERF1 1:500, y B-catenina 1:300) durante toda la noche a 4 °C en

camaras de humedad.

Segundo dia:

Luego de la incubacion con el primer anticuerpo se realiz6 un lavado con autobuffer
(Tris-NaCl o PBS + detergente) durante 10 minutos. Las muestras entonces fueron
incubadas con el polimero anti-mouse/anti-rabbit, el cual se comporta como el anticuerpo
secundario, [Dako EnVision system, horseradish peroxidase, diaminobenzidine (DAB)]
durante 1 h en cdmara himeda. Posteriormente se lavo el polimero con autobuffer durante
10 minutos y se realizé el revelado con diaminobencidina (DAB) en camara humeda el cual

actla como sustrato para la reaccion colorimétrica. La reaccion se detuvo con agua de la
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canilla y los portaobjetos fueron contrastados con hematoxilina. El control negativo fue
procesado de igual manera, excluyendo el anticuerpo primario. Finalmente se realizo el
montaje de los portaobjetos con Balsamo de Canada. Se trabajé bajo campana, con cuidado
para evitar que el preparado se seque. Se puso una gota de balsamo sobre el preparado y
luego se cubrid el portaobjetos con un cubreobjetos apretando con cuidado para eliminar
burbujas de aire. Se dejo secar aproximadamente 90 minutos.

Soluciones empleadas en inmunohistoguimica:

PBS: (pH: 7.4

Preparar solucion stock:

Fosfato dibasico de sodio 1 M (88.99 g (hidratado) o 70.98 g (anhidro) en 500 ml
Fosfato monobaésico de sodio anhidro 1 M 60 g en 500 ml

PBS 2X:

77.4 ml de fosfato dibasico de sodio 1M
22,6 ml de fosfato monobasico de sodio
csp 1000 con agua destilada

NaCl 2X (0.4 M):
Disolver 11.7 gramos de cloruro de sodio en agua destilada en 500 ml

Preparacion de PBS:
Se mezcla 1 volumen de 2X PBS y 1 volumen de NaCl

Buffer citrato 0.01 M pH:6:
Se disuelven 100 ml de agua destilada y 1.05 gramos de Acido Citrico monohidratado +
1.47 gramos de citrato de sodio dihidratado. Se lleva a pH: 6 con NaOH

I1.VV.111. Observacion en microscopio optico

Las secciones histoldgicas fueron examinadas en un microscopio Nikon Eclipse luz

(E 200) conectado con una cdmara digital Nikon Coolpix S510, 6.0 megapixeles.
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I1.1V. AnAlisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizd el programa Excel, con el cual se
construyeron los graficos a partir de los datos obtenidos luego del tratamiento de induccién
tumoral y el sacrificio de los animales. Las comparaciones estadisticas se hicieron con la
prueba t de student utilizando el programa Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA).
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CAPITULO Il

Resultados
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I11.1 Modelo experimental

I11.1.1. Peso Corporal

La evolucion del peso corporal de las ratas durante la induccion tumoral se muestra
en el grafico 1. En todos los grupos se observé aumento del peso corporal a medida que el
tratamiento avanzaba, tanto en el grupo de ratas control como en el grupo de ratas
inyectadas semanalmente con 1,2- dimetilhidracina (DMH) y DMH + ovariectomia
(DMH+0OVX). Las ratas a las cuales se les practicé la ovariectomia comenzaron a aumentar
de peso con mayor rapidez luego de quitarles el aporte enddégeno de estrdgenos, en
comparacion con las ratas no ovariectomizadas que mantuvieron un aumento de peso
uniforme a lo largo del tratamiento, similar al grupo control. Antes de la ovariectomia no se
observaron diferencias significativas en el peso de las ratas de los 3 grupos experimentales
(p=0.7719).

400
350
300
= Control

DMH
= DMH+QOV X

250
200
150

100

Peso Corporal (gramos)

50

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
Semanas
Gréfico 1: Promedio de los pesos semanales correspondientes a: grupo de ratas control (linea
purpura); grupo de ratas que recibieron el tratamiento con DMH y no fueron ovariectomizadas

(linea verde); y grupo de ratas que recibieron el tratamiento con DMH y que fueron
ovariectomizadas a las 10 semanas de comenzada la induccién tumoral (linea azul).
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Después de la ovariectomia las ratas de los grupos control y DMH no mostraron
diferencias significativas, sin embargo el grupo DMH+OV X aumento significativamente de
peso (p <0,0001). Al final del tratamiento se pudo observar un discreto descenso del peso
en los animales en el grupo DMH y DMH+OVX. La Tabla A (apéndice) muestra la
evolucidn de los pesos corporales durante el tratamiento.

I1.1.11 Induccion Tumoral

El protocolo experimental utilizando el carcindbgeno DMH fue exitoso, se observo la
formacion de tumores en los grupos tratados con DMH y DMH+0VX pero no en el grupo
control tratado con vehiculo (Figura 1). Se observo variacion en la localizacion de los
tumores, algunos se formaron en la primera seccion del colon (1/3), en ciertas ratas la
aparicion fue en la zona central (2/3) y en otras en la regidn cercana al recto (3/3). Las ratas
control no desarrollaron ningdn tipo de lesién. Las ratas no mostraron signos de dolor
durante la totalidad del tratamiento, sorpresivamente tampoco se observéd sangrado en las

heces a pesar de la presencia de los tumores.

Figura 1: Vista macroscopica de las lesiones. Luego del protocolo de induccion tumoral se obtuvo
un total de 44 tumores en el colon. Los animales control sélo recibieron la inyeccién del vehiculo y
el tejido se observd normal. El lote tratado con DMH y DMH+OVX desarrollé tumores
mayoritariamente en el colon y recto pero también se encontraron algunas lesiones en el estomago e
intestino delgado.
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I11.11. Influencia de los esteroides ovaricos en la iniciacion y progresién tumoral en un

modelo de cancer de colon en rata

En el grupo DMH+OVX, el porcentaje de ratas que desarrollaron tumores fue del
80%, es decir que de un total de 10 ratas, 8 formaron tumores, siendo el numero total de
éstos 27. En el grupo DMH, el porcentaje de formacion de tumores fue de un 70%, es decir
que de un total de 17 ratas, 12 expresaron tumores, siendo el niumero total de estos 25,

como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1: Numero y frecuencia de tumores en el tracto digestivo de ratas tratadas con
vehiculo, DMH con y sin ovariectomia (OVX)

Vehiculo DMH DMH+0OVX
N° de Ratas 5 17 10
N° de Ratas con Tumor 0 12 8
N° de tumores totales 0 25 27

I11.11.1. NUmero de tumores de colon por rata

Se cuantificd el nimero de tumores de colon por rata y se calculé el promedio de los
mismos para los grupos tratados con DMH y DMH+OVX (Gréfico 2, ver Tabla B en
apéndice). El célculo del promedio para cada grupo experimental se realiz6 haciendo la

sumatoria del namero de tumores dividido el nimero de ratas que expresaron tumores.

Si bien se observo un aumento en el nimero de tumores de colon por rata en los
animales tratados con DMH+0OVX con respecto al grupo DMH, el analisis estadistico no
mostré una diferencia significativa de este aumento para el tratamiento DMH+OVX
(p=0.1052).
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Numero de Tumores/rata
N

DMH DMH-+OVX

Gréfico 2: Numero de tumores de colon por rata, para los tratamientos con DMH (valor promedio=
1,75+ 0.6216) y DMH+OVX (Valor promedio= 2,875 + 1.885). El andlisis estadistico no mostro
diferencias significativas en el nimero de tumores por rata (p=0.1052)..

LI Area Tumoral

El area tumoral corresponde a la superficie o extension del area afectada en el
colon. Se calcul6 esta area para cada uno de los tumores hallados en el colon de cada rata.
Para ello, luego de la eutanasia se procedié a exponer el tracto gastrointestinal y los
tumores fueron medidos antes de ser extirpados de los tejidos correspondientes. Se tomaron
las medidas de cada tumor y con esos valores se calcul6 el area de cada uno. Luego se
determind el &rea tumoral por rata sumando las areas de cada tumor (Tabla 2) y el &rea
tumoral total sumando todas las areas tumorales por rata para cada tratamiento (Tabla 3).
Para poder realizar el calculo de las areas de cada tumor se utilizé la formula del area de un
6valo (A = 1T x a X b) como se detalla en la Tabla C (apéndice), siendo a y b los semiejes
mayor y menor del 6valo. Se eligio calcular las areas con esta formula ya que era la que

mas se aproximaba a la forma que tenian los tumores.
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Tabla 2: Area tumoral promedio de cada grupo experimental, calculada como la sumatoria
de las areas tumorales por rata dividido el nimero de ratas que expresaron tumores.

Area tumoral por rata(mm?)
N° Rata DMH DMH + OVX
1 48,67 90,27
2 21,58 76,73
3 47,88 98,91
4 50,24 32,97
5 28,54 36,89
6 41,2 66,72
7 10,99 58,86
8 4,71 71,43
9 9,42 -
10 23,55 -
11 38,46 -
12 22,76 -
Areas promedio 28,98+ 16,11 67,58+ 24,58

Tabla 3: Valor de las areas tumorales totales de las ratas que recibieron el tratamiento con
DMH y DMH+OVX. En las ratas control no hubo desarrollo de tumores.

Area Tumoral total
Tratamiento mm?
Control 0
DMH 299,08
DMH+0OVX 540,63

Ademas, se observo un aumento significativo del area tumoral en el grupo DMH+OVX el
cual carecia de la estimulacion estrogénica plasmatica comparado con el grupo DMH
(Grafico 3).
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Gréfico 3: Representa el area tumoral promedio de ratas que recibieron el tratamiento de
carcinogénesis quimica con DMH (28,98+ 16,11mm?) y DMH+OVX (67,58+ 24,58mm?). La
prueba t de student mostré un valor significativo p=0.0038

I11.1V. Distribucion de tumores

No se observaron diferencias substanciales en la distribucion de tumores en el tracto
digestivo de las ratas tratadas con DMH y DMH+OVX. En los animales sin ovariectomizar
se encontraron tumores en estdbmago, intestino delgado, colon y recto. En las ratas
ovariectomizadas se hallaron tumores solo en intestino delgado, colon y recto, tal como se

indica en la Tabla D (apéndice) y el Grafico 4.
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Gréfico 4: Distribucion de tumores (expresada como porcentaje) en el tracto digestivo de ratas
tratadas con DMH (estdbmago: 13,3%, intestino delgado: 4,5%, colon/recto: 84%) y DMH+OVX
(estomago: 0%, intestino delgado: 16,7%, colon/recto: 85,15%).
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Para evaluar la distribucion de tumores dentro del colon, el mismo fue dividido en
tres tercios comenzando por la zona proximal (1/3), media (2/3) y zona del colon-recto
(3/3). Se determind que un 48 % de los tumores de las ratas tratadas con DMH+OVX se
localiz6 en el segundo tercio del colon, a diferencia de las ratas tratadas s6lo con DMH en
las cuales se observé una distribucion bastante uniforme, como se indica en la tabla E

(apéndice) y en el gréafico 5. Esta distribucién no mostro diferencias significativas.

Porcentaje de tumores distribuidos en el tracto digestivo

60
50
40
301 | w00
204 1 |,
104 1 |-

ODMH
B DMH+0OVX

% Tumores

Seccién de Colon

Gréfico 5: Porcentaje de tumores distribuidos en los distintos sectores del colon, primer, segundo y
tercer tercio, en ratas tratadas con DMH y DMH OVX. La distribucién no dio una diferencia
significativa p=0,34.

I11.V. Andlisis Histopatologico de los tumores

El analisis histopatologico confirmo la formacion de adenocarcinomas
moderadamente diferenciados (A) y adenocarcinosmas mucinosos (AM) en los grupos de
ratas tratadas con DMH y DMH+OVX. En general, no se observd la formacién de

metastasis, a excepcion de un solo caso en ratas del grupo DMH (Figura 2).
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Figura 2: Tipos tumorales observados en ratas tratadas con el carcinégeno: adenocarcinoma (A),
adenocarcinoma mucinoso (AM) y metastasis (MET).

La cantidad y tipos tumorales estan indicados en la Tabla 4 y 5. En el grafico 6 puede

observarse el porcentaje de tipos tumorales para cada grupo experimental.

Tabla 4: Tipos tumorales expresados en ambos grupos de ratas (DMH y DMH+0OVX)
obtenidos a partir del analisis histopatolégico de los tumores y tejidos colectados™.

DMH DMH+0VX
AM 3 2
A 7 5
Metastasis 1 -
Tumores
Totales 11 7

*Tumores que pudieron ser interpretados a nivel patoldgico.

Tabla 5: Porcentaje de los tipos tumorales expresados en los animales tratados con DMH y
DMH+OVX, observados en los cortes histolégicos analizados y descriptos durante el
analisis histopatoldgico

AM A MET
DMH 21,27 63,63 9,09
DMH+0OVX 28,57 71,43 0
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Gréfico 6: Porcentaje de los tipos tumorales observados en los cortes histolégicos analizados y
descriptos a partir de la histopatologia, para ambos grupos de animales (DMH y DMH + OVX)

I1.VI. Inmunohistoquimica

I1L.VI.1 Expresion y localizacion subcelular de la proteina NHERF1 y B-catenina en
tumores de ratas control, tratadas con DMH y DMH + OVX

En el colon normal la proteina NHERF1 se expresa en la region apical de las células
epiteliales del colon. La proteina B-catenina se localiza predominantemente en la membrana
basolateral del epitelio (Figura 3, panel colon normal). En el tejido tumoral, NHERF1 se
expresd en el citoplasma de las células de los tumores de ratas tratadas con DMH v,
contrariamente a lo esperado, también se expresd en los tumores de ratas tratadas con
DMH+0OVX; en ambos casos hubo expresion en los cordones tumorales. En los carcinomas
mucinosos se observd la expresion de NHERFL1 en los cordones tumorales y en células
desprendidas de la masa tumoral inmersas en zona de mucus, como indica la flecha en la
Figura 3. El patron de expresion y localizacion subcelular citoplasmatica fue similar en los
dos grupos experimentales. La proteina -catenina se expreso en el citoplasma y en el
nacleo de células tumorales, en concordancia con datos de la literatura (Hao XP y col.,
2001).
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Figura 3: Estudio inmunohistoquimico de la proteina NHERF1 y B-catenina realizado en muestras
de tejido del colon normal y carcinoma de colon en rata. Los paneles DMH y DMH+OVX
corresponden a los tumores de colon obtenidos por la induccién con 1,2 dimetil-hidracina (DMH) y
al grupo ovariectomizado (DMH+OVX), donde se observo el desarrollo de adenocarcinomas
moderadamente diferenciados (A) y adenocarcinomas de tipo mucinoso (AM). Las flechas indican
la expresion de NHERF1 en ambos tipos de tumores. Magnificacion 400X y 600X (inserto, panel
inferior).
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CAPITULO IV

Discusion y conclusiones
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IV.1. Discusion y conclusiones

El cancer de colon esporadico es una enfermedad que tiene gran correlacion con los
habitos de vida, como se ha descripto en varias ocasiones a traves de estudios
epidemioldgicos y experimentales. Comunmente las personas con mayor riesgo de contraer
esta enfermedad son los hombres, pero también se ha visto que el riesgo aumenta en
mujeres menopausicas (Marino y Galluzzo, 2008). Estudios epidemioldgicos han revelado
un aumento en la incidencia de cancer de mama y una reduccion en el cancer de colon del
40% en aquellas mujeres menopausicas que decidieron tomar una terapia de reemplazo
hormonal (Heiss G y col.,, 2008). Estudios experimentales llevados a cabo con el
carcindgeno dimetilhidracina en ratas indicaron un mayor riesgo de contraer cancer de
colon en ratas machos que en hembras (Di Leo y col., 2001). Ademas, se sabe por estudios
previos que el receptor de estrégenos expresado mayoritariamente en el colon es RE
(Campbell — Tompsom y col., 2001; Qiu y col., 2002; Xie y col., 2004; Cho y col., 2007), y
cumple un rol antiproliferativo impidiendo el paso de G1 a S en el ciclo celular. Una
alteracion o disfuncion del REB podria ser uno de los mecanismos relacionados con el
riesgo de contraer cancer de colon y algunos autores postulan que este receptor se perderia
en el tejido canceroso segun se observo a nivel proteico y de ARNm (Slattery y col., 2005,
Qiu y col, 2002, Wada-Hiraike y col., 2006, Foley EF y col., 2000, Campbell-Thompson M
y col., 2001).

En este trabajo se observd que las ratas que fueron ovariectomizadas a mitad del
tratamiento con el fin de quitarles el aporte plasmatico de estrégenos, mostraron una
tendencia a desarrollar un mayor nimero de tumores que las ratas tratadas Gnicamente con
el carcinégeno 1,2-dimetilhidracina (DMH), pero esta diferencia no dio un valor
estadisticamente significativo. Contrariamente si se hallaron diferencias significativas en
los promedios de las areas tumorales de cada grupo experimental (DMH y DMH + OV X),
siendo mayor el promedio del area tumoral para las ratas tratadas con DMH+OVX. Por lo
tanto estos resultados permiten concluir que el estrégeno tiene efecto protector en el cancer

de colon.
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En este contexto, se estudié la expresion de la proteina NHERF1, una proteina
adaptadora de membrana expresada mayoritariamente en epitelios polarizados (Saotome y
col., 2004) que en colon normal es regulada por los niveles plasmaticos de estrégenos
(Cuello Carridn y col., 2010). En estudios previos se vio la importancia de NHERF1 en
relacion al mantenimiento de la ultraestructura del epitelio intestinal (Morales y col., 2004)
y el rol que cumple como gen tumor supresor ya que estabiliza la unién de B-catenina/E-
cadherina en la membrana plasmatica ayudando a mantener la integridad de los tejidos
epiteliales (Kreimann y col., 2007).

La importancia de NHERF1 en la iniciacion y progresion del cancer ha comenzado
recientemente a ser estudiado y su rol es controversial. Se ha visto que dependiendo del
sistema celular, puede actuar como un oncogén o gen supresor tumoral. Asi se ha reportado
la sobreexpresion de NHERF1 en cancer de mama, sarcoma y cancer hepatocelular
(Shibata y col., 2003). En contraste, otros estudios han mostrado una pérdida frecuente de
heterocigocidad para el locus del gen NHERF1 (17q 25.1) en 50% de los canceres
mamarios (Pan y col., 2006) y también mutaciones del gen en una frecuencia baja (3%),
asociado esto a un aumento en la agresividad (Dai y col., 2004).

Los resultados obtenidos en este trabajo, siguen posicionando a NHERF1 en un rol
controversial, ya que contrario a lo que se esperaba, hubo expresion de la proteina en el
citoplasma de células tumorales de ratas tratadas con el carcinbgeno DMH vy
ovariectomizadas y ademas hubo cambio en la localizacién subcelular de ambos grupos
experimentales. Estos resultados indican que la expresion de la proteina NHERF1 en el
tejido transformado seria independiente de la funcion ovarica y podria ser regulada por
otros factores presentes en el tumor. Esto abre un abanico de alternativas para investigar la

regulacion de NHERF1 durante el proceso de transformacion tumoral en el cancer de colon.
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Tabla A: Promedio de los pesos corporales semanales de ratas control y de las que
recibieron el tratamiento con DMH y DMH+0OVX

semanas 1 2 3 4 5 6 7
Control 149,6 179,25 208 223,4 240,2 255,4 259
DMH 144,88 178,94 203,24 216,94 233,59 247,12 251,65
DMH+0OVX 142,6 174,8 196,3 209,6 222,3 238,6 243,2
semanas 8 9 10 11 12 13 14
Control 263 273,4 269,4 281,2 292,6 281 304,2
DMH 254,94 267,82 270,24 283,35 289,06 296,76 295,29
DMH+0OVX 2439 256,7 258 274,6 284,11 307 320,7
semanas 15 16 17 18 19 20 21
Control 301,4 311,2 312,2 319,4 318,4 319 327,2
DMH 300,18 303,65 310,59 310,12 318,29 314,35 317,29
DMH+0OVX 3314 345,5 346,7 348,5 344,6 353,9 359,1
semanas 22 23 24 25

Control 324 333 326,6 326,4

DMH 317,06 321,94 326,41 315,29

DMH+0OVX 363,6 362,2 377,2 358,1

Tabla B: Numero de tumores de colon por rata, en los grupos DMHy DMH+OVX.

DMH DMH + OVX
2 2
1 3
1 2
2 2
turrl:l(:rgse de . !
colon por 1 4
Rata 2 1
3 2
2
2
2
2
Promedio \ 1,75+0.6216 | 2,875+1.885
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Tabla C: Calculo de las areas tumorales

Area tumor Area
Tumores | semieje mayor (a) (mm?) tumoral/ rata | Area tumoral
Tratamiento N° rata Irata mm semieje menor (b)) mm | A=nxaxb (mm?) total (mm?)
T1 A=43,96
1 2 Tla=4 T2a=15 |T1b=35T2bh=1 T2A=471 48.67
Tla=15 T1b=1,25 T1A=5,88
2 2 T2a=2,5 T2h=2 T2 A=15,7 21,58
Tla=35 T1b=25 T1 A= 27,47
T2a=25 T2b=2 T2 A=157
3 T3a=15 T3b=1 T3 A=471 47,885
Tla=2 Tlbh=2 T1 A=12,56
4 2 T2a=4 T2b=3 T2 A= 37,68 50,24
Tla=25 Tlbh=2 T1A=157
5 2 T2a=2 T2bh=2 T2 A=12,56 28,26
DMH Tla=35 T21b= 25 T1A=27,47 299.08
No OVX 6 2 T2a=25 T2b=175 T2 A=13,73 41,21 ’
Tla=1,5 T1b=1,5 T1A= 7,065
7 2 T2a= 1,25 T2b=1 T2A=3,925 10,99
1 Tla=1,5 T1lb=1 T1A=4,71 4,71
Tla=2 T1b=15 TLA=9,42 9,42
10 1 Tla=3 T1b=25 T1A= 23,55 23,55
11 1 Tla=3,5 T1b=3,5 T1A = 38,465 38,465
Tla=2 T1b=1,75 T1A=10,99
12 2 T2a=2,5 T2b=1,5 T2A=11,775 22,765
Tl a=5 T1b=4,5 T1 A=70,65
10 2 T2a=35 T2b=25 T2 A=27,47 98,12
Tla=125 T1b=0,75 TL1A=294
T2a=2 T2b=15 T2 A=9,42
T3a=25 T3bh=2 T3 A=157
T4 a=2,5 T4b=3 T4 A= 23,55
Ts5a=2 T5b=1,5 T5 A=9,42
T6a=1 T6 b=0,5 T6 A=1,57
1 7 T7a=3 T7b=1,5 T7 A=14,13 76.73
Tla=4 T1b=3 T1 A=37,68
T2a=15 T2b=1 T2 A=4,71
DMH + OVX T3a=4 T3b=3 T3 A= 37,68 540,635
12 4 T4a=3 T4b=2 T4 A= 18,84 98,91
13 Tla=35 T1b=3 T1 A=32,97 32,97
Tla=35 T1b=25 T1 A=27,47
14 2 T2a=2 T2b=15 T2 A=942 36,89
Tla=25 T1b=15 T1A=11,77
15 2 T2a=5 T2b=35 T2 A=54,95 66,72
Tla=25 T1b=25 T1 A=19,62
T2a=35 T2b=3,5 T2 A= 38,46
16 3 T3a=0,5 T3b=05 T3A=0,78 58,86
T1la=3,5 T1b=3 T1A= 32,97
17 2 T2a=3,5 T2b=3,5 T2A=38,465 71,435
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Tabla D: Distribucién de tumores obtenidos en el tracto digestivo luego de la
carcinogénesis quimica llevada a cabo en ratas con DMH y DMH + OV X.

Tratamiento
DMH DMH + OVX
Estomago 3 (13,6%) 0
Intestino
Delgado 1 (4,5%) 4 (16,7%)
Colon/Recto | 21 (84%) 23 (85,1%)
Total
Tumores/Ratas 25/17 27/10

Tabla E: Distribucién de tumores en los distintos sectores del colon, primer, segundo y
tercer tercio, en ratas tratadas con DMH y DMH+OVX.

DMH+0OVX DMH
1% Tercio | 2% Tercio | 3™ Tercio | 1* Tercio | 2% Tercio | 3™ Tercio
7 11 5 7 7 6
30.4% 48% 21.7% 35% 35% 30%
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