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RESUMEN

El cancer corresponde a la segunda causa de muerte en Chile y el mundo, pero
los pacientes con cancer no mueren debido al crecimiento del tumor primario,
sino a la diseminacion de las células tumorales y posterior colonizacidn de éstas
en nuevos oOrganos o metastasis. En términos generales, el cancer es la
consecuencia de un proceso multifactorial que lleva a la transformacion
progresiva de células normales en células altamente malignas. La amplia
variedad de fenotipos del cancer se debe a la manifestacion de alteraciones
esenciales en la fisiologia celular, las que colectivamente dictaminan el
crecimiento maligno. Dos de las caracteristicas adquiridas por las células
tumorales en las que se enfocara esta tesis son; la invasion de tejidos y
metastasis y la reprogramacion del metabolismo energético.

Caveolina-1 es una proteina integral de membrana a la que se le ha atribuido
un rol dual en la progresién tumoral, actuando como supresor de tumores, ya
que la disminucién de la expresion de caveolina-1 es suficiente para revertir el
fenotipo transformado, o como promotor de metastasis en estadios tardios del
cancer, donde la expresion de caveolina-1 aumenta sin revertir el fenotipo
maligno y se correlaciona con un aumento en la migracion celular y metastasis,
multiresistencia a drogas y una mala prognosis para el paciente. Ambos roles
de caveolina-1 se ven afectados por la presencia de la glicoproteina E-
cadherina, la cual potencia su accién supresora de tumores y suprime la
habilidad de caveolina-1 para promover metastasis in vivo. Sin embargo, el
mecanismo por el cual E-cadherina suprime la habilidad de caveolina-1 para
promover la metastasis no ha sido estudiado.

La habilidad de caveolina-1 para promover un aumento en la migracién en
células metastasicas se relaciona con un aumento en la activacion de Rab-5 y
Rac-1.
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Ya que la reprogramacion del metabolismo energético de las células, suple
tanto las necesidades bioenergéticas como biosintéticas de las células
cancerigenas para sostener una proliferacion aumentada y una rapida
migracion e invasion celular, en este proyecto se caracterizd el fenotipo
metabodlico de las células metastasicas que expresan o no, caveolina-1 vy
estudiamos cémo la expresion de E-cadherina afecta el metabolismo.
Caveolina-1 sufre modificaciones post-traduccionales que participan en su
funcién intracelular, como la fosforilacién en el residuo de tirosina 14 (Y14),
mediada por las proteinas tirosina quinasas no receptoras Src, Fyn y Abl en
respuesta a varios estimulos como. En células metastasicas de cancer de
mama, se observan altos niveles de expresion de caveolina-1 y un alto grado de
fosforilacion de ésta en Y14, lo que promueve un aumento en la migracion
celular por un aumento en el recambio de la adhesiones focales, polarizacion,
velocidad persistencia y direccionalidad de la migracion. Todas estas funciones
de caveolina-1 son bloqueadas por la inhibicién de la fosforilacion de caveolina-
1 en Y14 tanto de manera farmacolégica como por la utilizacion de una
caveolina-1 que no es fosforilable (Y14F). Por lo tanto, el rol promotor de
metastasis de caveolina-1, dependeria de su fosforilacion en Y14. La fosfatasa
PTPN14 co-inmunoprecipita con caveolina-1 en presencia de E-cadherina y
PTPN14 en células de melanoma murino e induce una disminucion en la
migracion, formacidn de colonias y crecimiento independiente de anclaje de
células de cancer de colon.

Estos antecedentes nos llevaron a proponer la siguiente hipotesis: En
presencia de E-cadherina se recluta a la fosfatasa PTPN14 al complejo
multiproteico formado con caveolina-1 lo que reduce la habilidad
promotora de migracidon y metastasis de caveolina-1 por la disminucién de
la fosforilacion de ésta en tirosina 14. El objetivo principal de esta tesis es
determinar el efecto de la co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina sobre la
fosforilacion en tirosina de caveolina-1 (Y14) y 3-catenina (Y654) y la migracion
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e invasiodn celular en células cancerigenas. Para abordar la hipotesis de trabajo
se plantearon los siguientes objetivos especificos: (1) Determinar el efecto de la
co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina sobre los niveles de fosforilacion en
tirosina 14 de caveolina-1 y en tirosina 654 de [(-catenina y la migracién e
invasion celular; (2) Estudiar la participacion de Src en la fosforilacion en
tirosina 14 de caveolina-1 y en tirosina 654 de [(-catenina en presencia y
ausencia de E-cadherina; (3) Determinar si los complejos proteicos formados
con caveolina-1 en presencia de E-cadherina contienen PTPN14, la que
contribuye a la desfosforilacion de caveolina-1 en tirosina 14; (4) Determinar el
efecto de la co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina sobre la activacion de
Rab-5 y Rac-1; (5) Caracterizacion de los cambios metabdlicos inducidos por la
expresion caveolina-1 y la variacion de éstos por la co-expresion con E-
cadherina. Para el desarrollo de los objetivos mencionados se utilizaron lineas
celulares metastasicas en las que se co-expresan caveolina-1 y E-cadherina.
Se realizdé ensayos de Western de blot, luego de ensayos de multiherida para
determinar los niveles de fosforilacion de caveolina-1 en Y14 y (-catenina en
Y654, ensayos de migracion por transwell, ensayos de invasion, ensayos de
precipitacion por afinidad para determinar la actividad de Rab-5 y Rac1 en
células que expresan caveolina-1 en presencia o en ausencia de E-cadherina.
Ademas, se caracterizaron los complejos multiproteicos formados por
caveolina-1, mediante ensayos de inmunoprecipitacion y espectrometria de
masa en células que expresan o no E-cadherina y se caracterizé el fenotipo
metabdlico de células que expresan o no caveolina-1, estudiando como cambia
éste en presencia de E-cadherina.

En resumen en esta tesis se busco dilucidar el mecanismo mediante el cual E-
cadherina reduce la habilidad promotora de migracién, invasion y metastasis de
caveolina-1 en células de cancer metastasicas.

En este trabajo mostramos que la expresion de E-cadherina inhibe el aumento

en la migracion, invasion y metastasis inducido por caveolina-1 por la
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disminucién de la fosforilacion de caveolina-1 en Y14, ademas, de bloquear la
activacion del eje Rab-5/Rac1. La fosfatasa PTPN14 co-inmunoprecipitdé con
caveolina-1 en presencia de E-cadherina y su expresion fue capaz de inhibir el
rol promotor de migracion, invasion y metastasis de caveolina-1. Finalmente
mostramos que la expresion y fosforilacion de caveolina-1 induce un switch
metabdlico a un fenotipo glicolitico aerdbico por el bloqueo del complejo
mitocondrial IV, generando cambios en el metaboloma de las células
metastasicas congruentes con este switch metabdlico. La expresién de E-
cadherina bloquea el cambio metabdlico inducido por caveolina-1 llevando a las

células a un metabolismo quiescente.
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SUMMARY

Cancer is the second leading cause of death in Chile and in the world. Cancer
patients do not die due to the primary tumor growth, but rather due to the spread
of the cancer cells from the primary tumor and subsequent colonization of new
organs, a process known as metastasis. In general terms, cancer is the result of
a multifactorial process that leads to the progressive transformation of normal
cells into highly malignant cells. The wide variety of cancer phenotypes is due to
alterations in cell physiology that collectively lead to the malignant cell behavior.
Two of the characteristics acquired by tumor cells, on which this thesis will
focus, are tissue invasion, as well as metastasis and reprogramming of energy
metabolism.

Caveolin-1 is a membrane protein that has been attributed a dual role in cancer
progression, acting at early stages as a tumor suppressor given that augmenting
the expression of caveolin-1 is sufficient to reverse the transformed phenotype,
or as a promoter of metastasis in late stages of cancer, where enhanced
expression of caveolin-1 favors the malignant phenotype and correlates with an
increase in cell migration and metastasis, multidrug resistance and poor
prognosis of the patients. Both roles of caveolin-1 are affected by the presence
of the glycoprotein E-cadherin, which enhances caveolin-1 function as a tumor
suppressor and suppresses the ability of caveolin-1 to promote metastasis in
vivo. However, the precise mechanism by which E-cadherin suppresses the
malignant traits of caveolin-1 is unknown.

The ability of caveolin-1 to promote migration of metastatic cells is associated
with increased activation of Rab-5 and Rac-1.

Bearing in mind that the reprogramming of energy metabolism in cancer cells, is
required to supplement both the both the bioenergetic and biosynthetic needs of
these cells to sustain increased proliferation, rapid migration and cell invasion,
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this thesis also evaluated the metabolism of metastatic cells expressing or not
caveolin-1 and how this was affected by the expression of E-cadherin.
Caveolin-1 is subjected to posttranslational modifications relevant to protein
function, such as phosphorylation on tyrosine 14 (Y14), by the non-receptors
protein tyrosine kinases non-receptor Src, Fyn and Abl. This may occur in
response to a large variety of different stimulus. In metastatic breast cancer
cells, high levels of caveolin-1 expression and phosphorylation on Y14 are
observed and associated with increased cell migration by promoting focal
adhesion turnover, polarization, persistence, speed and directionality of
migration. All these functions of caveolin-1 are blocked by inhibition of caveolin-
1 phosphorylation on Y14 either pharmacologically or by introducing a non-
phosphorylatable caveolin-1 (Y14F) mutation. Therefore, the metastasis
promoting role of caveolin-1 depends on Y14 phosphorylation. The PTPN14
phosphatase co-immunoprecipitated with caveolin-1 in the presence of E-
cadherin and PTPN14 in murine melanoma cells and decreased migration,
colony formation and anchorage-independent growth of colon cancer cells.
These results available in the literature led us to propose that in the presence
of E-cadherin PTPN14 is recruited to the multiprotein complex including
caveolin-1 to reduce Y14 phosphorylation, cell migration and metastasis
induced by caveolin-1. The main objective of this thesis was to determine the
effect of co-expression of caveolin-1 and E-cadherin on tyrosine phosphorylation
of caveolin-1 (Y14) and B-catenin (Y654), as well as migration and invasion in
cancer cells. To address the working hypothesis the following specific objectives
were evaluated: (1) To determine the effect of the co-expression of caveolin-1
and E-cadherin on the levels of tyrosine phosphorylation 14 of caveolin-1 and on
tyrosine 654 of (3 catenin and migration and cell invasion; (2) To study
participation of Src in the phosphorylation of the tyrosine 14 of caveolin-1 and on
tyrosine B-catenin 654 in the presence and absence of E-cadherin; (3) To
determine whether the protein complexes formed with caveolin-1 in the
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presence of E-cadherin contain PTPN14, and if this phosphatase contributes to
dephosphorylation of tyrosine 14 of caveolin-1; (4) To determine the effect of co-
expression of caveolin-1 and E-cadherin on the activation of Rab-5 and Rac-1;
(5) To characterization of the metabolic changes induced by caveolin-1
expression and the effect of the co-expression with E-cadherin on cell
metabolism. To address these objectives metastatic cell lines that co-expressed
caveolin-1 and E-cadherin were used. Multiple wounding assays and Western
blot analysis was used to determine the phosphorylation levels of caveolin-1 on
Y14 and 3-catenin on Y654 moreover migration assays, invasion assays, affinity
precipitation assays were employed to determine the activity of Rab-5 and Rac1
in cells expressing caveolin-1 in the presence or absence of E-cadherin.
Furthermore, protein composition the analysis of the multiprotein complex
formed by caveolin-1 and E-cadherin was evaluated following
immunoprecipitation assays by mass spectrometry analysis. The metabolic
phenotype of cells expressing or not caveolin-1 was characterized using
Seahorse extracellular analyzer and metabolic changes in presence of E-
cadherin were determined.

In summary, this thesis sought to elucidate the mechanism by which E-cadherin
reduces the ability of caveolin-1 to promote migration, invasion and metastasis
as well as metabolic reprograming of metastatic cancer cells.

In this study, we show that the expression of E-cadherin prevented caveolin-1-
enhanced migration, invasion and metastasis by reducing caveolin-1
phosphorylation on Y14 and, as a consequence, blocking of the activation of the
Rab-5/Rac-1 signaling axis. The PTPN14 phosphatase co-immunoprecipitated
with caveolin-1 in the presence of E-cadherin and overexpression or this
phosphatase was sufficient to prevent the migration, invasion and metastasis
promoting role of caveolin-1, even in the absence of E-cadherin.

Finally we show that the expression caveolin-1 induced a metabolic switch to an
aerobic glycolytic phenotype, likely by blocking the mitochondrial complex IV.

29



These effects coincided in metastatic melanoma cells with changes in the
metabolome. Moreover, the expression of E-cadherin blocked the metabolic

changes induced by caveolin-1 leading to a quiescent metabolic phenotype in
metastatic cells.
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. INTRODUCCION

A. CANCER

El cancer es una de las enfermedades mas importantes de la actualidad ya que
tiene una alta tasa de incidencia, prevalencia y mortalidad, correspondiendo a la
segunda causa de muerte en nuestro pais (24%) (Deis-Minsal, 2009) y en el
mundo. Se estima que el numero de casos nuevos de cancer es de 455 por
cada 100.000 habitantes cada ano, con una tasa de mortalidad del 38% (U.S
National Cancer Institute, 2016). Sin embargo, la mayoria de los pacientes con
cancer no mueren debido a las complicaciones locales del crecimiento del
tumor primario, sino debido a la diseminacion de las células tumorales, proceso
que se conoce como metastasis (Harlozinska, 2005).

En términos generales, el cancer es la consecuencia de un proceso
multifactorial que involucra la acumulacion secuencial de cambios genéticos y
epigenéticos que llevan a la pérdida de una comunicacién adecuada entre las
células y su microambiente, y a la transformacién progresiva de células
normales en células altamente malignas (Hanahan et al., 2000). Las células
cancerigenas muchas veces adquieren fenotipos de malignidad por la
reactivacion y modificacion de programas celulares existentes, empleados por
el organismo durante el desarrollo (Luo et al., 2009). La amplia variedad de

fenotipos del cancer se debe a la manifestacion de alteraciones esenciales en la
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fisiologia celular, las que colectivamente dictaminan el crecimiento maligno.
Estas caracteristicas son: (1) Autosuficiencia en sefales de crecimiento; (2)
Pérdida de sensibilidad a sefales inhibitorias de crecimiento; (3) Evasion de la
muerte celular programada; (4) Potencial replicativo ilimitado; (5) Angiogénesis
sostenida; (6) Invasion de tejidos y metastasis; (7) Reprogramacion del
metabolismo energético y (8) Evasion del sistema inmune. Cada una de estas
capacidades adquiridas durante la progresion tumoral representa el éxito de las
células transformadas para evadir los mecanismos anti-cancerigenos presentes
en las células y tejidos (Hanahan et al., 2000; Hanahan et al., 2011).

Se ha descrito una serie de genes involucrados en el desarrollo del cancer, los
cuales dependiendo de si ganan o pierden funcion, se denominan oncogenes o
supresores de tumores, respectivamente. Sin embargo, existe evidencia
creciente de genes o proteinas que pueden actuar tanto como oncogenes o
supresores de tumores dependiendo del contexto celular. Algunos ejemplos de
estas proteinas son: Wnt5A (Nishita et., 2010), los factores de transcripcion
WT1 (Yang et al.,, 2007) y B-ZIP Maf (Pouponnot et al., 2006), la guia de la
repulsion axonica Semaforina 2E y su receptor Plexina D1 (Casazza et al.,
2010), el receptor de muerte de Fas (Chen et al., 2010), Caspasa-8 (Torres et
al., 2010), SnoN (Deheuninck et al., 2009), la proteina de andamiaje Sprouty- 2
(Holgren et al., 2010) y la proteina integral de membrana, blanco de estudio de

nuestro laboratorio, caveolina-1 (Lobos-Gonzalez et al. 2013).
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B. CAVEOLINA-1

Las caveolinas son proteinas integrales de membrana de 21-24 kDa que han
sido descritas como el principal componente funcional y estructural de las
caveolas (Brown et al., 1998), con la participacion de un grupo de proteinas
citosolicas llamadas cavinas (Hill et al., 2008). La familia de las caveolinas esta
compuesta por tres isoformas en células de mamiferos, caveolina-1 y caveolina-
2 que se expresan abundantemente en adipocitos, células endoteliales y
fibroblastos, donde colocalizan, mientras que la expresion de caveolina-3 esta
restringida a células musculares y gliales (Okamoto et al., 1998; Williams et al.,
2004; Quest et al.,, 2008). Ademas, dentro de la célula, caveolina-1 puede
encontrarse en diferentes compartimentos, expresandose tanto en la membrana
plasmatica, citoplasma, mitocondria y nucleo, segun el tipo celular (Li et al.,
2001; Sanna et al., 2007).

Existen dos isoformas de caveolina-1 que derivan de dos sitios alternativos de
inicio de la traduccién de RNAm de caveolina-1, produciendo la isoforma 1a que
contiene los residuos aminoacidicos 1-178 o la isoforma 1B que contiene los
residuos aminoacidicos 32-178 (Schlegel et al., 2001).

Caveolina-1 sufre modificaciones post-traduccionales que participan en su
funcion intracelular, tales como: palmitoilacion en los residuos de cisteina 133,
143 y 156 de la region COOH-terminal, relevantes para su oligomerizacion

(Scherer et al., 1997), transporte de colesterol a las caveolas y la interaccién
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con Src (Li et al., 1996; Boscher et al., 2012) fosforilacion en el residuo de
serina 80, involucrada en su retencion en el reticulo endoplasmatico y posterior
secrecion (Schlegel et al., 2001). Ademas, existe la fosforilacion en el residuo
de tirosina 14 (Y14), solo en caveolina-1 1a, mediada por las proteinas tirosina
quinasas no receptoras Src, Fyn y Abl en respuesta a varios estimulos como:
insulina, radiacion ultravioleta, peroxido de hidrogeno, hiperosmolaridad y por
un esfuerzo cortante hemodinamico (Li et al., 1996; Cao et al., 2002; Cao et al.,
2004; Volonte et al., 2001; Mastick et al., 1995; Mastick et al., 1997; Kimura et
al., 2002; Rizzo et al., 2003; Jo et al., 2014). Esta fosforilacion en Y14 permite a
caveolina-1 interactuar con la quinasa del COOH-terminal de Src (Csk) e
inactivarla (Radel et al., 2005) y cumpliria un papel fundamental en el proceso
de migracion celular (Parat et al., 2003; del Pozo et al., 2005; Grande-Garcia et
al., 2007; Goetz et al., 2008; Urra et al., 2012).

La fosforilacion de caveolina-1 en Y14 podria ser un elemento importante en
respuesta al estrés celular (Volonte et al., 2001; Cao et al., 2004), ya que
ratones knock-out para caveolina-1 son viables, pero incapaces de responder
frente a situaciones de estrés y presentan una menor expectativa de vida (Drab
et al., 2001; Razani et al., 2001; Park et al 2003; Fernandez et al., 2006).
Caveolina-1 posee un dominio hidrofébico central entre los residuos 102 y 134
gue se inserta en la membrana plasmatica adoptando una conformacion similar
a una horquilla. En la regidon NHz-terminal, adyacente al dominio hidrofobico,

entre los residuos 82-101 se encuentra el dominio de andamiaje (CSD),
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responsable de las interacciones entre caveolina-1 y numerosas proteinas de
sefializacion celular que poseen un dominio de union a caveolina (CBD) tales
como proteinas G heterodiméricas, H-Ras, tirosinas quinasas de la familia Src,
Proteina quinasa C (PKC), oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), el receptor
del factor de crecimiento epidermal (EGF-R) y componentes de la cascada
p42/44 MAPK. Esta interaccion frecuentemente conduce a la inactivacion de
estas proteinas de sefalizacion (Figura 1) (Li et al., 1996; Okamoto et al., 1998;
Bucci et al., 2000; Quest et al., 2008). Por lo tanto, como la activacion
constitutiva de muchas de estas moléculas puede favorecer la transformacion
celular, se propuso que caveolina-1 actuaria como una proteina supresora de

tumores.
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Figura 1. Estuctura predicha para caveolina-1 y representacion de sus distintos
dominios. (Modificada de Williams et al., 2004).
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C. CAVEOLINA-1, E-CADHERINA Y CANCER

Existen varios estudios que describen a caveolina-1 como una proteina
supresora de tumores, ya que los niveles de proteina y ARNm de caveolina-1,
disminuyen en fibroblastos NIH-3T3 transformados por varios oncogenes y en
lineas celulares derivadas de cancer de mama (Koleske et al., 1995; Lee et al.,
1998) y en tumores humanos de colon. Ademas, la re-expresion de caveolina-1
en lineas celulares de carcinoma de colon HT29 y DLD-1 reduce
significativamente la tumorigenicidad de estas células cuando son inyectadas
en ratones inmunodeficientes, disminuyendo la formacion de tumores en estos
ratones (Bender et al., 2000).

Estudios comparativos entre tejidos normales y tumorales muestran que hay
una reduccidn en la expresion de caveolina-1 que favorece el desarrollo
neoplasico. Esta pérdida de la expresion de caveolina-1 puede ser considerada
un evento permisivo, ya que la re-expresion de caveolina-1 en diferentes lineas
celulares de cancer es suficiente para revertir el fenotipo transformado. Sin
embargo, en estadios tardios del cancer, la expresion de caveolina-1 puede
aumentar sin revertir el fenotipo maligno. Esto se observé en lineas celulares de
cancer de mama, pulmén y colon. En cambio, en el cancer de prostata, donde
el tejido prostatico normal no expresa caveolina-1, su expresion aumenta
notablemente con el desarrollo del cancer (Figura 2), y promueve la actividad

metastasica de las células, asociandose con un fenotipo celular mas maligno y
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con una mala prognosis para el paciente (Revisado en Quest et al., 2004; Quest

et al., 2008).

W Mama, Pulmon, Colon
M Prostata, Melanoma

CAVEOLINA-1
(Niveles Relativos )

I |

TRANSFORMACION METASTASIS
Formacién Tumoral Progresién Tumoral
(Evento Temprano) (Evento Tardlo)

Figura 2. Niveles de caveolina-1 durante la progresion del cancer.

Como evento temprano en la progresion (mama, pulmén y colon) y durante el proceso de
transformacion celular, hay una pérdida de la expresion de caveolina-1. Como evento tardio
existe una re-expresion de caveolina-1 que coincide con un alto nivel de metastasis y una mala
prognosis para el paciente. En el caso de préstata, el tejido normal no expresa caveolina-1, pero
en etapas tardias de cancer de préstata también se observan niveles elevados de caveolina-1
(Modificado de Quest et al., 2008).

Existen varios posibles blancos de caveolina-1 que podrian estar asociados a
su accion supresora de tumores, por ejemplo caveolina-1 disminuye la
expresion de proteinas que favorecen la sobrevivencia de células tumorales
como la proteina inhibidora de la apoptosis survivina y ciclooxigenasa-2 (COX2)
en células de cancer de colon. La disminucién de estas proteinas esta asociada
a la inhibicion de su transcripcion dependiente de B-catenina/Tcf-Lef por el
secuestro de B-catenina en la membrana plasmatica dependiente de caveolina-

1y E-cadherina (Torres et al., 2007; Rodriguez et al., 2009).
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La re-expresion de caveolina-1 en células de adenocarcinoma pulmonar es
suficiente para promover la formacion de filipodios, la migracion celular y un
aumento en el potencial metastasico de estas células (Ho et al., 2002). Ademas,
caveolina-1 promueve el recambio de adhesiones focales, la migracion y
metastasis de células de cancer de mama y melanomas (Urra et al., 2012).

Un estudio realizado en nuestro laboratorio con un modelo in vivo pre-clinico de
melanoma murino, demostré que caveolina-1 puede actuar como supresora de
tumores, ya que en ensayos de formacion de tumores en ratones C57BL/6 a los
cuales se les inyectaron de manera subcutanea, células B16F10, que no
expresan caveolina-1, la re-expresion de ésta reduce el volumen tumoral en un
50-60 % en comparacion con las células parentales. Sin embargo, cuando se
realizaron ensayos de metastasis, inyectando células B16F10 en la vena de la
cola, se observo que células B16F10 que expresan caveolina-1 ocupan 30 % de
la masa pulmonar en comparacién a las células que no expresan caveolina-1,
que ocupan solo el 9 % del pulmén. Cuando se co-expresd E-cadherina junto
con caveolina-1, el efecto supresor de tumores se vio potenciado y se aboli6 el
efecto promotor de metastasis (Lobos-Gonzalez et al., 2013).

En resumen, caveolina-1 dependiendo del contexto celular, funciona como
supresor de tumores en la fase inicial del cancer, pero en estadios mas
avanzados de la enfermedad, actia como promotor de metastasis y ambos

roles de caveolina-1 se ven afectados por la presencia de E-cadherina, la cual
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potencia su accion supresora de tumores y suprime la habilidad de caveolina-1
para promover metastasis in vivo.

Ya que caveolina-1 tendria una doble funcién en la progresién cancerigena es
muy importante determinar cuales serian los factores responsables de esta

doble funcion y como E-cadherina esta regulando ambas funciones.

D. E-CADHERINA'Y CAVEOLINA-1

Las cadherinas son una gran familia de glicoproteinas transmembrana que
forman y mantienen los contactos adhesivos entre las células de tejidos solidos,
de manera dependiente de calcio (Hatta et al., 1988). Las cadherinas mantienen
la arquitectura tisular por el ensamblaje de uniones adherentes mediante
interacciones homofilicas entre los dominios extracelulares de las cadherinas de
la superficie de células vecinas. El dominio citoplasmatico de las cadherinas se
unen a las proteinas submembranales (3-catenina o plakoglobina (y-catenina), lo
que las une al citoesqueleto de actina via a-catenina (Conacci-sorrell et al.,
2002). E-cadherina se expresa principalmente en células epiteliales y
variaciones en su expresion se han relacionado con la progresion del cancer.
Mutaciones en el gen de E-cadherina que llevan a la pérdida de su expresion,
predisponen al desarrollo de cancer gastrico (Conacci-sorrell et al., 2002). La
pérdida de la expresion de E-cadherina elimina la formacién de uniones

adherentes y esta asociada con la transicion desde adenoma a carcinoma y con
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la adquisicién de capacidades metastasicas, ya que permite el inicio del primer
paso del proceso metastasico, la separacion de las células cancerigenas entre
si (Perl et al., 1998; Onder et al., 2008). En células de glioblastoma se ha
observado que la pérdida de la expresion de E-cadherina se correlaciona con
un fenotipo tumoral mas agresivo (Lewis-Tuffin et al., 2010). La re-expresion de
E-cadherina, restablece las uniones adherentes, disminuye la proliferacion y
movilidad celular, ademas de revertir el fenotipo metastasico. Por lo tanto E-
cadherina corresponde a una proteina supresora de tumores (Conacci-sorrell et
al., 2002).

Trabajos realizados en células pancreaticas, que normalmente no expresan
caveolina-1, han mostrado que caveolina-1 es un importante modulador de la
expresion de E-cadherina y de la diferenciacion de estas células, en las cuales
aumenta la expresion de E-cadherina en la membrana plasmatica luego de la
expresion ectopica de caveolina-1 (Salem et al., 2011). Sin embargo, en cancer
de tiroides se observo que existe un aumento de la expresion de caveolina-1 en
estadios mas avanzados de la enfermedad, en los cuales la expresion de E-
cadherina se pierde, favoreciendo un aumento en la migracion e invasion de las
células tumorales (Kim et al., 2012). Esto sugiere que puede existir una
estrecha regulacidon de la expresion de E-cadherina por caveolina-1 o viceversa
dependiendo del contexto celular.

La actividad de Rac-1 es necesaria para la formacion y mantencion de las

uniones adherentes en células epiteliales y es esencial para el reclutamiento de
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las cadherinas a los sitios de contactos célula-célula (Hordijk et al., 1997),
inhibiendo la invasion y migracion de células de carcinoma renal (Engers et al.,
2001). En células de melanoma un aumento de la actividad de Rac-1 es
responsable del cambio de la expresion de N-cadherina por E-cadherina,
disminuyendo su capacidad invasiva (Monaghan-Benson et al., 2013). Sin
embargo, la activacion de Rac-1 induce un aumento en la invasion y metastasis
en numerosos tipos de cancer (Michiels et al., 1999). Por lo tanto la relacién
entre la actividad de Rac-1 y la expresion de E-cadherina y su efecto sobre la

migracion e invasion depende del contexto celular.

E. MIGRACION CELULAR Y METASTASIS

La migracion celular es un proceso altamente integrado y dinamico, esencial en
la morfogénesis embrionaria, reparacion y regeneracion de tejidos y en la
respuesta inmune (Vicente-Manzanares et al., 2005). La migracion celular
también puede contribuir en la progresidon de algunas enfermedades como
artritis, aterosclerosis, osteoporosis, cancer y anomalias congénitas del corazén
y cerebro (Horwitz et al., 2003). De esta forma, la migracion es un factor central
para muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos.

En organismos multicelulares, la migracion celular esta regulada por sefales
extracelulares que pueden estar dadas por factores solubles endocrinos o

autocrinos como también por sefiales no solubles de la matriz extracelular.
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Trabajos donde se ha estudiado la migracion celular en dos dimensiones sobre
sustratos describen el proceso como un fendmeno de 5 etapas basicas: (1)
Polarizacion morfolégica de la célula; (2) Extension de la membrana en el frente
de avance generando lamelipodios vy filipodios; (3) Formacion de complejos
multiprotéicos de anclaje al sustrato, llamados adhesiones focales; (4)
Contraccion celular que permite la translocacion del cuerpo celular hacia la
direccién del movimiento y (5) Liberacion de las adhesiones celulares de la
parte posterior de la célula lo que permite el desprendimiento de la cola y el
avance de la célula. Las fuerzas responsables de estas actividades son la
polimerizacién de actina y la contraccion del citoesqueleto dirigida por la
miosina (Henson et al., 1999; Kassis et al., 2001; Lauffenburger et al., 1996).

En cancer, la migracion celular esta involucrada en dos procesos importantes:
la formacion de nuevos vasos sanguineos o angiogénesis y en la diseminacion
de células tumorales desde la lesion primaria hacia el tejido que rodea el tumor
y posteriormente hacia otros 6rganos, proceso conocido como metastasis. La
metastasis, es un proceso complejo que involucra la degradacidon de la matriz
extracelular, invasion del estroma, intravasacion a la circulacion, extravasacion,
migracion y proliferacion en otros tejidos y 6rganos (Geho et al., 2005; Bohle et
al., 1999). Para esto, la célula requiere receptores y moléculas de adhesion y
activacion de vias de transduccion que llevan a la expresion y secrecion de
metaloproteasas, expresion de moléculas de adhesion y aumento de la

migracion celular (Sahai et al., 2005).
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Durante la adhesion y el movimiento celular, la matriz extracelular (MEC)
permite el anclaje de la célula al sustrato y funciona de manera haptotactica
para dirigir el movimiento celular. La formacién de nuevos puntos de contacto
focal esta mediada por integrinas y ocurre en estrecha relacion con la MEC.
Estos contactos focales se transforman en adhesiones focales al formar
grandes complejos que contienen proteinas, como talina, vinculina y a-actina, y

moléculas adaptadoras, como paxilina, tensina y p130°®

, ademas de proteinas
tirosina quinasa no receptoras como la quinasa de adhesiones focales (FAK) y
quinasas de la familia de Src. La maduracion de las adhesiones focales y la
formacion de fibras de estrés (paquetes de filamentos de actina polimerizada,
distribuidos en forma anti-paralela) son eventos que estan controlados por
proteinas G pequefas de la familia de las Rho GTPasas, entre las que se
encuentran Rho A/B, Rac 1/2 y Cdc42, reguladores estructurales de la dinamica
del citoesqueleto (Hall et al., 2005). Todos estos componentes actuan sobre sus
proteinas efectoras durante la migracion celular, generando la fuerza necesaria
para la contraccion y el movimiento celular (Ridley et al., 2001).

La regulacién de la migracion celular estd mediada por proteinas de la
subfamilia Rho/Rac, que pertenecen a la superfamilia de Ras, que son
proteinas G pequefias que poseen actividad GTPasa intrinseca. Estas
proteinas ciclan entre un estado activo (unido a GTP) y un estado inactivo

(unido a GDP) (Ridley et al., 2001). Este proceso es regulado por una serie de

proteinas que interactuan con las Rho/Rac GTPasas. Los factores
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intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs) se encargan de
intercambiar GDP por GTP y de esta manera activar las Rho/Rac GTPasas. Las
proteinas activadoras de GTPasas (GAPs), promueven la actividad intrinseca
GTPasa de Rho/Rac e hidrolizan el GTP a GDP inactivandolas. Existe otro tipo
de proteinas, llamadas GDI que se encargan de secuestrar a las proteinas
Rho/Rac GTPasas al citosol uniéndose a su tallo prenilado impidiendo su
localizacion y anclaje a la membrana, manteniendolas inactivas (Bishop et al.,

2000).

F. CAVEOLINA-1, MIGRACION CELULAR Y METASTASIS

Caveolina-1 interactua con muchas proteinas involucradas en la migracion
celular como uno de los receptores de adhesion celular, la integrina 1 (Carlin
et al., 2005) y con proteinas del citoesqueleto de actina que regulan la
formacion de la red de microfilamentos en lamelipodios como filamina (Boscher
et al., 2012). Adicionalmente, caveolina-1 esta involucrada en el trafico de
vesiculas entre el aparato de Golgi y la membrana plasmatica, siendo
importante en el reciclaje de la membrana y sus proteinas asociadas durante la
migracion celular (Navarro et al., 2004). En células endoteliales, caveolina-1 se
encuentra altamente polarizada en la parte posterior y central de la célula,
excluyéndose del frente de avance durante la migracion celular en ensayos 2D

(Beardsley et al., 2005). Por el contrario, durante la transmigracion (3D),
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caveolina-1 se localiza en el frente de avance de la célula donde tiene lugar la
formacion de invadopodios (Parat et al., 2003). En ambos casos, la disminucion
de los niveles de caveolina-1 lleva a una disminucién en la migracion celular. En
fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs), caveolina-1 promueve la movilidad
celular favoreciendo la polarizacion celular y aumentando la velocidad y
persistencia de la migracion celular. Ademas, caveolina-1 disminuye la actividad
de Rac1 y Cdc42, pero aumenta la actividad de RhoA por la inhibicién de via
Src/p190RhoGAP (Grande-Garcia et al., 2007; Grande-Garcia et al., 2008).

Otras proteinas G implicadas en la migracion celular son las proteinas Rab de
la superfamilia de Ras que tienen un importante rol en la dinamica endosomal.
Particularmente Rab-5, regulador de la via endocitica temprana, ha llamado
nuestra atencidén ya que activa a Rac1 por el reclutamiento de su GEF, Tiam1 a
endosomas tempranos promoviendo la macropinocitosis de receptores de
superficie (Pellinen et al., 2006) y también favorece la metastasis de células de
neuroblastoma (Torres et al., 2010). Antecedentes de nuestro laboratorio
muestran que la expresion de caveolina-1 favorece la activacion de Rab-5 en
células metastasicas y se describié que la presencia de Rab-5 es necesaria
para la activacion de Rac-1 inducida por caveolina-1 y el posterior aumento de

la migracion e invasion (Diaz et al., 2014).
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G. PAPEL DE LA FOSFORILACION DE CAVEOLINA-1 EN TIROSINA 14

EN LA MIGRACION CELULAR E INVASION

La fosforilacion en Y14 de caveolina-1 por Src quinasas parece ser un evento
esencial para el aumento en la migracién celular inducido por caveolina-1. En
células metastasicas de cancer de mama (MDA-MB-231), que expresan altos
niveles de caveolina-1, se observa un alto grado de fosforilacién de ésta en Y14
en comparacion a células cancerigenas no metastasicas (Joshi et al., 2008).
Resultados de nuestro laboratorio utilizando las células MDA-MB-231 y de
melanoma murino B16F10, las cuales no expresan E-cadherina, muestran que
caveolina-1 promueve un aumento en la migracion celular de manera
dependiente de la fosforilacion de caveolina-1 en Y14. Todas estas funciones
de caveolina-1 fueron bloqueadas por la inhibicibn de la fosforilacion de
caveolina-1 en Y14 tanto de manera farmacolégica como por la utilizacién de
caveolina-1 mutada que no es fosforilable (Y14F). La habilidad de caveolina-1
para promover un aumento en la migracién celular en células metastasicas se
relaciona con un aumento en la activacién de Rac1, pero no requiere de la
acumulacion de caveolina-1 en la parte trasera de la célula (Urra et al., 2012).

La fosforilacion de caveolina-1 en Y14 se ha relacionado a eventos como
aumento en el crecimiento independiente de anclaje y migracion celular por un
mecanismo dependiente de Grb7 (Lee et al.,, 2000), la activacion de

metaloproteasas de matriz y un aumento en la invasion celular (Labrecque et
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al., 2004), la internalizacion de microdominios de membrana regulados por
integrinas (del Pozo et al., 2005) y la formacion de caveolas inducida por EGF
(Orlichenko et al., 2006). Por lo tanto, es de gran importancia determinar como
caveolina-1 y especificamente su fosforilacion en Y14, aumenta la migracion
celular en células metastasicas y como la expresion de E-cadherina interfiere en

este proceso.

H. CAVEOLINA-1, E-CADHERINA Y LA REPROGRAMACION DEL

METABOLISMO ENERGETICO

La proliferacién cronica y descontrolada es una de la caracteristicas principales
de las células cancerigenas (Hanahan et al., 2011), y requiere de la
reprogramacion del metabolismo energético celular para proveer los
intermediarios metabdlicos necesarios para la sintesis de proteinas, acidos
nucleicos y lipidos (Baenke et al., 2013). En condiciones aerodbicas, las células
normales procesan la glucosa a piruvato a través de la glicolisis en el citosol y
luego a CO2 en la mitocondria; sin embargo, frecuentemente las células
cancerigenas son capaces de reprogramar su metabolismo, a un metabolismo
principalmente glicolitico en presencia de oxigeno, lo que es conocido como el
efecto Warburg (Warburg, 1956a ; Warburg., 1956b). Esta reprogramacion
metabdlica parece ser poco eficiente, ya que las células deben compensar una

menor eficiencia en la produccion de ATP, lo que se logra por una
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sobreexpresion de transportadores de glucosa como GLUT1 y por un aumento
en la captacién de glucosa (Jones et al., 2009; DeBerardinis et al., 2008). Sin
embargo una mayor tasa glicolitica permite a las células cancerigenas utilizar el
nutriente extracelular mas abundante, la glucosa, para producir grandes
cantidades de ATP, lo que les permitiria migrar e invadir rapidamente, ademas,
la degradacion de la glucosa proveeria a las células de intermediarios
metabdlicos necesarios para las vias biosintéticas (Han et al., 2013). Por lo
tanto, el efecto Warburg suple tanto las necesidades bioenergéticas como
biosinteticas de las células cancerigenas. Como consecuencia de este cambio
metabdlico, se observa un aumento de la produccién de acido lactico por las
células de cancer (Gatenby et al., 2003) lo cual induce la muerte de las células
normales (Williams et al., 1999) y la degradacion de la matriz extracelular lo que
aumenta la capacidad de las células de cancer para migrar e invadir (Lardner et
al., 2001; Han et al., 2013).

Existen antecedentes que vinculan a caveolina-1 con la reprogramacion
metabdlica de células estromales de mama, donde la pérdida de la expresion
de caveolina-1 en estas células es suficiente para inducir un aumento en los
niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS), en la autofagia,
la glicdlisis y la disminucion del metabolismo respiratorio mitocondrial,
favoreciendo la progresion tumoral (Martinez-Outschoorn et al., 2014; Chen et
al., 2014); sin embargo, poco se sabe acerca de cémo la expresién de

caveolina-1 podria afectar el metabolismo de las células de cancer.
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La relaciéon entre E-cadherina y la reprogramacion del metabolismo es aun
menos conocida. En muestras clinicas de cancer colorectal se ha observado
una relacion entre la disminucion de la expresion de E-cadherina con el
aumento de la expresion de la enzima Piruvato quinasa M2. Esta enzima
mantiene la glicdlisis aerdbica en células madres cancerigenas, lo que se
correlaciona con un aumento en la migracion e invasion de células de cancer de
colon (Konno, et al., 2015). En Drosophila la Fat (Ft) cadherina funciona en la
mitocondria, regulando directamente la integridad de la cadena transportadora
de electrones mitocondrial, promoviendo la fosforilacion oxidativa, y la pérdida
de Ft lleva a la pérdida de la actividad del complejo mitocondrial I, aumentando
la cantidad de ROS intracelulares, favoreciendo un cambio metabdlico a
glicolisis aerdbica (Sing, et al., 2014). Por lo tanto, la determinacion del fenotipo
metabdlico de las células y como éste se ve afectado por la expresion de
caveolina-1, E-cadherina o su co-expresiéon, puede dar luces del mecanismo por
el cual caveolina-1 puede ejercer su rol dual en la progresién tumoral y como E-

cadherina regularia ambas funciones.

. REGULACION DEL COMPLEJO CAVEOLINA-1/E-CADHERINA/ B -

CATENINA POR FOSFORILACION EN TIROSINA

La interaccion de B-catenina con el dominio intracelular de las cadherinas es

regulada por la fosforilacidén en tirosina de [B-catenina por varias proteinas
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quinasas como: Fyn, Fer (Y142), cMet (Y489), Src y EGF-R (Y654) (Balsamo et
al., 1996; Roura et al., 1999). La fosforilacion de B-catenina en tirosina, resulta
en la pérdida de la adhesion célula-célula en células neurales, principalmente
por el desensamblaje del complejo formado por N-cadherina y [(-catenina
(Balsamo et al., 1996). La desfosforilacion de -catenina promueve la formacién
de los complejos E-cadherina- -catenina y a-catenina en las adhesiones
célula-célula en queratinocitos humanos (Roura et al., 1999; Patel et al., 2003).
Resultados de nuestro laboratorio indican que el secuestro de B-catenina a la
membrana plasmatica con E-cadherina esta favorecida por la expresion de
caveolina-1. Postulamos entonces que la presencia de caveolina-1 en el
complejo formado por E-cadherina y [(-catenina puede contribuir a la
disminucién de la fosforilacion de 3-catenina en Y654 por Src, mediante alguno
de los siguientes mecanismos: (1) La fosforilacion de caveolina-1 en Y14 recluta
a Csk al complejo formado por E-cadherina y B-catenina, Csk inhibiria a Src
fosforilandola en Y527 (fosforilacion inhibitoria de Src) lo que llevaria a una
estabilizacion del complejo; (2) Caveolina-1 podria reclutar a una proteina
fosfatasa al complejo E-cadherina/ -catenina lo que disminuiria la fosforilacion
de B-catenina y de la misma caveolina-1.

Otros estudios realizados usando espectroscopia de masas de proteinas que
co-inmunoprecipitan con caveolina-1 en células de cancer de colon que
expresan E-cadherina [HT29(ATCC)], revelaron la presencia de proteinas

activadoras de fosfatasas de tirosina, Liprin-2a y -4a, las cuales pueden
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interaccionar con el dominio fosfatasa de la familia LAR a través de su dominio
COOH-terminal (Serra-Pages et al 1998). Sin embargo, en células de cancer de
colon que no expresan E-cadherina [HT29(US)], las cuales corresponden a una
seleccion a partir de las células HT29(ATCC) por su mayor potencial
metastasico, se observd un patrén distinto de las proteinas que co-
inmunoprecipitaron con caveolina-1. Especificamente, no fue detectada la
presencia de Liprin-2a y -4a, lo que sugiere que su presencia podria depender
de la expresion de E-cadherina (tesis doctoral de D. Rodriguez, 2009).

La relacion entre caveolina-1 y fosfatasas no ha sido muy estudiada, sin
embargo, existen algunas posibles candidatas que podrian desfosforilar a
caveolina-1 en Y14. Park et al., mostraron que el estrés oxidativo mediado por
peréxido de hidrogeno, promueve la fosforilacidn de la tirosina fosfatasa SHP-2
endogena en astrocitos, donde forma un complejo proteico con caveolina-1
nativa y no con la mutante de caveolina-1 no fosforilable (Y14A), no permitiendo
de esta manera la formacion de un complejo entre caveolina-1 y Csk,
favoreciendo de esta forma la fosforilacion de Src en Y419 y por lo tanto la
activacion de las vias de sefalizacion mediadas por Src en astrocitos (Jo et.,
2014; Park et al., 2015).

La tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) suprime la transformacion celular inducida por
los oncogenes Neu y v-Src, la activacién de Src y la oncoproteina p210°°2°! La
sobre-expresion de PTP1B disminuye la fosforilacion en Y14 de caveolina-1 en

células COS-7, mientras que la inhibicion de PTP1B induce la fosforilacion de
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caveolina-1 in vitro e in vivo (Lee et al., 2006). La interaccion entre N-cadherina
y B-catenina en células neuronales esta regulada por PTP1B, lo que sugiere
que PTP1B estaria desfosforilando a B-catenina (Sheth et al., 2007). Ademas,
en células Caco2 la fosforilacion de B-catenina en Y331, Y333, Y654 y Y670
disminuye la interaccion con E-cadherina, lo mismo se observa cuando se
sobreexpresa un dominante negativo de PTP1B (Sheth et al., 2007).

La tirosina fosfatasa no receptora tipo 14 (PTPN14), conocida también como
Pez, PTP36 o PTPD2, que posee un dominio N-terminal FERM (4.1, ezrina,
radixina, moesina) y un dominio C-terminal fosfatasa (Wyatt et al., 2008).
PTPN14 regula la adhesion célula-célula y matriz-célula, la migracién y el
crecimiento celular (Zhang et al.,, 2013). Ademas existen antecedentes que
indican que PTPN14 regula la expresion génica de TGF- 3, modulando de esta
forma la transicidn epitelio-mesénquima (Wyatt et al., 2007) y también regula la
fosforilacion de [-catenina (Wadham et al.,, 2003). El silenciamiento del
homodlogo de PTPN14 en Zebrafish resulta en defectos en el desarrollo (Wyatt
et al., 2007). Ademas en células de cancer colorectal, PTPN14, desfosforila a
p130Cas en Y128, la cual es fosforilada por Src, induciendo una disminucion en
la migracion, formacion de colonias y crecimiento independiente de anclaje, lo
que se comprobd utilizando una mutante de p130Cas que no puede ser
fosforilada (Y128F) (Zhang et al., 2013).

Para determinar cual de estas fosfatasas podria ser una buena candidata,

realizamos ensayos de inmunoprecipitacion de caveolina-1 en células de
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melanoma murino, B16F10, que expresan caveolina-1 y en células que co-
expresan caveolina-1 y E-cadherina, los inmunoprecipitados fueron analizados
mediante espectrometria de masa y se observé que en células que co-expresan
caveolina-1 y E-cadherina la tirosina fosfatasa PTPN14 co-inmunoprecipita con
caveolina-1 (Objetivo Especifico 3).

Estos antecedentes sumados a que el aumento en la migracion celular inducida
por caveolina-1 requiere de su fosforilacion en Y14 nos llevan a proponer el
siguiente modelo. La co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina en las células
metastasicas favorece el reclutamiento de una proteina fosfatasa (PTP),
posiblemente PTPN14, al complejo E-cadherina/ B-catenina lo que induce la
desfosforilacion de [-catenina Y654 y caveolina-1 Y14, disminuyendo la
actividad de Rab-5 y Rac1 con la consecuente disminucion en la migracion e

invasion celular (Figura 3).
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Figura 3. Modelo Propuesto.

En células metastasicas carentes de E-cadherina, la fosforilacién en tirosina (Y14) de caveolina-
1 favorece la activacion de Rab-5 lo que induce la activacién de Rac-1 promoviendo un
aumento en la migracion e invasion celular. En presencia de E-cadherina se forma un complejo
multiproteico con (-catenina y caveolina-1 reclutando a la fosfatasa PTPN14, ésta desfosforila a
caveolina-1 en la tirosina 14 y a B-catenina en la tirosina 654 reduciendo la habilidad de
caveolina-1 para promover migracion e invasion celular.
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RESUMEN DE ANTECEDENTES

1. Caveolina-1 necesita de la expresion de E-cadherina y la posterior
formacion de un complejo proteico con ésta, para ejercer su funcion de
proteina supresora de tumores condicional.

2. La expresion de E-cadherina en células de melanoma murino disminuye
la capacidad de caveolina-1 para promover metastasis pulmonar in vivo.

3. Caveolina-1 en ausencia de E-cadherina, aumenta la migracion, invasion
y metastasis de células metastasicas de manera dependiente de su
fosforilacién en el residuo de tirosina 14.

4. Caveolina-1 es capaz de aumentar la migracion de células cancerigenas
metastasicas de manera dependiente de la activacion de Rab-5 y Rac-1.

5. En células estromales de mama la pérdida de la expresidén de caveolina-
1 induce un aumento de ROS, de la glicdlisis y la disminucion del
metabolismo respiratorio mitocondrial, favoreciendo la progresion
tumoral. Sin embargo, poco se sabe acerca de como la expresion de
caveolina-1 podria afectar el metabolismo de células de cancer.

6. La fosforilacion en tirosina de caveolina-1 mediada por Src kinasas
puede disminuir por la co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina en

células metastasicas.
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7. Caveolina-1 fosforilada en Y14 puede ser desfosforilada por distintas
proteinas fosfatasas, dentro de las cuales PTPN14 co-inmunoprecipita

con caveolina-1 en presencia de E-cadherina.

En base a los antecedentes mencionados, se propone la siguiente hipétesis:

HIPOTESIS

En presencia de E-cadherina se recluta a la proteina tirosina fosfatasa PTPN14
al complejo multiproteico formado con caveolina-1 lo que reduce la habilidad
promotora de migracion y metastasis de caveolin-1 por la disminucion de la

fosforilacion de ésta en tirosina 14.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la co-expresidn de caveolina-1 y E-cadherina sobre la
fosforilacién en la tirosina 14 de caveolina-1 (Y14) y la migracion e invasion

celular en células cancerigenas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar el efecto de la co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina
sobre los niveles de fosforilacion en tirosina 14 de caveolina-1 y en

tirosina 654 de B-catenina y la migracion e invasion celular.

Estudiar la participacion de Src en la fosforilaciéon en tirosina 14 de
caveolina-1 y en tirosina 654 de (B-catenina en presencia y ausencia de

E-cadherina.

Determinar si los complejos proteicos formados con caveolina-1 en

presencia de E-cadherina contienen PTPN14, la que contribuye a la

desfosforilacion de caveolina-1 en tirosina 14.

Determinar el efecto de la co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina

sobre la activacion de Rab-5 y Rac-1.

Caracterizar de los cambios metabdlicos inducidos por la expresion

caveolina-1 y la variacidon de éstos por la co-expresion con E-cadherina.
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Il. METODOLOGIA

1. LINEAS CELULARES

a) Metastasicas
B16F10: Linea celular de melanoma murino generada a partir de 10 ciclos de
inoculacioén y recuperacion en el pulmén de células B16F0 en ratones C57BL/6,
éste ultimo corresponde al modelo animal utilizado en este trabajo. Se
caracteriza por ser una linea tumoral adherente y altamente metastasica que no
expresa caveolina-1 por lo que fueron transfectadas establemente con los
vectores pLaclOP (Mock) y pLaclOP-caveolina-1 (CAV1), para expresar
caveolina-1 de manera inducible por IPTG y con los vectores pLaclOP-CAV1-
Y14F (mutante no fosforilable), pLaclOP-CAV1-Y14E (mutante fosfomimética)
para estudiar el efecto de la fosforilacion de caveolina-1 en la tirosina 14 (Ortiz
et al., 2016). Para generar lineas establemente transfectadas se seleccion¢ las
células con 750 pg/ml de higromicina por 3 semanas y las lineas celulares

fueron caracterizadas mediante Western blot.

HT29(US): Linea celular de adenocarcinoma de colon humano derivada de la
linea celular HT29(ATCC) obtenidas directamente de la American Type Culture

Collection (ATCC) (Torres et al., 2007). Estas células fueron transfectadas
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establemente con los vectores pLaclOP y pLaclOP-caveolina-1, para re-
expresar CAV1, generando los clones M1y C14 respectivamente (Bender et al.,

2000).

MDA-MB-231: Linea celular humana de cancer de mama, que expresa

endogenamente altos niveles de caveolina-1, por lo que fue transducida con
constructos shRNA para el silenciamiento de caveolina-1 (shCAV1) (Figura 4) o
con un constructo shScramble (shC) como control (Sigma- Aldrich Co.) (Urra et

al., 2012).

CCGGCGACGTGGTCAAGATTGACTTCTCGAG NAGTCH
ATCTTGACCACGTCGTTTT

SENTIDO LOOP ANTISENTIDD

Figura 4. Secuencia de la horquilla de shRNA para el silenciamiento de caveolina-1 en
células MDA-MB-231 clon # 1-5.

Células HEK-293T fueron transfectadas con los vectores de empaquetamiento viral (pMDL,
pVSV y pREV) mas el plasmido que contiene la secuencia de interés (pLKO.1) conteniendo la
secuencia del shScramble o la secuencia contra caveolina-1. Las células se incubaron por 48-
96 h en estufa de cultivo. Pasado el tiempo de incubacién, se tomo el sobrenadante de la placa
usando una jeringa, y el medio fue filtrado usando un filtro con un tamafo de poro de 0.45 ym.
Posteriormente, las células MDA-MB-231 fueron transducidas usando el sobrenadante diluido
1:5 con medio DMEM-F12 10% SFB y mantenidas en estufa de cultivo por 24-48 h. Pasado el
tiempo de infeccidn, las células fueron seleccionadas con puromicina 5ug/ml por 7 dias antes de
ser usadas.

Las lineas celulares metastasicas no expresan E-cadherina por lo que fueron
transfectadas con el vector pBATEM2 para la expresion transitoria de E-

cadherina (Torres et al., 2007).
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b). No Metastasicas
HT29(ATCC): Linea celular de adenocarcinoma de colon humano obtenidas

directamente de la American Type Culture Collection (ATCC).

DLD1: Linea celular humana de adenocarcinoma de colon.

Ambas lineas celulares expresan bajos niveles de caveolina-1 por los que
fueron transfectadas establemente con los vectores pLaclOP (Mock) y
pLaclOP-caveolina-1 (CAV1), para expresar caveolina-1 de manera inducible
por IPTG.

Cada linea celular fue mantenida en el medio de cultivo respectivo, RPMI 1640
(B16F10 y DLD1), DMEM-F12 (MDA-MB-231) y DMEM High Glucosa
(HT29(US) y HT29(ATCC)) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
y antibioticos (penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100 pg/ml) a 37 °C en

atmosfera humeda y 5% de COa.
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2. MATERIALES

a) Cultivo celular

Tabla 1. Lista de reactivos utilizados en cultivo celular.

NOMBRE ABREV. | DESCRIPCION | FABRICANTE | No. CAT.
Medio Roswell Park RPMI Medio de Gibco Life 23400-021
Memorial Institute 1640 cultivo Technologies
Medio Dulbecco’s DMEM- Medio de Gibco Life 12800-017
Modified Eagle HG cultivo Technologies
High Glucose
Medio Dulbecco’s DMEM- Medio de Gibco Life 12400-024
Modified Eagle-Nutrient F12 cultivo Technologies
Mixture F-12
Penicilina/Estreptomicina PSN Mezcla de Gibco Life 15640-055
antibidticos Technologies
Suero Fetal Bovino SFB Suplemento Biological 0400112
para medio de Industries
cultivo
Isopropil- B -D-1- IPTG Compuesto US Biological 18500
tiogalactopiranosido que imita a la
alolactosa,
inductor de la
expresion
proteica
Tampon Fosfato Salino PBS Tampon Gibco Life 70013
Fosfato Salino | Technologies
Tripsina-EDTA - Tripsina Gibco Life 25200072
recombinante Technologies
Higromicina B - Antibidtico de US Biological H9700-
seleccion 0513

Tabla 1. Lista de reactivos utilizados en cultivo celular. En la tabla se muestran los reactivos
utilizados en cultivo celular, su origen y numero de catalogo.
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b) Reactivos generales
Los reactivos para la determinacion de la concentracién de proteinas mediante
el método del acido bicinconinico (BCA) (catalogo No. 23223 y 23224) y los
Dynabeads® acoplados a proteina A (catalogo No. 10001D) fueron obtenidos
en ThermoFisher Scientific. EI EZ-ECL (catalogo No. 20-500-1000) proviene de
Biological Industries. El kit para ensayos de proliferacion MTS® (catalogo No.
G3582) y la tripsina utilizada en espectrometria de masa (Trypsin Gold, Mass
Spectrometry Grade, catalogo No. V5280) provienen de Promega (Madison, WI,
USA). El reactivo de transfecciéon Fugene 6 (catalogo No. 11814443001) fue
comprado a Roche. La proteina A/G sefarosa (catalogo No. sc-2003) proviene
de Santa Cruz. El antioxidante N-acetilcisteina (catalogo No. A8199), las
tinciones para los ensayos de migracién e invasion, Cristal violeta (catalogo No.
HT90132) y Azul de Tolouidina (catalogo No. 198161) respectivamente y los
reactivos utilizados en las determinaciones metabdlicas; Piruvato (catalogo No.
P2256), FCCP (catalogo No. C2920), Rotenona (catalogo No. R8875),
Oligomicina A (catalogo No. 75351), Glucosa (catalogo No. G8270), 2-DG
(catalogo No. D8375), Glutamina (catalogo No. G3126), Succinato (catalogo No.
W327700), Antimicina A (catalogo No. A8674), Ascorbato (catalogo No. A4034)
y TMPD (catalogo No. 87890) fueron obtenidos en Sigma-Aldrich. El
permeabilizador de membrana XF (XF PMP, catalogo No. 102504-100)

proviene de Seahorse Bioscience, Aligent Technologies.
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c) Anticuerpos
El anticuerpo monoclonal (catalogo No. C13620) y policlonal (catalogo No.
C610060) anti caveolina-1, el anticuerpo anti pY14-caveolina-1 (catalogo No.
611339), el anticuerpo anti B-Catenina (catalogo No. 610154), el anticuerpo
monoclonal anti E-cadherina (catalogo No. 610182), el anticuerpo anti Rac-1
(catalogo No. 610651) y el anticuerpo anti PTP1B (catalogo No. 610140) se
obtuvieron en BD Transduction Laboratories. El anticuerpo policlonal anti (3-
Actina se obtuvo en Sigma-Aldrich (catalogo No. A5060). El anticuerpo
policlonal anti E-cadherina (catalogo No. sc-7870) y el anticuerpo anti Rab-5
(catalogo No. Sc-46692) provienen de Santa Cruz Biotechnology. El anticuerpo
anti pY654-3-Catenina (catalogo No. ab24925) proviene de ABCAM. El
anticuerpo anti pY416-Src (catalogo No. 2101) se obtuvo desde Cell Signaling y
el anticuerpo anti PTPN14 (catalogo No. MAB4458) proviene de R&D Systems.
Los anticuerpos secundarios anti-lgG de raton (catalogo No. 1706516) y anti-
IgG de conejo (catalogo No. 1706515) acoplados a la enzima peroxidasa de

rabano (HRPO) provienen de Bio-Rad Laboatories.

d) Plasmidos
Los plasmidos pLaclOP para la expresion de caveolina-1 wild-type y las
mutantes Y14F e Y14E y el plasmido pBATEM2 para la expresiéon de E-
cadherina han sido descritos previamente por trabajos de nuestro laboratorio

(Bender et al., 2000; Torres et al., 2007; Urra et al., 2012; Lobos-Gonzalez et
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al., 2013; Ortiz et al., 2016). Los plasmidos sensores de peroxido de hidrogeno
(HyPer) mitocondrial (pHyPer-dMito, No. FP942) y citoplasmatico (pHyPer-cyto,
No. FP941) fueron obtenidos en EVROGEN (Moscu, Rusia). El plasmido para
expresion de la fosfatasa PTPN14; wild-type (pcDNA3-V5-PTPN14-wt, No.

61003) proviene de Addgene (Cambridge, MA, USA).

3. TRANSFECCION DE CELULAS EN SUSPENCION
Se incub6 18 pl del reactivo de transcripcion Fugene 6® (Roche) mas 582 ul de
OPTIMEM por 5 min a temperatura ambiente, posteriormente se agreg6 6 pl de
DNA plasmidial a esta mezcla, se homogenizé por pipeteo y se incubo a
temperatura ambiente por 15 min. Las células fueron incubadas con tripsina por
5 min a 37 °C. 3 X 10° células se mezclaron con 600 pl de mezcla de
transfeccion y se agregaron a una placa de cultivo de 10 cm mas 5400 pl de

medio de cultivo suplementado con 10 % de SFB.

4. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS Y WESTERN BLOT
Los extractos proteicos se obtuvieron arrastrando las células con 600 yl PBS
frio con inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 1 mM, Na3zVO4 1mM, NaF
10 mM, Benzamida 100 pg/ml, Antipaina 10 pg/ml y Leupeptina 12,5 pg/ml). Se
centrifugo el lisado por 6 min a 400 x g a 4 °C, se elimino el sobrenadante y el

pellet se sonicd en tampodn (Hepes 0.2 mM pH 7.4, SDS 10 %, Benzamidina 10
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pug/ml, Leupeptina 1 pg/ml, PMSF 1 mM y NazVO4 1mM). Se determind la
concentracion de proteinas mediante el método del acido bicinconinico (BCA),
utilizando placas de 96 mm y se ley6 la absorbancia de las muestras a 562 nm
utilizando el equipo de ELISA VersaMax (Molecular Device, Sunnyvate, USA).
El equivalente de 50 pg de proteina total se denatur6 a 95 °C por 5 min en
tampdn Laemmli. Las muestras se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida/SDS al 12%. Después de la separacién, las proteinas se
electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 100 V por 75 min. Luego
la membrana se bloqued por 1 h en leche descremada al 5 % para proteinas no
fosforiladas y en gelatina 10 % en PBS-Tween (PBS-T) para caveolina-1 y [3-
catenina fosforiladas a temperatura ambiente.

Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios en agitacién, como
se describe en la Tabla 2 por 1 h a temperatura ambiente en agitacion. Se
incubaron en agitacion con anticuerpo secundario anti-lgG de ratdn o conejo
acoplado a HRPO (1:5000) en PBS-T por 1 h a temperatura ambiente. La
deteccion se realizd mediante el sistema EZ-ECL (Biological Industries) y la
sefal fue capturada por un sistema de quimioluminicencia modelo Discovery
12iC de Ultralum (Claremont, CA USA). Las bandas obtenidas en el inmunoblot
fueron digitalizadas y analizadas densitometricamente, utilizando el programa

Imaged 1.34 software.
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Tabla 2. Anticuerpos Primarios utiliazados para Western blot.

ANTICUERPO ISOTIPO DILUCION

Caveolina-1 Policlonal /Conejo 1:5000 Leche 5% - PBS
Caveolina-1 Monoclonal/Ratén 1:3000 Leche 5% - PBS

pY14-Caveolina-1 | Monoclonal/Raton 1:3000 Gelatina 10% -
PBS-Tween 0.1%

pY416-Src Policlonal /Conejo 1:1000 Gelatina 10% -
PBS-Tween 0.1%

B-Actina Policlonal /Conejo 1:5000 Leche 5% - PBS
E-cadherina Monoclonal/Ratén 1:3000 Leche 5% - PBS
E-cadherina Policlonal /Conejo 1:3000 Leche 5% - PBS
B-Catenina Monoclonal/Ratén 1:3000 Leche 5% - PBS

pY654- (3- Monoclonal/Ratén 1:200 Gelatina 10% -
Catenina PBS-Tween 0.1%
PTP1B Monoclonal 1:1000 Leche 5% - PBS
PTPN14 Monoclonal 2 ug/ml Leche 5% - PBS
Rac-1 Monoclonal/Ratén 1:3000 Leche 5% - PBS
Rab-5 Monoclonal/Ratén 1:3000 Leche 5% - PBS

Tabla 2. Anticuerpos Primarios utilizados para Western blot. En la tabla se muestran los
anticuerpos primarios utilizados para Western blot, su origen, la dilucidn y matriz proteica
utilizada.

5. ENSAYOS DE PROLIFERACION (MTS)
Se sembrd 1 x 10* células en placas de 96 pocillos y la proliferacién celular fue
evaluada usando el kit de proliferacion MTS® (Promega), se agregd 20 pl de la
mezcla MTS:PMS en una razén de 20:1 a cada pocillo. Estos fueron incubados
por 1 hy 2 ha 37 °C. Finalmente, se determin6 la reduccion del compuesto
MTS en formazan por medicion de la absorbancia a 490 nm (lector de ELISA

VERSA Max, Molecular Devices).
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6. ENSAYOS DE MULTIHERIDA
Este protocolo fue adaptado del descrito por Chiang (Chiang et al., 2007). Se
sembré 6 x 10° células en placas de 6 cm. Cuando las células llegaron a una
confluencia de 80% y formaron una monocapa se hizo multiples heridas con un
peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre
puntas de 0.6-0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie
total. La monocapa de células se lavo con tampoén fosfato salino (PBS). Luego
del lavado se agreg6 medio sin o con 3% de SFB para estimular la migracion y
a distintos tiempos (0, 5, 15, 30, 45 y 60 min) y posteriormente se realizaron los
extractos proteicos los que fueron guardados a -20°C, para su posterior analisis

por Western blot.

7. ENSAYOS DE TRANSMIGRACION EN CAMARA DE BOYDEN
Los ensayos fueron realizados en camaras de Boyden (Transwell™ Costar, 6.5
mm de diametro, 8 ym de tamano de poro). Las camaras fueron pretratadas
con 100 pl de fibronectina (2ug/ml) en la parte inferior a 4 °C 18 h antes del
experimento. Al dia siguiente se lavo los insertos con 500 ul de PBS para retirar
el exceso de fibronectina y se agregé 500 ul de medio de cultivo suplementado
con 10% de SFB. Se sembrd 1.5 x 10* células suspendidas en medio de cultivo
en ausencia de suero, en la parte superior de cada inserto. Las células se
dejaron migrar por 2 h en el caso de las células B16F10 y MDA-MB-231 0 5 h

para las HT29(US) a 37 °C tiempo después del cual se fijaron y tifieron las
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células capaces de migrar con 500 ul de una solucidn de cristal violeta (cristal
violeta 0.1 % en metanol 20 %) durante 30 min. Se elimind el exceso de
colorante y cuidadosamente se elimind las células que no migraron (las que
quedaron en la cara superior del inserto), dejando solo las que migraron hacia
la cara interior del inserto. Se conté el numero de células que migraron en 6

campos diferentes utilizando un microscopio 6ptico con un aumento de 40X.

8. ENSAYOS DE INVASION EN MATRIGEL
Los ensayos de invasion fueron realizados en insertos cubiertos con Matrigel
(BD Biosciences, # 354480). Previamente, los insertos fueron re-hidratados por
2 h a 37 °C, luego se agreg6 500 pl de medio de cultivo suplementado con 10 %
de SFB a cada pocillo de la placa de 24 pocillos. Se sembraron 1.5 x 10*
células en 100 pl en medio de cultivo libre de suero en la cara superior de cada
inserto y se evalud la capacidad de las células de invadir por 22 h a 37 °C, para
esto las células que quedaron en la cara superior del inserto (células que no
invadieron) fueron eliminadas, y las que invadieron el matrigel fueron fijadas por
2 min en metanol frio, para luego ser tefiidas con azul de toluidina al 1%. Se
cortd cuidadosamente las membranas de cada inserto con un bisturi y se
montaron con Mowiol. Se conté el numero total de células invasivas en la

membrana, utilizando un aumento de 40X en el microscopio optico.
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9. ENSAYO DE METASTASIS EN RATONES C57BL/6
Ratones C57BL/6 de 8-12 semanas de edad recibieron una inyeccion
intravenosa (i.v) por la vena lateral de la cola de 2 x 10° células B16F10 (Mock),
B16F10 (CAV1), B16F10 (CAV1-PTPN14-wt). Luego de 21 dias post inyeccién
los animales fueron sacrificados, para posteriormente extraer los pulmones, los
cuales se fijaron en solucion de Feketes (Ausubel et al., 1996). Una vez fijados
los pulmones, se peso el érgano completo y luego se separd y se pesoé la masa
tumoral (masa negra) y se determind el porcentaje de ocupacion tumoral.

Simultaneamente se evalud la presencia de metastasis en otros érganos.

10.CITOMETRIA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ROS
Para determinar si existe un aumento en la produccion de ROS, las células
fueron transfectadas como se indicé en el punto 3 con los sensores de peroxido
de hidrogeno (HyPer) mitocondrial (pHyPer-dMito) o citoplasmatico (pHyPer-
cyto) los que son excitables a 420 y 500 nm y emiten a 516 nm. El analisis se

realizé mediante citometria de flujo en un FACS Canto (Beckton Dickinson).

11.PRECIPITACION POR AFINIDAD PARA RAB-5Y RAC1
Esta metodologia permite enriquecer desde un extracto celular la fraccion activa
de Rab-5 (Rab-5-GTP) y Rac-1 (Rac-1-GTP) al incubar el homogenizado celular

con una proteina de fusidn constituida por la enzima Glutation-S-Transferasa
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(GST) fusionada al motivo de unidén a Rab-5 y Rac-1 en sus formas activas
respectivamente. Los dominios de union son PBD (dominio de union a p21)
para Rac-1 y R5BD (dominio de union a Rab-5, de la proteina Rabptinab) para
Rab-5 las que fueron producidas y purificadas en nuestro laboratorio (Torres et

al., 2008).

12.INMUNOPRECIPITACION CON PROTEINA A/G AGAROSA
Las células fueron recolectadas con PBS suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (PMSF 1 mM, NazVOs 1TmM, NaF 10 mM, Benzamida
100 pg/ml, Antipaina 10 pg/ml y Leupeptina 12,5 ug/ml) en hielo, posteriormente
fueron lisadas por 15 min con Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, NP40 1% y el
coctel de inhibidores descritos anteriormente, el homogenizado se centrifugd a
16000 x g por 2 min y se determino la concentracion de proteinas mediante el
método del BCA en el sobrenadante. Al menos 2 g de proteinas fueron
inmunoprecipitadas con 2,5 ug de anticuerpo primario (anti caveolina-1
policlonal o anti E-cadherina policlonal) por 3 h a 4 °C con rotacion. Luego se
agregaron 25 yl de una mezcla 1:1 de proteina A/G agarosa, durante 12 h con
rotacién a 4°C. A continuacién la suspension se centrifugd a 1500 x g durante 5
min y el pellet fue resuspendido en 70 yl tampdn de carga para su posterior

analisis por Western blot junto al sobrenadante como input.
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13 INMUNOPRECIPITACION CON ESFERAS METALICAS ACOPLADAS
A PROTEINA A PARA ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Se transfirieron 50 pl de las esferas metalicas (Dynabeads® Protein A, novex
life technologies) acopladas a proteina A por condicion, se colocaron en una
gradilla magnética para separar las esferas de la solucion y se removid el
sobrenadante. Se agregd 2,5 ug de anticuerpo primario (anti caveolina-1
policlonal) diluido en 200 yl de PBS-Tween 0.1 % y se incubaron por 10 min a
temperatura ambiente en rotacion, posteriormente el tubo fue colocado en una
gradilla magnética con el fin de separar las esferas metalicas de la solucién, la
cual fue eliminada.

Las células se recolectaron con Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, NP40 1%
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 1 mM, NazVO4
1mM, NaF 10 mM, Benzamida 100 ug/ml, Antipaina 10 pg/ml y Leupeptina 12,5
pug/ml) en hielo, posteriomente fueron lisadas, el homogenizado se centrifugd a
16000 x g por 2 min y se determino la concentracion de proteinas mediante el
meétodo del BCA en el sobrenadante. Al menos 2 mg de proteinas en 500 ul de
PBS-Tween 0.1 % fueron incubadas por 2 h a temperatura ambiente junto a las
esferas metalicas acopladas al anticuerpo primario en rotacién, posteriormente
las esferas metdlicas fueron separadas y lavadas tres veces con PBS e
incubadas en 70 yl tampdn de carga para su posterior analisis por Western blot

o fueron digeridas con tripsina para su analisis por espectrometria de masa.
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14 ANALISIS DE INMUNOPRECIPITADOS POR ESPECTROSCOPIA DE

MASA
A 50 pl de los inmunoprecipitados obtenidos como se menciond anteriormente,
se les agrego 44 yl de NH;HCO3 50 mM vy luego fueron incubadas con 1 pyl de
DTT 0.5 M a 56°C por 20 min, posteriormente se agregéo 2.7 ul de
iodoacetamida 0.55 M y las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente
en oscuridad por 15 min. 5 yl de las muestras fueron sometidas a digestiéon con
2 pl de Tripsina 1 pg/ pl (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega) a
37°C toda la noche. Los péptidos obtenidos fueron analizados en un equipo de
cromatografia capilar de fase reversa con ionizador de electrospray acoplado a
un espectrometro de masa (MS/MS) con trampa de iones (LTQ) segun lo

descrito por Vaisar (Vaisar et al., 2007).

15.DETERMINACION DEL CONSUMO DE OXiGENO DE CELULAS
METASTASICAS
Se sembré 2 x 10° células B16F10, 1 x 10° células HT29(US) Mock o CAV1 y
4 x 10° células MDA-MB231 shCAV1 o shC las cuales fueron transfectadas
para la expresion de E-cadherina, en placas de 24 pocillos XF24, luego de 24 h
las células fueron incubadas por 1 h en 1 ml de medio Seahorse Bioscience
XF24 Calibrant pH 7.4, suplementado con piruvato 100 mM vy glucosa 5.5 mM a
37°C. Se realizaron 4 mediciones cada 10 min. Posteriormente, las células

fueron tratadas con Oligomicina 1 pM, carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-
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hidrazona (FCCP) 0.5 yM y Rotenona 100 nM, después de cada tratamiento se
realizaron 4 mediciones cada 10 min. El consumo de oxigeno, fue determinado
por los cambios en la emision de un fluoroforo sensible a oxigeno embebido en
el sensor del analizador de flujo extracelular XF24 Seahorse (Seahorse

Bioscience, Aligent Technologies).

16.DETERMINACION DE LA CAPACIDAD GLICOLITICA DE CELULAS
METASTASICAS
Se sembré 2 x 10° células B16F10, 1 x 10° células HT29(US) Mock o CAV1y 4
x 10° células MDA-MB231 shCAV1 o shC las cuales fueron transfectadas para
la expresién de E-cadherina, en placas de 24 pocillos XF24, luego de 24 h se
agrego 225 pl de medio DMEM suplementado con NaCl 143 mM, L-glutamina 2
mM vy glucosa 10 mM, pH 7.35, pre calentado a 37°C, se removio 25 ul de
medio desde cada pocillo y las células fueron lavadas dos veces con 300 ul del
medio mencionado anteriormente, finalmente se agregaron 225 ul de medio por
pocillo. Se realizaron 3 mediciones, cada 10 min. Posteriormente, las células
fueron tratadas con glucosa 10 mM, Oligomicina 1 yM y 2-Deoxiglucosa (2-DG)
100 mM, después de cada tratamiento se realizaron 3 mediciones cada 10 min.
Se determind la acidificacion del medio extracelular como medida de la
actividad glicolitica de las células, determinado por los cambios en la emision de
un fluoréforo sensible a protones embebido en el sensor del analizador de flujo

extracelular XF24 Seahorse el cual fue hidratado en PBS a 37°C por 12 h.
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17.MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS
RESPIRATORIOS MITOCONDRIALES
Se sembré 2 x 10° células B16F10 (Mock) o (CAV1) las cuales fueron
transfectadas para la expresion de E-cadherina, en placas de 24 pocillos XF24.
Luego de 24 h, las células fueron permeabilizadas utilizando 1 nM del reactivo
XF PMP (XF Plasma Membrane Permeabilizer, Seahorse Bioscience, Aligent
Technologies) mas ADP 4 mM en medio MAS 1X (ver tabla 3), suplementado
con Piruvato 10 mM, como sustrato del complejo mitocondrial |. Inmediatamente
después de la adicion del reactivo permeabilizante se comenzd la medicion del
consumo de oxigeno, se realizaron 3 mediciones cada 4 min. Posteriormente,
las células fueron tratadas con Rotenona 2 pyM, Succinato 10 mM, Antimicina A
2 yM y Ascorbato 10 mM mas TMPD 100 uM; después de cada tratamiento se
realizaron 3 mediciones cada 4 min. Se determin6 el consumo de oxigeno por
cambios en la emision del fluoréforo sensible a oxigeno embebido en el sensor
del analizador de flujo extracelular XF24 Seahorse (Seahorse Bioscience,

Aligent Technologies).
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Tabla 3. Reactivos utilizados para la preparacion del medio de ensayo MAS

REACTIVO CONCENTRACION DE MEDIO DE
ENSAYO MAS 3X

Manitol 660 mM

Sacarosa 210 mM

KH,PO4 30 mM
MgCl, 15 mM

HEPES 6 mM
EGTA 3 mM

Fatty Acid Free BSA 0.6 % (m/v)

18.ANALISIS DEL METABOLOMA
Se sembré 6 x 10° células B16F10 (Mock) y (CAV1) en placas de 10 cm. Luego
de 24 h se realizo la extraccion de los metabolitos utilizando metanol : etanol
(1:1), las muestras fueron analizadas por cromatografia en fase liquida de alta
resolucion (HPLC) y por espectrometria de masa. Generando resultados de los
metabolitos ionizados positiva y negativamente. Los resultados fueron
analizados utilizando el software Markerlynx application manager que realiza la
deteccion automatica de los peaks seguido por el analisis de los componentes
principales que determina los 100 componentes principales (masa y el tiempo
de retencion) que contribuyen significativamente a la varianza observada dentro
de cada set de datos. Posteriormente se gener6 un Heat map utilizando un
analisis de agrupacidon jerarquica sin supervision; luego, los tiempos de
retencion obtenidos fueron comparados con la base de datos Metabosearch

(Metabolome Analysis: An Introduction, by Villas-Bbas, S.G., et al 2007).

75




19.ANALISIS ESTADISTICO
Los experimentos se repitieron al menos 3 veces por separado. Los datos se
presentan como promedio + S.E.M. La significancia estadistica se analizé con el
test no- paramétrico de Kruskal-Wallis para multiples comparaciones entre
distintos grupos, con un post test de Dunn y con el test no-paramétrico de
Mann-Whitney para comparacion entre dos grupos. Para el analisis de los

datos, un valor de p < 0.05 se considero significativo.
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lll. RESULTADOS

1. OBJETIVO ESPECIFICO 1
Determinar el efecto de la co-expresion de caveolina-1 y E-cadherina sobre los
niveles de fosforilacion en tirosina 14 de caveolina-1 y en tirosina 654 de (-

catenina y la migracién e invasion celular.

La expresion de E-cadherina inhibe la fosforilacion de caveolina-1 en la

tirosina 14 en células metastasicas.

La fosforilaciéon de caveolina-1 en Y14 parece ser un evento esencial para el
aumento en la migracion, células metastasicas presentan niveles elevados de
caveolina-1 fosforilada en Y14 en comparacion a células cancerigenas no
metastasicas (Joshi et ., 2008). Ademas la expresidén de E-cadherina es capaz
de bloquear el efecto promotor de la metastasis de caveolina-1 in vivo (Lobos-
Gonzalez et al., 2013). Estos antecedentes nos llevaron a preguntar si la
expresion de E-cadherina tiene un efecto sobre la fosforilacion de caveolina-1,
para esto se realizaron ensayos de multiherida para inducir la migracion en
células metastasicas, las cuales no expresan E-cadherina. Se utilizaron las
células de melanoma murino, B16F10, las células de adenocarcinoma de colon

humano, HT29(US) las que fueron transfectadas con el vector pLaclOP-
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caveolina-1 (CAV1) para la re-expresion de caveolina-1 y las células de cancer
de mama humano MDA-MB-231, las que expresan altos niveles de caveolina-1.
Se realizaron ensayos de Western blot con muestras obtenidas luego de O,
5,15, 30, 45 y 60 min de migracién posterior a la multiherida, donde se observo
que luego de 30 min de haber realizado la multiherida existe un aumento
significativo en la fosforilacion de caveolina-1 en Y14 en células B16F10 (Figura
5A) y MDA-MB-231 (Figura 7A) y luego de 15 min de inducida la migracion en
células HT29(US) (Figura 6A).

Las tres lineas celulares fueron transfectadas para la expresion transitoria de E-
cadherina utilizando el plasmido pBATEMZ2, la viabilidad de las células
metastasicas transfectadas con E-cadherina fue analizada como control y se
observé que la transfeccién del plasmido pPBATEM2 no produce cambios en la
viabilidad celular (Figura Suplementaria 1). Posteriormente se analiz6 el estado
de fosforilacion de caveolina-1 en Y14 luego de la induccion de la migracion y
se observo que la transfeccion del plasmido pBATEM2 no produce cambios en
la viabilidad celular (Figura suplementaria 1A, y B). Posteriormente se analizo el
estado de fosforilacion de caveolina-1 en Y14 luego del ensayo de multiherida
mencionado anteriormente y se observé que en las tres lineas celulares
metastasicas, la expresion de E-cadherina inhibe la fosforilacion de caveolina-1
en Y14 inducida luego de un estimulo migratorio, disminuyendo incluso la
fosforilacion de caveolina-1 inducida por el tratamiento con peréxido de

hidrogeno (utilizado como control positivo, 5 mM por 20 min) (Figura 5B, 6B y
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7B). Por lo tanto en ausencia de E-cadherina existe un aumento significativo de
la fosforilacion de caveolina-1 en Y14 luego de un estimulo migratorio, sin
embargo, en presencia de E-cadherina no se observa el aumento en la

fosforilacion de caveolina-1 en Y14.
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Figura 5. La expresién de E-cadherina inhibe la fosforilacién de caveolina-1 en la tirosina
14 en células B16F10.

(A) Se sembraron 6 x 10° células B16F10 transfectadas con el vector pLaclOP-caveolina-1
(CAV1) en placas de 6 cm, una vez formada la monocapa se hizo multiples heridas con un
peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-
0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie total. La monocapa de células
se lavo con PBS. Luego del lavado se agregé medio sin suero (tiempo 0) o con 3% de SFB para
estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15, 30, 45 y 60 min). Las células fueron
incubadas por 20 min con H,O, 5 mM, como control positivo. (B) Se realizé6 lo mencionado
anteriormente con células B16F10 (CAV1) transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEMZ2, para
la expresion de E-cadherina, utilizando como medio de transfecciéon FUGENE 6®. Las proteinas
se separaron por SDS-PAGE en geles al 12% y se analizaron mediante Western blot de
caveolina-1 fosforilada en Y14 (pY14-CAV1), caveolina-1 (CAV1), E-cadherina y B-actina. (C) El
grafico muestra el promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM) de la relaciéon
pY14-CAV1 /| CAV1 normalizada respecto a la condicidn control (tiempo 0). Los resultados se
analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns.
Diferencias significativas estan indicadas (# p < 0.001, * p<0.05).
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Figura 6. La expresién de E-cadherina inhibe la fosforilacién de caveolina-1 en la tirosina
14 en células HT29(US).

(A) Se sembraron 6 x 10° células HT29(US) transfectadas con el vector pLaclOP-caveolina-1
(CAV1) en placas de 6 cm, una vez formada la monocapa se hizo multiples heridas con un
peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-
0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie total. La monocapa de células
se lavo con PBS. Luego del lavado se agregé medio sin suero (tiempo 0) o con 3% de SFB para
estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15, 30, 45 y 60 min). Las células fueron
incubadas por 20 min con H,O, 5 mM, como control positivo. (B) Se realiz6 lo mencionado
anteriormente con células HT29(US) (CAV1) transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEM2,
para la expresion de E-cadherina, utilizando como medio de transfeccion FUGENE 6®. Las
proteinas se separaron por SDS-PAGE en geles al 12% y se analizaron mediante Western blot
de caveolina-1 fosforilada en Y14 (pY14-CAV1), caveolina-1 (CAV1), E-cadherina y 3-actina (C)
El grafico muestra el promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM) de la
relacion pY14-CAV1 / CAV1 normalizada respecto a la condiciéon control (tiempo 0). Los
resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post
test de Dunns. Diferencias significativas estan indicadas (* p<0.05).
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Figura 7. La expresién de E-cadherina inhibe la fosforilacién de caveolina-1 en la tirosina
14 en céulas MDA-MB-231.

(A) Se sembraron 6 x 10° células MDA-MB-231 (shC) en placas de 6 cm, una vez formada la
monocapa se hizo multiples heridas con un peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-
0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de
la superficie total. La monocapa de células se lavé con PBS. Luego del lavado se agregd medio
sin suero (tiempo 0) o con 3% de SFB para estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15,
30, 45 y 60 min). (B) Se realizé lo mencionado anteriormente con células MDA-MB-231 (shC)
transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEM2, para la expresion de E-cadherina, utilizando
como medio de transfecciéon FUGENE 6®. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE en geles
al 12% y se analizaron mediante Western blot de caveolina-1 fosforilada en Y14 (pY14-CAV1),
caveolina-1 (CAV1), E-cadherina y [-actina. (C) El grafico muestra el promedio de 3
experimentos independientes (promedio + SEM) de la relacién pY14-CAV1 / CAV1 normalizada
respecto a la condicion control (tiempo 0). Los resultados se analizaron estadisticamente con el
test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan
indicadas (# p < 0.001, ** p<0.005).
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La expresion de E-cadherina inhibe la fosforilacion de caveolina-1 en la

tirosina 14 en células no metastasicas.

Debido a que la expresion de E-cadherina es capaz de inhibir la fosforilacién de
caveolina-1 en la Y14 en células metastasicas que normalmente no expresan E-
cadherina, se quiso determinar qué ocurre con el estado de fosforilacion de
caveolina-1 en células de cancer no metastasicas que expresan E-cadherina de
manera endogena. Con este fin, se realizaron ensayos de multiherida para
inducir la migracion en células humanas de cancer de colon DLD-1 las cuales
expresan E-cadherina y bajos niveles de caveolina-1, fueron transfectadas con
el vector pLaclOP-caveolina-1 (CAV1). Se realizaron ensayos de Western blot
con muestras obtenidas luego de 0, 5, 15, 30, 45 y 60 min de migracién
posterior a la multiherida, donde se observd que si bien existen niveles basales
de fosforilacion de caveolina-1 en Y14, no existe un aumento de ésta luego de
un estimulo migratorio (Figura 8). Por lo tanto, en células que normalmente
expresan E-cadherina, caveolina-1 no se fosforila en Y14 luego de un estimulo

migratorio.
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Figura 8. En células que expresan E-cadherina, caveolina-1 no se fosforila luego de un
estimulo migratorio.

(A) Se sembraron 6 x 10° células DLD1 transfectadas con el vector pLaclOP-caveolina-1
(CAV1) en placas de 6 cm, una vez formada la monocapa se hizo multiples heridas con un
peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-
0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie total. La monocapa de células
se lavo con PBS. Luego del lavado se agregé medio sin (tiempo 0) o con 3% de SFB para
estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15, 30, 45 y 60 min). Las células fueron
incubadas por 20 min con H,O, 5 mM, como control positivo. Las proteinas se separaron por
SDS-PAGE en geles al 12% y se analizaron mediante Western blot de caveolina-1 fosforilada
en Y14 (pY14-CAV1), caveolina-1 (CAV1), E-cadherina y B-actina (B) El grafico muestra el
promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM) de la relacion pY14-CAV1 /
CAV1 normalizada respecto a la condiciéon control (tiempo 0). Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias
significativas estan indicadas (*** p< 0.001).
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Efecto de la co-expresioén de caveolina-1 y E-cadherina sobre los niveles

de fosforilacion en tirosina 654 de B-catenina.

La interaccion de B-catenina con el dominio intracelular de las cadherinas es
regulada por la fosforilacion en tirosina de B-catenina, siendo una de las
fosforilaciones mas descritas, la fosforilacion en la tirosina 654 (Y654) (Roura et
al., 1999). La fosforilacion de B-catenina en tirosina, resulta en la pérdida de la
adhesion ceélula-célula principalmente por el desensamblaje del complejo
formado por E-cadherina-B-catenina-a-catenina (Balsamo et al., 1996). Se
quiso determinar el estado de fosforilacion de B-catenina en Y654 en ausencia y
en presencia de E-cadherina. Para esto se realizaron ensayos de multiherida
con las células metastasicas B16F10 y HT29(US) que fueron transfectadas para
la expresion de caveolina-1 utilizando el vector pLaclOP-caveolina-1 (CAV1).
Se realizaron ensayos de Western blot luego de 0, 5, 15, 30, 45 y 60 min de
migracion posterior a la multiherida, donde se observé que en estas células
metastasicas -catenina no se encuentra fosforilada en Y654 (Figura 9A y 9C).
Posteriormente se quiso determinar si la expresién de E-cadherina alteraria el
estado de fosforilacion de B-catenina en Y654, para esto las células B16F10
(CAV1) y HT29(US) (CAV1) fueron transfectadas para la expresion de E-
cadherina y se realizaron ensayos de multiherida como se mencioné
anteriormente con un posterior analisis mediante Western blot donde se

observé que en presencia de E-cadherina, B-catenina tampoco se encuentra

85



fosforilada en Y654 (Figura 9B y 9D). En base a estos resultados se puede
concluir que en los modelos celulares metastasicos B16F10 y HT29(US), la
fosforilacién de B-catenina en Y654 no es la involucrada en la mantencion de la
integridad del complejo con E-cadherina.

Debido a que ambas lineas metastasicas utilizadas anteriormente no expresan
caveolina-1 de manera endogena, se quiso investigar si existia una diferencia
en el estado de fosforilacion de B-catenina en células metastasicas que
expresan caveolina-1 endoégenamente, para esto se utilizaron las células MDA-
MB-231 y se realizaron ensayos de multiherida como se menciond
anteriormente y se observo que luego de 60 min de inducida la migracion existe
un aumento significativo de la fosforilacién de -catenina en Y654 (Figura 10).
El siguiente paso fue determinar qué ocurria con la fosforilacion de (B-catenina
en Y654 en células MDA-MB-231 que expresan E-cadherina, para esto las
células MDA-MB-231 fueron transfectadas para la expresion de E-cadherina y
se realiz6 un nuevo ensayo de multiherida y se observo que en células MDA-
MB-231 la expresion de E-cadherina inhibe la fosforilacion de B-catenina en
Y654 (Figura 10B). Por lo tanto en ausencia de E-cadherina existe un aumento
significativo de la fosforilacion de [-catenina en Y654 en las células
metastasicas de cancer de mama MDA-MB-231, que expresan caveolina-1
endogenamente, pero la expresion de E-cadherina inhibe la fosforilacion de (3-

catenina en Y654.

86



Por ultimo se quiso determinar que ocurria con el estado de fosforilacién de [3-
catenina en células no metastasicas que normalmente expresan E-cadherina,
para esto se utilizé la linea celular de cancer de colon, DLD1 donde se expresé
caveolina-1, mediante la transfeccion con el vector pLaclOP-caveolina-1
(CAV1), se realizaron ensayos de multiherida como se mencioné anteriormente
(Figura 11) y se observd que no existe un aumento significativo en la
fosforilaciéon de B-catenina en Y654, luego de un estimulo migratorio (Figura
12A y B), lo cual es concordante con los antecedentes que mencionan que en
éstas células caveolina-1, E-cadherina y [-catenina estan formando un

complejo (Torres et al., 2007; Rodriguez et al., 2009).
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Figura 9. B-catenina no se fosforila en Y654 en células metastasicas B16F10 y HT29(US).

Se sembraron 6 x 10° células (A) B16F10 y (C) HT29(US) transfectadas con el vector pLaclOP-
caveolina-1 (CAV1) en placas de 6 cm, una vez formada la monocapa se hizo multiples heridas
con un peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre puntas
de 0.6-0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie total. La monocapa de
células se lavé con PBS. Luego del lavado se agregé medio sin (tiempo 0) o con 3% de SFB
para estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15, 30, 45 y 60 min). Se realizé lo
mencionado anteriormente con células (B) B16F10-CAV1 y (D) HT29(US)-CAV1 transfectadas
con 2 ug del plasmido pBATEM2, para la expresiéon de E-cadherina, utilizando como medio de
transfeccion FUGENE 6®. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE en geles al 12% y se
analizaron mediante Western blot de B-catenina fosforilada en Y654 (pY654-3-CAT), B-catenina
(B-CAT), E-cadherina y B-actina. Se muestran Western blot representativos de 3 experimentos
independientes. Se utilizaron las células de cancer de ovario, OVCAR como control positivo de
la fosforilacion de B-catenina en Y654.
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Figura 10. La expresion de E-cadherina inhibe la fosforilacién de B-catenina en la tirosina
654 en células MDA-MB-231.

(A) Se sembraron 6 x 10° células MDA-MB-231 shScr en placas de 6 cm, una vez formada la
monocapa se hizo multiples heridas con un peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-
0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de
la superficie total. La monocapa de células se lavé con PBS. Luego del lavado se agregd medio
sin (tiempo 0) o con 3% de SFB para estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15, 30,45y
60 min). Las células fueron incubadas por 20 min con H,O, 5 mM, como control positivo. (B) Se
realizé lo mencionado anteriormente con células MDA-MB-231 shScr transfectadas con 2 ug del
plasmido pBATEM2, para la expresion de E-cadherina, utilizando como medio de transfeccion
FuGENE 6®. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE en geles al 12% y se analizaron
mediante Western blot de B-catenina fosforilada en Y654 (pY654-3-catenina ), B-catenina, E-
cadherina y B-actina. (C) El grafico muestra el promedio de 3 experimentos independientes
(promedio + SEM) de la relacién pY654-B-catenina / (-catenina normalizada respecto a la
condicién control (tiempo 0). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no
parameétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan indicadas (*
p<0.0
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Figura 11. En células que expresan E-cadherina, B-catenina no se fosforila luego de un
estimulo migratorio.

(A) Se sembraron 6 x 10° células DLD1 transfectadas con el vector pLaclOP-caveolina-1
(CAV1) en placas de 6 cm, una vez formada la monocapa se hizo multiples heridas con un
peine metalico con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-
0.7 mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie total. La monocapa de células
se lavo con PBS. Luego del lavado se agregé medio sin (tiempo 0) o con 3% de SFB para
estimular la migracion y a distintos tiempos (5, 15, 30, 45 y 60 min). Las células fueron
incubadas por 20 min con H,O, 5 mM, como control positivo. Las proteinas se separaron por
SDS-PAGE en geles al 12% y se analizaron mediante Western blot B-catenina fosforilada en
Y654 (pY654-3-CAT), B-catenina (B-CAT), E-cadherina y B-actina. (B) El grafico muestra el
promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM) de la relacién pY654-3-CAT/ 3-
CAT normalizada respecto a la condicién control (tiempo 0). Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias
significativas estan indicadas (* p<0.05).
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La expresion de E-cadherina inhibe el aumento en la migracion celular

inducido por caveolina-1 en células metastasicas.

El rol de caveolina-1 en la migracion celular es controversial y depende del
contexto celular, ya que se le ha atribuido tanto un rol positivo como negativo.
Trabajos de nuestro laboratorio han reportado que en células metastasicas
B16F10 y MDA-MB-231 la expresion de caveolina-1 favorece la migracion
celular en 2D (Urra et al., 2012; Lobos-Gonzalez et al., 2013) y la expresion de
E-cadherina es capaz de suprimir el aumento de la migracion de células de
melanoma murino B16F10 en ensayos de herida y de células de melanoma
humano en 3D, ademas de suprimir la habilidad de caveolina-1 para promover
metastasis in vivo (Lobos-Gonzalez et al., 2013). Es por esto que se quiso
determinar si en las lineas celulares metastasicas la expresion de caveolina-1
es capaz de inducir un aumento de la transmigracion celular (3D) y ademas
estudiar el efecto de la expresion de E-cadherina sobre la migracion celular.
Para esto se realizaron ensayos de migracion en transwell con las células
metastasicas; B16F10 y HT29(US) que no expresan caveolina-1 (Mock), como
con las que expresan caveolina-1 (CAV1) y con células MDA-MB-231 que
expresan caveolina-1 (shC) las que fueron transducidas con un shRNA para el
silenciamiento de la expresion de caveolina-1 (shCAV1). Ademas se expresé de
manera transitoria E-cadherina y se analizé la capacidad migratoria de las
células por 2 h, en el caso de las células B16F10 y MDA-MB-231 y por 5 h para

las células HT29(US).
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La expresion de caveolina-1 indujo un aumento significativo en la migracion
celular en las tres lineas celulares metastasicas utilizadas y la expresion de E-
cadherina fue capaz de suprimir este aumento (Figura 12). Por lo tanto, la
expresion de E-cadherina es capaz de inhibir la migracién celular, uno de los

procesos mas importantes involucrados en la metastasis.
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Figura 12. La expresion de E-cadherina inhibe el aumento en la migracién celular
inducido por caveolina-1 en lineas celulares metastasicas.

Se sembraron 6 x 10° células (A) B16F10, (B) HT29(US) transfectadas con el vector pLaclOP
(Mock) y pLaclOP-caveolina-1 (CAV1) o (C) células MDA-MB-231 tranducidas con shRNA para
el silenciamiento de caveolina-1 (shCAV1) o con un constructo control shScramble (shC) en
placas de 6 cm, 24 h después fueron transfectadas con 2 pg del plasmido pBATEM2, para la
expresion de E-cadherina, utilizando como medio de transfeccién FUGENE 6®. 24 h después,
fueron tratadas por 48 h en el caso de las B16F10 0 24 h para las HT29(US) con IPTG (1 mM).
Al término del tratamiento, las células fueron tripsinizadas y se sembraron 1.5 x 10* células en
transwell de 6.5 mm de diametro, que poseen una membrana con poros de 8 um cubiertos con
fibronectina (2 pg/ml), se agregdé medio de cultivo con 10% SFB en el pocillo inferior, las células
se dejaron migrar en ausencia de suero durante 2 h (B16F10 y MDA-MB-231) 0 5 h (HT29(US)).
Después de este tiempo, las células fueron tefidas vy fijadas con cristal violeta/metanol por 30
min. Las células que no migraron, y que se encuentran en la parte superior del transwell, fueron
eliminadas. Se cont6 el nimero de células que migraron en 6 campos. Los graficos muestran el
promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM) del numero de células que
migraron por campo en cada condicion fue normalizado por el nimero de células sin CAV1
(Mock o shCAV1). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico
Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas en relacién a las células Mock
estan indicadas (*** p < 0.001, ** p<0.01).
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La expresion de E-cadherina inhibe el aumento en la invasion celular

inducida por caveolina-1 en células metastasicas.

Para evaluar el rol promotor de metastasis de caveolina-1 y el efecto de la
expresion de E-cadherina sobre la capacidad metastasica, se analizé la
capacidad invasiva de las células metastasicas B16F10, HT29(US) y MDA-MB-
231, en matrigel. Este ensayo se realizd tanto en las células que no expresan
caveolina-1, B16F10 (Mock), HT29(US) (Mock) y MDA-MB-231 (sh-CAV1),
como en las que expresan caveolina-1 B16F10 (CAV1), HT29(US) (CAV1) y
MDA-MB-231 (shC). Ademas se expresé de manera transitoria E-cadherina
utilizando el vector de expresion pBATEM2. En este ensayo las células que
tienen la capacidad de degradar los componentes de la matriz extracelular
pueden atravesar los poros de las membranas de los insertos. Las células
B16F10, HT29(US) y MDA-MB-231 con y sin caveolina-1 que expresaron o no
E-cadherina fueron sembradas en la parte superior del inserto en ausencia de
suero y se dejaron invadir por 22 h, tiempo después del cual se cuantificé las
células que atravesaron la membrana de los insertos con matrigel. Se observo
que las células que expresaron caveolina-1 (B16F10 (CAV1), HT29(US) (CAV1)
o MDA-MB-231 (sh-C)) tenian una mayor capacidad invasiva (Figura 13) de
alrededor de 60 veces en el caso de las células B16F10 (CAV1) (Figura 13A), 2
veces en el caso de las células HT9(US) (CAV1) (Figura 13B) y 80 veces en el

caso de las células MDA-MB-231 (shC) (Figura 13C) en relacion a las células
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que no expresan caveolina-1; sin embargo, la expresion de E-cadherina es
capaz de bloquear este aumento en la invasion llegando a niveles similares a
las células control (Mock o shCAV1) (Figura 13). Por lo tanto, caveolina-1 es
capaz de potenciar otro de los pasos esenciales de la metastasis, la invasion, y
la expresién de E-cadherina bloquea el aumento en la invasion inducido por
caveolina-1, lo que se correlaciona con la inhibicion del rol promotor de
metastasis de caveolina-1, descrito por nuestro laboratorio (Lobos-Gonzalez et

al., 2013).
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Figura 13. La expresién de E-cadherina inhibe el aumento en la invasion celular inducida
por caveolina-1 en lineas celulares metastasicas.

Se sembraron 6 x 10° células (A) B16F10, (B) HT29(US) transfectadas con el vector pLaclOP
(Mock) y pLaclOP-caveolina-1 (CAV1) o (C) células MDA-MB-231 tranducidas con shRNA para
el silenciamiento de caveolina-1 (shCAV1) o con un constructo control shScramble (shC) en
placas de 6 cm, 24 h después fueron transfectadas con 2 pg del plasmido pBATEM2, para la
expresion de E-cadherina, utilizando como medio de transfeccion FUGENE 6®. 24 h después,
fueron tratadas por 48 h en el caso de las B16F10 o 24 h para las HT29(US) con IPTG (1 mM).
Al término del tratamiento, las células fueron tripsinizadas y se sembraron 1.5 x 10* células en
insertos que contienen matrigel, se agregd medio de cultivo con 10% SFB en el pocillo inferior,
las células se dejaron invadir en ausencia de suero durante 24 h. Después de este tiempo, las
células fueron fijadas con metanol por 2 min y tefiidas con azul de toluidina por 30 min. Se cont6
el niumero total de células que fueron capaces de invadir. Los graficos muestran el promedio de
3 experimentos independientes (promedio + SEM) del nimero de células que invadieron en
cada condicién fue normalizado por el numero de células que no expresan CAV1 (Mock o
ShCAV1). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-
Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan indicadas (*** p < 0.001, **
p<0.01, * p<0.05).
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La expresion de E-cadherina no es capaz de inhibir la migracion e

invasion inducida por la expresion de caveolina-1 fosfomimética.

Debido a que la expresion de E-cadherina es capaz de inhibir la fosforilacion de
caveolina-1 en Y14 y la promocion de la migracion e invasién por caveolina-1 se
quiso determinar el efecto de la expresién de E-cadherina sobre la migracion e
invasion de células B16F10 que expresan una caveolina-1 mutada que no
puede ser fosforilada en la tirosina 14 (Y14F) o una fosfomimética (Y 14E) (Ortiz
et al,, 2016) las cuales fueron transfectadas de manera transitoria para la
expresion de E-cadherina y se analiz6 la capacidad migratoria de las células por
2 h (Figura 14A) y la capacidad invasiva por 24 h (Figura 14B).

La expresion de una caveolina-1 no fosforilable (Y14F) bloquea la capacidad de
migrar e invadir de las células B16F10 (Figura 14 A y B), en cambio la
expresion de una caveolina-1 donde el residuo de tirosina 14 fue cambiado por
un residuo de acido glutamico (Y14E) induce un aumento aun mayor en la
migracion e invasion (aproximadamente 10 y 130 veces, respectivamente) en
relacion a las células que no expresan caveolina-1 (Mock) (Figura 14 Ay B).

La expresion de E-cadherina como se mostré en las Figuras 12A y 13A, es
capaz de inhibir el aumento en la migracién e invasion inducido por caveolina-1,
este no es el caso, cuando las células expresan una caveolina-1 fosfomimética
de su fosforilacion en Y14 (Y14E), donde la expresién de E-cadherina

disminuye la migracién e invasién en relacion a las células B16F10 (CAV1-
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Y14E) que no expresan E-cadherina, pero esta significativamente aumentada
en comparacion a las células Mock y células CAV1. Por lo tanto, la fosforilacion
en Y14 de caveolina-1 es un evento esencial para la promocion de la migraciéon

e invasion inducida por caveolina-1.
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Figura 14. La expresion de E-cadherina no es capaz de inhibir la migracién e invasion
inducida por la expresién de caveolina-1 fosfomimética.

Se sembraron 6 x 10° células B16F10 (Mock), (CAV1), CAV1-Y14F (Y14F, mutante no
fosforilable), CAV1-Y14E (Y14E, mutante fosfomimética) en placas de 6 cm, 24 h después
fueron transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEM2, para la expresion de E-cadherina,
utilizando como medio de transfecciéon FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas por 48 h con
IPTG (1 mM). Al término del tratamiento, las células fueron tripsinizadas y se sembraron 1.5 x
10* células en (A) transwell de 6.5 mm de diametro, que poseen una membrana con poros de 8
pum cubiertos con fibronectina (2 pg/ml), se agregé medio de cultivo con 10% SFB en el pocillo
inferior, las células se dejaron migrar en ausencia de suero durante 2 h. Después de este
tiempo, las células fueron tefidas y fijadas con cristal violeta/metanol por 30 min. Las células
que no migraron, y que se encuentran en la parte superior del transwell, fueron eliminadas. Se
contd el numero de células que migraron en 6 campos o en (B) insertos que contienen matrigel,
las células se dejaron invadir en ausencia de suero durante 24 h. Después de este tiempo, las
células fueron fijadas con metanol por 2 min y tefiidas con azul de toluidina por 30 min. Se cont6
el niumero total de células que fueron capaces de invadir. Los graficos muestran el promedio de
3 experimentos independientes (promedio + SEM) del (A) numero de células que migraron por
campo en cada condicién fue normalizado por el numero de células sin CAV1 (Mock) o (B) del
numero de células que invadieron en cada condicién fue normalizado por el nimero de células
que no expresan CAV1 (Mock). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no
paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan indicadas
(** p <0.001).
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2. OBJETIVO ESPECIFICO 2
Estudiar la participaciéon de Src en la fosforilacion en tirosina 14 de caveolina-1

y en tirosina 654 de B-catenina en presencia y ausencia de E-cadherina.

La activacién constitutiva de Src no suprime la inhibicién de la migracion

ejercida por E-cadherina.

La fosforilacion de caveolina-1 en Y14 cumple un rol fundamental en la
migracion celular y la expresion de E-cadherina es capaz de inhibirla frenando
de esta manera el aumento tanto en la migracion como en la invasion celular
inducida por caveolina-1. Por ello, es importante determinar cual es la quinasa
responsable de la fosforilacion de caveolina-1 en Y14. Existen antecedentes de
que caveolina-1 puede ser fosforilada por las proteinas quinasas no receptoras
Src, Fyn y Abl en respuesta a varios estimulos (Mastik et al., 1995; Li et al.,
1996; Mastik et al., 1997; Volonte et al., 2001; Cao et al., 2002; Kimura et al.,
2002; Rizzo et al., 2003; Cao et al., 2004), estos sumados a antecedentes del
laboratorio que muestran que en presencia del inhibidor de la familia de las Src
quinasas PP2, el aumento de la migracién celular inducida por caveolina-1 es
reducida (Urra et al., 2012). Se quiso investigar si era Src la quinasa
involucrada en la fosforilacion de caveolina-1. Para esto, se co-transfectaron
células B16F10 (Mock) y (CAV1) con E-cadherina y un plasmido que codifica

para una proteina Src constitutivamente activa (Src Y527F) esperando que la
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activacion constitutiva de Src fuese capaz de bloquear el efecto inhibitorio de E-
cadherina. Se realizaron ensayos de migracion por transwell observandose que
en presencia de Src constitutivamente activa, E-cadherina sigue inhibiendo el
aumento en la migracion celular inducida por caveolina-1 (Figura 15). Por lo
tanto, en este modelo de estudio, podrian estar otras quinasa involucradas en la
fosforilaciéon de caveolina-1 en Y14, como lo indica la literatura, puede ser Abl.
Por el otro lado con los resultados obtenidos de los andlisis de los
inmunoprecipitados de caveolina-1 por espectrometria de masa (objetivo
especifico 3), la quinasa Fes podria estar involucrada ya que inmunoprecipita
con caveolina-1 en células B16F10 (CAV1) en ausencia de E-cadherina (Tabla

4).
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Figura 15. La activacion constitutiva de Src no suprime la inhibicién de la migraciéon por
E-cadherina.

Se sembraron 6 x 10° células B16F10 (Mock) y (CAV1) que fueron transfectadas o no, con el
vector para la expresion de E-cadherina, pBATEMZ2, utilizando como medio de transfeccién
FUGENE 6® fueron co-transfectadas con el plasmido que codifica para una proteina Src
constitutivamente activa (pCMV1-SrcY527F) o con el vector vacio (pCMV1). 24 h después,
fueron tratadas por 48 h con IPTG (1 mM). Al término del tratamiento, las células fueron
tripsinizadas y se sembraron 1.5 x 10* células B16F10, en transwell de 6.5 mm de diametro, que
poseen una membrana con poros de 8 um cubiertos con fibronectina (2 pg/ml), las células se
dejaron migrar en ausencia de suero durante 2 h (B16F10). Después de este tiempo, las células
fueron tefidas y fijadas con cristal violeta/metanol por 30 min. Las células que no migraron, y
que se encuentran en la parte superior del transwell, fueron eliminadas. Se conté el niUmero de
células que migraron en 6 campos. El grafico muestra el promedio (promedio + SEM) de 3
experimentos donde el nimero de células B16F10 que migraron en cada condicion fue
normalizado por el numero de células Mock-pCMV1. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias
significativas estan indicadas (** p< 0.005, * p < 0.05).
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3. OBJETIVO ESPECIFCO 3
Determinar si los complejos proteicos formados con caveolina-1 en presencia
de E-cadherina contienen PTPN14, la que contribuye a la desfosforilacion de

caveolina-1 en tirosina 14.

E-cadherina inmunoprecipita con caveolina-1 y disminuye la fosforilacion

de caveolina-1 en Ia tirosina 14 en células B16F10.

En este trabajo se ha mostrado que la expresion de E-cadherina es capaz de
inhibir la fosforilacion de caveolina-1 disminuyendo la migracion e invasion
celular inducida por la expresidon de caveolina-1, pero el mecanismo por el cual
la expresiéon de E-cadherina es capaz de suprimir la habilidad promotora de
metastasis de caveolina-1 es desconocido. Antecedentes del laboratorio han
mostrado que en presencia de E-cadherina caveolina-1 puede formar un
complejo con ésta en la membrana (Torres et al.,, 2007). Es por esto que se
quiso investigar si en células de melanoma murino B16F10 que fueron co-
transfectadas para la expresion de caveolina-1 (B16F10 (CAV1)) y E-cadherina
ambas proteinas co-inmunoprecipitan, para esto se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion  utilizando un anticuerpo anti-caveolina-1 y los
inmunoprecipitados se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos
anti E-cadherina y caveolina-1. Como se observa en la Figura 16 en células

B16F10 que co-expresan ambas proteinas, E-cadherina co-inmunoprecipitd con
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caveolina-1. Ademas se observa que la caveolina-1 inmunoprecipitada se
encuentra fosforilada en Y14 (Figura 16A) y cuando se expreso E-cadherina en
células B16F10 (CAV1) la fosforilacién de caveolina-1 en Y14 disminuy6 en un
60 % en relacion en células que no expresaban E-cadherina (Figura 16A). Por
lo tanto en presencia de E-cadherina, caveolina-1 es capaz de formar un
complejo con ésta lo cual estaria disminuyendo la fosforilacion de caveolina-1
en Y14 lo que se correlacionaria con la disminucion observada en la migracion

e invasion inducida por caveolina-1.
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Figura 16. E-cadherina co-inmunoprecipita con caveolina-1 y disminuye la fosforilacion
de caveolina-1 en la tirosina 14 en células B16F10.

Se sembraron 1 x 10° células B16F10 transfectadas con el vector pLaclOP (Mock) y pLaclOP-
caveolina-1 (CAV1) en placas de 10 cm, 24 h después fueron transfectadas con 6 ug del
plasmido pBATEM2, para la expresion de E-cadherina, utilizando como medio de transfeccion
FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas por 48 h con IPTG (1 mM), posteriormente se
obtuvo los extractos celulares. (A) El extracto proteico total (2 mg) fue inmunoprecipitado con un
anticuerpo policlonal para caveolina-1 (2.5 yg por condicién), se separé mediante SDS-PAGE y
se detectd por inmunoblot la presencia de proteinas con el anticuerpo anti-E-cadherina y anti-
caveolina-1 monoclonal o con el anticuerpo anti-pY14-CAV1. (B) Se muestra el inmunoblot del
extracto proteico original (input) a partir del cual se realiz6 la inmunopreciptacion. Se muestran
Western blots representativos y el promedio (promedio + SEM) de 3 experimentos
independientes.
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La fosfatasa PTPN14 co-inmunoprecipita con caveolina-1 en presencia de

E-cadherina

En esta tesis se ha mostrado que la expresion de E-cadherina es capaz de
inhibir la fosforilacion de caveolina-1 disminuyendo la migracion e invasion
celular inducida por la expresidon de caveolina-1, pero el mecanismo por el cual
la expresién de E-cadherina es capaz de suprimir la habilidad promotora de
metastasis de caveolina-1 es desconocido. Antecedentes del laboratorio han
mostrado que en presencia de E-cadherina caveolina-1 puede formar un
complejo con ésta en la membrana (Torres et al., 2007). Ademas en la Figura
16A se mostré que E-cadherina co-inmunoprecipita con caveolina-1 y disminuye
la fosforilacion de caveolina-1 en la tirosina 14 en células B16F10. Es por esto
que se quiso investigar si este complejo formado por caveolina-1 y E-cadherina
contiene una tirosina fosfatasa. Para esto se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion de caveolina-1 utilizando un anticuerpo policlonal anti-
caveolina-1 inmovilizados de manera covalente con esferas magnéticas con
células de melanoma murino B16F10 que fueron co-transfectadas para la
expresion de caveolina-1 (B16F10 (CAV1)) y E-cadherina. Las proteinas que
co-inmunoprecipitan con caveolina-1 fueron digeridas con tripsina y los péptidos
resultantes se analizaron en un equipo de cromatografia capilar de fase reversa
con ionizador de electrospray acoplado a un espectrometro de masa (MS/MS)

con trampa de iones. Las proteinas y péptidos obtenidos fueron comparados
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con la base de datos Mascot, utilizando el software Thermo Scientifi Proteome
Discoverer y se tabularon las proteinas y péptidos que solo se encontraron en
células que expresan caveolina-1 (CAV1, Tabla 4, columna izquierda) y los que
se encontraron solo en células que co-expresan caveolina-1 y E-cadherina
(CAV1-E-Cadherina, Tabla 2, columna derecha). Luego del analisis de los
inmunoprecipitados se puede observar que en células que co-expresan
caveolina-1 y E-cadherina, la tirosina fosfatasa no receptora tipo 14 (PTPN14)
co-inmunoprecipita con caveolina-1. No existen antecedentes previos en la
literatura de que PTPN14 desfosforila a caveolina-1, sin embargo PTPN14
contiene dos motivos PPxY en su region central los que facilitan la unién a
proteinas que contienen dominios WW (Barr et al.,, 2009). En la region
aminoacidica x-y, caveolina-3, posee un dominio tipo-WW con 2 residuos de
triptéfano (W) separados por 29 aminoacidos y luego del segundo triptofano, se
encuentra un residuo de Prolina (P) altamente conservado (W-(X)1g-®-X-®-W-
(X)3-P) que esta implicado en la regulacién de la degradacién de distrofina por
el proteasoma (Sotgia et al., 2000), esta region es altamente conservada en la
familia de las caveolinas, por lo que caveolina-1 también posee este dominio
tipo WW, por el cual podria unirse a PTPN14 y ser desfosforilada por esta
fosfatasa.

Para corroborar estos resultados se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion
de caveolina-1 con células de cancer de colon humano que expresan E-

cadherina HT29(ATCC) y células de melanoma murino B16F10 que no
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expresan E-cadherina, las que fueron transfectadas con el plasmido pPBATEM2
para la expresion transitoria de E-cadherina (Figura 17). Ademas, se utilizaron
células B16F10 que expresan caveolina-1 mutada en el residuo de tirosina 14 el
que fue mutado por: (1) un residuo de fenilalanina, por lo que no puede ser
fosforilada (Y14F) o (2) un residuo de acido glutamico, por lo que actua como
una mutante fosfomimética (Y14E), las cuales también fueron transfectadas
para la expresion de E-cadherina y mediante Westen blot se busco la presencia
de las fosfatasas PTPN14 y/o PTP1B (Figura 17).

En células que expresan E-cadherina, tanto la fosfatasa PTPN14 como PTP1B
co-inmunoprecipitan con caveolina-1, sin embargo en ausencia de E-cadherina
solo PTP1B co-inmunoprecipita con caveolina-1, mientras que PTPN14 solo
interacciona con la mutante de caveolina-1 que no puede ser fosforilada (Y14F)
(Figura 17B). Por lo tanto, en células que expresan E-cadherina, esta forma un
complejo con caveolina-1, lo que posiblemente es la responsable de disminuir la
fosforilacién de caveolina-1 en Y14, por la reclusion de la fosfatasa PTPN14.
Ademas la fosfatasa PTP1B, también seria capaz de desfosforilar a caveolina-1

en Y14 independiente de la expresion de E-cadherina.
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Tabla 4. Analisis de muestras de inmunoprecipitados de caveolina-1 en células B16F10

por espectrometria de masa.

B16F10 (CAV1)

B16F10 (CAV1/E-Cadherina)

Low-density lipoprotein receptor-related protein 2

Multidomain presynaptic cytomatrix protein

Histone acetyltransferase KAT6A Titin
TopBP1-interacting checkpoint and replication
Tyrosine-protein kinase Fes/Fps regulator

Alpha-protein kinase 1

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 2

Protein 4732456N10Rik Adenomatosis polyposis coli
Pleckstrin homology domain-containing family H
member 2 Fatty acid synthase
Amyloid beta A4 precursor protein-binding family B
member 2 Smad1

Spermatogenesis-associated protein 17

S1 RNA-binding domain-containing protein 1

RNA exonuclease 1 homolog

Hydrocephalus-inducing protein

Kinectin

NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial

Sorting nexin 14

RNA-binding protein 48

G-protein coupled receptor 75

Dennd4a, C-myc promoter-binding protein

Voltage-dependent P/Q-type calcium channel
subunit alpha-12

Matrilin-3

0Oog4 protein

Microtubule-actin cross-linking factor 1

Syntaxin-5

E3 ubiquitin-protein ligase RNF213

Nuclear envelope spectrin repeat protein 2

Serine/threonine-protein kinase WNK2

Magi3, Membrane associated guanylate kinase,
WW and PDZ domain containing 3

Disheveled-associated activator of morphogenesis
2

Protein Atp2b1

Protocadherin-17

Acetylcholinesterase collagenic tail peptide

Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory
subunit 3B

Chaperone activity of bc1 complex-like, mitocondrial

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

Zinc finger CCCH domain-containing protein 6

Protein Cyp2j12

Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
substrate

Serine/arginine repetitive matrix protein 2

Nuclin

Protein Spindly

mRNA-decapping enzyme 1B

DIP2 disco-interacting protein 2 homolog C

Eukaryotic translation initiation factor 4E type 1B

PH-interacting protein

E3 ubiquitin-protein ligase MYCBP2

MLX-interacting protein

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 9

diaphanous homolog 3

Zinc finger protein 800

Centriolin

Cyclin B3

HEAT repeat-containing protein 3

Kinesin-like protein KIF9

Multiple PDZ domain protein

FAM129C, Phospholipid binding

Serine (Or cysteine) peptidase inhibitor, clase B,
member 9b

Nucleosome-remodeling factor subunit BPTF

Metabotropic glutamate receptor 1

Latrophilin-1

Afadin

Bdh2, 3-hydroxybutyrate dehydrogenase type 2

Mitochondrial peptide methionine sulfoxide
reductase

Protein Jumoniji

DNA repair and recombination protein RAD54B
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DnaJ homolog subfamily C member 7

Nucleolar RNA helicase 2

Citron Rho-interacting kinase

BOD1L

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type
14 (PTPN14)

BAHD1, Bromo adjacent homology domain-
containing 1 protein

Focal adhesion kinase 1

Scaffold attachment factor B1

CAD protein

Protein transport protein Sec16B

Helicase with zinc finger domain 2

E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1

Elongation factor G, mitochondrial

Serine/threonine-protein kinase D3

Ataxin-2

Glycine dehydrogenase (decarboxylating),
mitochondrial

FK506-binding protein 15

Kinetochore-associated protein 1

Regulator of G-protein-signaling 9

FAST kinase domain-containing protein 5

Tabla 4. Analisis de muestras de inmunoprecipitados de caveolina-1 en células B16F10
por espectrometria de masas. Células B16F10 (Mock) o (CAV1), fueron transfectadas con 2
pug del plasmido pBATEM2, para la expresién de E-cadherina, utilizando como medio de
transfeccion FUGENE 6®. Después de 24 h las células fueron tratadas por 48 h con IPTG (1
mM). Luego se preparé extractos proteicos para ensayos de inmunoprecipitacion de caveolina-
1. La inmunoprecipitacion de caveolina-1 se realiz6é utilizando un anticuerpo policlonal anti-
caveolina-1 inmovilizados de manera covalente con esferas magnéticas. Posteriormente, se
eluyd las proteinas que co-inmunoprecipitan con caveolina-1 y se digirieron con tripsina. Los
péptidos resultantes se analizaron en un equipo de cromatografia capilar de fase reversa con
ionizador de electrospray acoplado a un espectrémetro de masas (MS/MS) con trampa de
iones. Se considerd posibles modificaciones como oxidacion de péptidos en metionina y un
corte incompleto por tripsina. La selecciéon de datos fue realizada usando una probabilidad
mayor que 0,9 para péptidos y valores mayores que 0,95 para proteinas. La tabla muestra los
resultados obtenidos de 3 experimentos independientes, en triplicado, ademas de un triplicado
analitico, se tabularon las proteinas y péptidos que solo se encontraron en células que expresan
caveolina-1 (CAV1, columna izquierda) y los que se encontraron solo en células que co-
expresan caveolina-1 y E-cadherina (CAV1/E-Cadherina, columna derecha).
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Figura 17. Caveolina-1 co-inmunoprecipita con la fosfatasa PTPN14 en presencia de E-
cadherina.

Se sembraron 1 x 10° células (A) HT29(ATCC) (Mock) o (CAV1) o (B) B16F10 transfectadas
con el vector pLaclOP (Mock), pLaclOP-caveolina-1 (CAV1), pLaclOP-CAV1-Y14F (Y14F) y
pLaclOP-CAV1-Y14E (Y14E) en placas de 10 cm, 24 h después fueron transfectadas con 6 ug
del plasmido pBATEMZ2, para la expresion de E-cadherina, utilizando como medio de
transfeccion FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas por 48 h con IPTG (1 mM),
posteriormente se obtuvo los extractos celulares. El extracto proteico total (2 mg) fue
inmunoprecipitado con un anticuerpo policlonal para caveolina-1 (2.5 pg por condicion), se
separd las proteinas mediante SDS-PAGE y se detectd por inmunoblot la presencia de
proteinas con el anticuerpo anti-E-cadherina, anti-PTPN14, anti-PTP1B y anti-caveolina-1
monoclonal. Se muestran Western blots representativos de 3 experimentos independientes.
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La expresion de la fosfatasa PTPN14 inhibe el aumento de la migracion e

invasion inducido por caveolina-1 en células B16F10.

En esta tesis encontramos un posible nuevo miembro del complejo
multiproteico formado por caveolina-1 y E-cadherina, la fosfatasa PTPN14, la
cual co-inmunoprecipita con caveolina-1 en presencia de E-cadherina (Figura
17, Tabla 4). Por lo que se quiso determinar si la expresion exégena de ésta
fosfatasa afectaria el aumento en la migracion e invasién inducido por
caveolina-1 en células metastasicas y en la inhibicion ejercida por E-cadherina
sobre estos fendmenos. Para esto células B16F10 (Mock) y (CAV1) que no
expresan E-cadherina y células B16F10 transfectadas para la expresion
transitoria de E-cadherina (Mock-Ecadh) y (CAV1-Ecadh) fueron transfectadas
con el vector pcDNA3-V5-PTPN14-wt (PTPN14-WT) para la expresion de la
fosfatasa PTPN14 o con el vector vacio, como control (pcDNA) y se realizaron
ensayos de migracion por transwell (Figura 18A) y ensayos de invasion en
matrigel (Figura 18B). Como se observa en la Figura 18 caveolina-1 induce un
aumento en la migracion e invasion el cual es inhibido por la expresion de E-
cadherina, pero la expresion de la fosfatasa PTPN14 (Figura 18, barras negras)
fue capaz de bloquear el aumento en la migracion (Figura 18A) y en la invasion

(Figura 18B) inducido por caveolina-1 en células B16F10.
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Figura 18. La expresion de la fosfatasa PTPN14 inhibe el aumento en la migracién e

invasién inducido por caveolina-1 en células B16F10.

Se sembraron 6 x 10° células (A) B16F10 (Mock) o (CAV1) en placas de 6 cm, 24 h después
fueron transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEM2, para la expresién de E-cadherina y/o con
con 2 ug del plasmido pcDNA3-V5-PTPN14-wt (PTPN14-WT) para la expresion de la fosfatasa
PTPN14 o con el vector vacio (pcDNA) utilizando como medio de transfeccion FUGENE 6®. 24
h después, fueron tratadas por 48 con IPTG (1 mM). Al término del tratamiento, las células
fueron ftripsinizadas y se sembraron 1.5 x 10* células en (A) transwell de 6.5 mm de diametro,
que poseen una membrana con poros de 8 pym cubiertos con fibronectina (2 pg/ml), las células
se dejaron migrar en ausencia de suero durante 2 h. Después de este tiempo, las células fueron
tefiidas y fijadas con cristal violeta/metanol por 30 min. Las células que no migraron, y que se
encuentran en la parte superior del transwell, fueron eliminadas. Se contd el nimero de células
que migraron en 6 campos. En (B) insertos que contenian matrigel, las células se dejaron
invadir en ausencia de suero durante 24 h. Después de este tiempo, las células fueron fijadas
con metanol por 2 min y tefiidas con azul de toluidina por 30 min. Se conté el nimero total de
células que fueron capaces de invadir. Los graficos muestran el promedio de 3 experimentos
independientes (promedio + SEM) del (A) numero de células que migraron por campo en cada
condiciéon normalizado por el numero de células (Mock) o (B) del numero de células que
invadieron en cada condicién normalizado por el numero de células (Mock). Los resultados se
analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns.
Diferencias significativas estan indicadas (*** p < 0.001; ** p < 0.01).
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La expresion de la fosfatasa PTPN14 suprime el rol promotor de

metastasis de caveolina-1 in vivo.

Debido a que la sobre-expresion de la fosfatasa PTPN14 inhibe el aumento en
la migracion e invasion inducido por caveolina-1 in vitro, se quiso determinar si
afectaria de alguna manera el rol promotor de metastasis de caveolina-1 in vivo
(Lobos-Gonzalez et al., 2013). Por lo que se realizaron ensayos de metastasis
experimental, en el cual se inyectaron en la vena lateral de la cola de ratones
C57BL/6, 2 x 10° células B16F10 (CAV1) o (Mock) o células que co-expresan
caveolina-1 y la fosfatasa PTPN14 (CAV1 PTPN14 WT) (Figura 19). Luego de
21 dias se cuantifico el porcentaje de ocupacion tumoral de los pulmones por
células de melanoma (B16F10). Como se ha descrito previamente, la expresion
de caveolina-1 promueve un aumento en la metastasis en un 40 % en relacién a
células que no expresan caveolina-1 (Mock). Sin embargo, la expresion de
PTPN14 es capaz de inhibir el rol promotor de metastasis de caveolina-1,

disminuyendo la metastasis a un 10 % de la ocupacion pulmonar (Figura 19B).
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Figura 19. La expresion de la fosfatasa PTPN14 suprime el rol promotor de metastasis de
caveolina-1 in vivo.

(A) Se inyectaron 2 x 10° células B16F10 (Mock), B16F10 (CAV1) o B16F10 (CAV1)
transfectadas con el plasmido pcDNA3-V5-PTPN14-wt (PTPN14 WT) para la expresion de la
fosfatasa PTPN14. Las células se administraron via i.v por la vena lateral de la cola de ratones
C57BL/6. Luego de 21 dias se sacrificd a los ratones, se extrajo los pulmones, los cuales fueron
fijados en solucién Feketes. (B) Imagenes de los pulmones de los ratones inoculados con
células B16F10 (Mock), B16F10 (CAV1) o B16F10 (CAV1) que expresan PTPN14 (CAV1
PTPN14 WT). El grafico muestra la cuantificacién de la masa tumoral (células negras) en el
pulmén (%) de 4 ratones por condicion, promedio + SEM. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias
significativas estan indicadas (** p < 0.01; * p < 0.05).
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4. OBJETIVO ESPECIFICO 4
Determinar el efecto de la co-expresidn de caveolina-1 y E-cadherina sobre la

activacion de Rab-5 y Rac-1.

La expresion de E-cadherina inhibe la activaciéon de Rab-5 por caveolina-1

en células metastasicas.

Como indican los resultados mostrados anteriormente caveolina-1 promueve un
aumento en la migracion e invasion celular, pero los mecanismos involucrados
no estan del todo claros. La GTPasa pequefa Rab-5, ha llamado nuestra
atencion ya que es capaz de activar a Rac-1 - GTPasa que ha sido involucrada
en el aumento de la migracion celular inducida por caveolina-1 (Urra et al.,
2012)- por el reclutamiento de su GEF, Tiam1 a endosomas tempranos
promoviendo la macropinocitosis de receptores de superficie (Pellinen et al.,
2006). Rab-5 ademas favorece la metastasis de células de neuroblastoma
(Torres et al.,, 2010) y se requiere para la activacion de Rac-1 inducida por
caveolina-1 en células metastasicas (Diaz et al., 2014). Por esto quisimos
determinar si en las células metastasicas, caveolina-1 es capaz de activar a
Rab-5 y evaluar el efecto de la expresién de E-cadherina sobre esta activacion.
Para esto se realizaron ensayos de precipitacion por afinidad para Rab-5 con la

proteina de fusion GST-R5BD la cual se une especificamente a la forma activa
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de Rab-5 en células que no expresan caveolina-1, B16F10(Mock) y HT29(US)
(Mock) y células que expresan caveolina-1, B16F10(CAV1) y HT29(US)(CAV1).
Se observo que en células que expresan caveolina-1 existe un aumento de la
forma activa de Rab-5 en comparacion a las células control (Mock) (Figura 20 A
y B). Cuando estas células fueron transfectadas para la expresion de E-
cadherina se observo una disminucion de la cantidad de Rab-5 activo tanto en
células que no expresan caveolina-1 (B16F10(Mock) y HT29(US)(Mock) como
en células que expresan caveolina-1 (B16F10(CAV1), HT29(US)(CAV1) (Figura
20 A y B). Por lo tanto la expresién de E-cadherina es capaz de bloquear la
activacion de Rab-5, lo que puede explicar el efecto inhibitorio de E-cadherina

sobre la migracion e invasion celular.
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Figura 20. La expresiéon de E-cadherina inhibe la activacion de Rab-5por caveolina-1 en
células metastasicas.

Se sembraron 6 x 10° células (A) B16F10 (B) HT29(US) (Mock) y (CAV1) en placas de 10 cm,
24 h después fueron transfectadas con 6 ug del plasmido pBATEM2, para la expresion de E-
cadherina, utilizando como medio de transfeccion FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas
por 48 o0 24 h con IPTG (1 mM, B16F10 y HT29(US) respectivamente). Posteriormente se
obtuvo los extractos celulares y se realizé un ensayo de precipitacion por afinidad para Rab-5
con la proteina de fusion GST-R5BD. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE en geles al
12% y se analizaron mediante Western blot de Rab5, B-actina, E-cadherina y caveolina-1
(CAV1). Los graficos muestran el promedio de 3 experimentos independientes de los niveles de
Rab5 activo normalizado respecto a las células Mock. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias
significativas en relacion a las células Mock estan indicadas (** p < 0.01, * p < 0.05).
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La expresion de E-cadherina inhibe la activacion de Rac-1 por caveolina-1

en células metastasicas.

Antecedentes de nuestro laboratorio han mostrado que la expresiéon de
caveolina-1 induce la activacion de Rac-1 en células metastasicas de cancer de
mama que son sometidas a ensayos de spreading y seria esta activacion la
responsable del aumento de la migracién celular (Urra et al., 2012), ademas de
que la expresion de caveolina-1 es necesaria para activar el eje Rab-5-Rac-1
que se correlaciona con un aumento en la migracion e invasidn en células
metastasicas (Diaz et al., 2014). Es por esto que se quiso determinar si en las
lineas celulares metastasicas utilizadas en esta tesis se observa el mismo
fendbmeno y si la expresion de E-cadherina es capaz de modular de alguna
forma la actividad de Rac-1. Para esto se realizaron ensayos de precipitacion
por afinidad para Rac-1 con la proteina de fusion GST-PBD que se une
selectivamente a la forma activa de Rac-1 (Rac-1-GTP) con células B16F10, y
HT29(US) que expresan y no caveolina-1 y en las dos lineas celulares
metastasicas que expresan caveolina-1 se observd que existe un aumento de la
activacion de Rac-1 (Figura 21 A y B). Al expresar E-cadherina en células que
no expresan caveolina-1 (B16F10(Mock) y HT29(US)(Mock) no se observaron
cambios en la cantidad de Rac-1 activo en relacién a la situacion control. Sin
embargo cuando se co-expresa E-cadherina y caveolina-1, se observa una

disminucion significativa de la activacion de Rac-1 en relacion a las células que
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solo expresan caveolina-1 (Figura 21 Ay B) (Lobos-Gonzalez et al., 2013). Por
lo tanto en células metastasicas la expresion de caveolina-1 induce la activacién
de Rac-1 la cual se ve inhibida por la expresion de E-cadherina lo que explicaria

en parta la inhibicién del rol promotor de metastasis de caveolina-1.
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Figura 21. La expresion de E-cadherina inhibe la activacion de Rac-1 por caveolina-1 en
células metastasicas.

Se sembraron 6 x 10° células (A) B16F10 y (B) HT29(US) (Mock) y (CAV1) en placas de 10 cm,
24 h después fueron transfectadas con 6 ug del plasmido pBATEM2, para la expresion de E-
cadherina, utilizando como medio de transfeccion FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas
por 48 h o 24 h con IPTG (1 mM) (para las B16F10 o HT29(US) respectivamente).
Posteriormente se obtuvo los extractos celulares y se realizé6 un ensayo de precipitacion por
afinidad para Rac1 con la proteina de fusion GST-PBD. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE en geles al 12% y se analizaron mediante Western blot de Rac1, B-actina, E-cadherina y
caveolina-1 (CAV1). Los graficos muestran el promedio (promedio + SEM) de 3 experimentos
independientes de los niveles de Rac1 activo normalizado respecto a las células Mock. Los
resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post
test de Dunns. Diferencias significativas en relacion a las células Mock estan indicadas (* p <
0.05).
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5. OBJETIVO ESPECIFICO 5
Caracterizacion de los cambios metabdlicos inducidos por la expresion

caveolina-1y la variacion de éstos por la co-expresion con E-cadherina.

La expresion de caveolina-1 disminuye el consumo de oxigeno en células

metastasicas.

Debido a que la reprogramacion del metabolismo es una de las caracteristicas
que las células cancerigenas adquieren durante la progresion tumoral, se quiso
determinar el estado fisioldgico de las células metastasicas B16F10, HT29(US)
y MDA-MB-231 y como este varia por la expresion de caveolina-1. Para esto,
las células B16F10 y HT29(US) fueron transfectadas con el vector pLaclOP
(Mock) y pLaclOP-caveolina-1 (CAV1) y las células MDA-MB231 que expresan
caveolina-1 fueron transducidas con un shRNA para el silenciamiento de
caveolina-1 (shCAV1) o con un shRNA control (shC). Se determino la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) de las células como un indicador de la respiracion
mitocondrial en un analizador de flujo extracelular.

Como se muestra en la Figura 22, primero las células fueron incubadas en un
medio de cultivo suplementado con glucosa y piruvato, se realizaron 4
mediciones de OCR en condiciones basales para determinar la respiraciéon
basal. Posteriormente, las células fueron tratadas con Oligomicina, inhibidor la

sintesis de ATP, lo que permite determinar el porcentaje de oxigeno consumido
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dedicado a la sintesis de ATP y el porcentaje de oxigeno que se requiere para
sobrepasar la fuga de protones a través de la membrana interna mitocondrial.
Se realizo6 ademas, una segunda inyeccion con Carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), un agente desacoplante de la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que genera un colapso del potencial de la
membrana mitocondrial, llevando a un rapido consumo de energia y oxigeno sin
generar ATP. La diferencia en el consumo de oxigeno maximo luego del
tratamiento con FCCP y el consumo de oxigeno basal corresponde a la
capacidad respiratoria de reserva (Figura 22). La capacidad de las células para
responder a estrés bajo condiciones de alta demanda energética esta
influenciada por la capacidad bioenergética de la mitocondria, la cual es un
reflejo de la integridad de la cadena transportadora de electrones. Por ultimo,
las células fueron tratadas con Rotenona, un inhibidor del complejo |, lo que
previene la conversion de la energia potencial de NADH a energia util en forma
de ATP, disminuyendo el consumo de oxigeno, permitiendo la determinacion de

la respiracién no mitocondrial.
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Figura 22. Parametros respiratorios.

Parametros respiratorios que se determinaron por la medicion del consumo de oxigeno (OCR)
en células metastasicas que fueron tratadas primero con Oligomicina, FCCP y por ultimo con
Rotenona.

Se determind el consumo de oxigeno basal y como se observa en la figura 23,
las células metastasicas B16F10, HT29(US) y MDA-MB-231, que no expresaron
caveolina-1 (Mock, shCAV1, linea azul) presentaron un consumo de oxigeno
basal mayor que células que expresaron caveolina-1 (CAV1, shC, linea roja);
por lo tanto, la expresidon de caveolina-1 disminuyo significativamente el
consumo de oxigeno en células metastasicas. Las células B16F10 (Figura 23 A)
y MDA-MB-231 (Figura 23 C) que expresaron caveolina-1 presentaron una
disminucién en la cantidad de oxigeno utilizado en la sintesis de ATP y una
disminucién en la capacidad respiratoria de reserva en comparacion a ceélulas
gue no expresaron caveolina-1. En el caso de las células de cancer de colon

HT29(US), la expresion de caveolina-1 se tradujo en una menor respiracion
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basal y una menor capacidad respiratoria (Figura 23 B). En las tres lineas
celulares utilizadas, la respiracion no mitocondrial, no vario significativamente
por la expresion de caveolina-1. Juntos estos resultados podrian indicar que la
expresion de caveolina-1 en células metastasicas, produce un impedimento
mitocondrial, disminuyendo de esta forma el consumo de oxigeno debido a la

respiracion mitocondrial.
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Figura 23. La expresion de caveolina-1 disminuye el consumo de oxigeno en células
metastasicas.

Se sembraron (A) 2 x 10° células B16F10, (B) 1 x 10° células HT29(US) y (C) 4 x 10° células
MDA-MB-231 que no expresan caveolina-1 (Mock or shCAV1, linea azul) y células que
expresan caveolina-1 (CAV1 or shC, linea roja) en placas de 24 pocillos. Luego de 24 h las
células fueron incubadas por 1 h en 1 ml de medio Seahorse Bioscience XF24 Calibrant pH 7.4,
suplementado con piruvato 100 mM y glucosa 5.5 mM a 37°C. Las células fueron tratadas con
Oligomicina 1 pM, FCCP 0.5 yM y Rotenona 100 nM. El consumo de oxigeno fue medido por
los cambios en la emision del fluoréforo de oxigeno embebido en la placa sensor Seahorse,
utilizando un analizador de flujo extracelular XF24 Seahorse. Los graficos representan el
promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM). Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Mann-Whitney. Diferencias significativas en relacién
a la condicion Mock o sh CAV1 estan indicadas (* p < 0.05, *** p < 0.001).
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La expresion de caveolina-1 aumenta la glicélisis en condiciones

aerobicas en células metastasicas.

Debido a que la expresion de caveolina-1 disminuye el consumo de oxigeno en
células metastasicas (Figura 23) se quiso determinar si en estas células la
expresion de caveolina-1 induce la reprogramacion metabdlica a un
metabolismo glicolitico aerdbico, mas conocido como el efecto Warburg. Para
esto, las células B16F10 y HT29(US) fueron transfectadas con el vector
pLaclOP (Mock) y pLaclOP-caveolina-1 (CAV1) y las células MDA-MB-231 que
expresan caveolina-1 fueron transducidas con un shRNA para el silenciamiento
de caveolina-1 (shCAV1) o con un shRNA control (shC) y se determin¢ la tasa
de acidificacidon extracelular (ECAR) en un analizador de flujo extracelular, como
medida de la tasa glicolitica de las células metastasicas, ya que mide la
acidificacion del medio por la liberacion de protones al medio extracelular
debido a la produccion de lactato que proviene del catabolismo de la glucosa.

Las células fueron incubadas en medio de cultivo suplementado con NaCl, L-
glutamina y glucosa y se determiné la ECAR basal, luego las células fueron
tratadas con una concentracion saturante de glucosa (10 mM), lo que produjo
un rapido aumento de la ECAR, esta respuesta inducida por glucosa
corresponde al flujo glicolitico en condiciones basales. Posteriormente, las
células fueron tratadas con Oligomicina, lo que produjo la inhibicion la
produccion de ATP mitocondrial, derivando la produccion de energia a la

glicolisis, seguido de un aumento en la ECAR. Esto permite determinar la
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capacidad glicolitica maxima de las células. Por ultimo, las células fueron
tratadas con el analogo de glucosa, 2-Deoxiglucosa (2-DG), el que inhibe la
glicolisis por la unién competitiva a la hexoquinasa, la primera enzima de la via
glicolitica, produciendo una disminucion en la ECAR. Este hecho confirma que
la ECAR producida en este experimento es debida a la glicolisis. La diferencia
entre la capacidad glicolitica y el flujo glicolitico define la reserva glicolitica de

las células (Figura 24).
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Figura 24. Parametros glicoliticos.
Parametros glicoliticos determinados mediante la medicién de la acidificaciéon del medio

extracelular (ECAR) en células metastdsicas que fueron tratadas primero con Glucosa,
Oligomicina y por ultimo con 2-Deoxiglucosa (2-DG).
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Como se observa en la Figura 25 en células B16F10 (Figura 25 A) y MDA-MB-
231 (Figura 25 C) la glicdlisis basal no muestra diferencia entre las células que
no expresan caveolina-1 (Mock, shCAV1, linea azul) y las células que expresan
caveolina-1 (CAV1, shC, linea roja). Sin embargo, en células HT29(US) (Figura
25 B), la expresién de caveolina-1, induce un aumento de la glicélisis basal.
Luego del tratamiento con una concentracion saturante de glucosa, el flujo
glicolitico de las tres lineas celulares que expresan y que no expresan
caveolina-1 aumentd, pero la expresion de caveolina-1 indujo un aumento
significativo en relacion a las células que no expresaron caveolina-1. Lo mismo
ocurrid con la capacidad glicolitica maxima, por lo tanto la expresién de
caveolina-1 aumentd el metabolismo de las células metastasicas en

condiciones aerodbicas.
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Figura 25. La expresion de caveolina-1 aumenta la acidificacion del medio extracelular en
células metastasicas.

Se sembraron (A) 2 x 10° células B16F10, (B) 1 x 10° células HT29(US) y (C) 4 x 10° células
MDA-MB231 que no expresan caveolina-1 (Mock or shCAV1, linea azul) y células que expresan
caveolina-1 (CAV1 or shC, linea roja) en placas de 24 pocillos. Luego de 24 h las células fueron
incubadas por 1 h en 1 ml de medio DMEM , pH 7.35 suplementado con NaCl 143 mM, L-
glutamina 2 mM y glucosa 10 mM a 37°C. Las células fueron tratadas con glucosa 10 mM,
Oligomicina 1 pM y 2-Deoxiglucosa (2-DG) 100 mM. La acidificacion extracelular fue
determinada por cambios en la emisién del fluoréforo de protones embebido en la placa sensor
Seahorse, utilizando un analizador de flujo extracelular XF24 Seahorse. Los graficos
representan el promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM). Los resultados
se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Mann-Whitney. Diferencias
significativas en relaciéon a la condicion Mock o sh CAV1 estan indicadas ( * p<0.05, *** p <
0.001).
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La expresion de caveolina-1 cambia el fenotipo energético de las células

de cancer metastasicas a un fenotipo glicolitico.

En base a los resultados obtenidos anteriormente para el consumo de oxigeno
y la acidificacion extracelular de células metastasicas que expresan o no
caveolina-1, se quiso determinar el fenotipo metabdlico de cada una de las
células metastasicas e investigar si la expresiéon de caveolina-1 cambia este
fenotipo. Para esto se graficaron los resultados de OCR versus ECAR utilizando
el software XF Cell Energy Phenotype Test (seahorse Bioscience). Los
resultados muestran que en las células metastasicas B16F10, HT29(US) vy
MDA-MB-231 la expresion de caveolina-1 indujo un cambio desde un
metabolismo aerdbico a un metabolismo glicolitico (Figura 26), lo que podria
explicar el aumento en la capacidad migratoria e invasiva de las células
metastasicas inducida por caveolina-1 ya que si bien la utilizacién aerdbica de
la glucosa es energéticamente menos eficiente que la fosforilacion oxidativa, les
confiere a las células una ventaja, ya que le permite a las células utilizar el
nutriente extracelular mas abundante, la glucosa, para producir grandes
cantidades de ATP, lo que les permitiria migrar e invadir rapidamente (Han et

al., 2013).
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Figura 26. La expresion de caveolina-1 cambia el fenotipo energético de las células de
cancer metastasicas a un fenotipo glicolitico.

Comparacién de los fenotipos metabdlicos de células (A) B16F10, (B) HT29(US) y (C) MDA-
MB231 que no expresan caveolina-1 (Mock or sh CAV1, punto azul) y células que expresan
caveolina-1 (CAV1 or sh Scr, punto rojo). Los graficos muestran el consumo de oxigeno (OCR)
versus la acidificacion extracelular (ECR) en condiciones basales del promedio de 3
experimentos independientes (promedio £ SEM).
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La expresion de E-cadherina disminuye el consumo de oxigeno en células

metastasicas.

Ya que existen antecedentes que relacionan la expresion de E-cadherina con la
mantencion de la integridad mitocondrial y un metabolismo principalmente
oxidativo, se quiso determinar si la co-expresion de E-cadherina y caveolina-1
produce algun cambio en la tasa de consumo de oxigeno de las células
metastasicas. Para esto células B16F10, HT29(US) y MDA-MB-231 que no
expresan caveolina-1 (Mock, shCAV1) y que expresan caveolina-1 (CAV1)
fueron transfectadas para expresion transitoria de E-cadherina y se realizo la
medicion de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) como se describid
anteriormente.

En células B16F10 (Figura 27 A), HT29(US) (Figura 27 B) y MDA-MB-231
(Figura 27 C) la sola expresion de E-cadherina (Mock-E-cadh, shCAV1-E-cadh,
linea celeste) produjo una disminucion del OCR basal y general, pero las
células mantuvieron la capacidad para responder al tratamiento con cada uno
de los inhibidores, lo que podria sugerir que la integridad mitocondrial se
mantuvo, pero el metabolismo mitocondrial fue ralentizado por la expresion de
E-cadherina. En células metastasicas que co-expresaron caveolina-1 y E-
cadherina (CAV1-E-cadh, shC-E-cadh, Figura 27, linea rojo claro) la respiracion

mitocondrial basal disminuye significativamente en relacion a células Mock,
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CAV1 o incluso a células Mock que expresaron E-cadherina sola, lo mismo

ocurrio con la capacidad respiratoria de reserva.
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Figura 27. La expresion de E-cadherina disminuye el consumo de oxigeno en células
metastasicas.

Células (A) B16F10, (B) HT29(US) and (C) MDA-MB-231 que no expresaron caveolina-1 (Mock
o sh CAV1, linea azul) y células que expresaron caveolina-1 (CAV1 o sh Scr, linea roja) fueron
transfectadas para la expresion de E-cadherina y 24 h después se sembraron 2 x 10° células
B16F10, 1 x 10° células HT29(US) y 4 x 10° células MDA-MB231 en placas de 24 pocillos.
Luego de 24 h las células fueron incubadas por 1 h en 1 ml de medio Seahorse Bioscience
XF24 Calibrant pH 7.4, suplementado con piruvato 100 mM y glucosa 5.5 mM a 37°C. Las
células fueron tratadas con Oligomicina 1 yM, FCCP 0.5 yM y Rotenona 100 nM. El consumo
de oxigeno fue medido por los cambios en la emision del fluoréforo de oxigeno embebido en la
placa sensor Seahorse, utilizando un analizador de flujo extracelular XF24 Seahorse. Los
graficos representan el promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM). Los
resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post
test de Dunn. Diferencias significativas entre la condicion; Mock o sh CAV1 y CAV1 o shC
(linea solida), CAV1 o sh Scr y CAV1 E-cadherina o shC E-cadherina (linea entrecortada) y
Mock o sh CAV1 y Mock E-cadherina o shCAV1 E-cadherina (linea entrecortada con puntos)
estan indicadas ( * p £0.05, ** p < 0.005, *** p <0.001).
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La expresion de E-cadherina disminuye la acidificacion extracelular en

células metastasicas.

Existen antecedentes en muestras clinicas de cancer colorectal donde se ha
observado una correlacion entre la disminucion de la expresion de E-cadherina
con el aumento de la expresion de la enzima Piruvato quinasa M2, la cual
mantiene la glicolisis aerdbica en células madres cancerigenas, lo que se
correlaciona con un aumento en la migracion e invasion de células de cancer de
colon (Konno, et al., 2015). Es por esto que se quiso investigar si la expresion
de E-cadherina en células metastasicas tenia alguna influencia en el
metabolismo glicolitico Para esto células B16F10 y HT29(US) fueron
transfectadas con el vector pLaclOP (Mock) y pLaclOP-caveolina-1 (CAV1) y
las células MDA-MB-231 que expresaron caveolina-1 fueron transducidas con
un shRNA para el silenciamiento de caveolina-1 (shCAV1) o con un shRNA
control (shC) y luego fueron transfectadas para la expresion transitoria de E-
cadherina y se determiné la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) en un
analizador de flujo extracelular, como medida de la tasa glicolitica.

En células B16F10 (Figura 28 A) y MDA-MB-231 (Figura 28 C) la sola expresion
de E-cadherina (Mock-E-cadh y shCAV1-E-cadh, respectivamente) disminuyo la
capacidad glicolitica de las células y la co-expresion de E-cadherina y
caveolina-1 disminuyé de mayor manera la capacidad glicolitica de las células

B16F10; por lo tanto, el efecto de la co-expresion de ambas proteinas modificd
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el metabolismo glicolito de estas células de manera sinérgica. En células MDA-
MB-231, la co-expresion de E-cadherina y caveolina-1 disminuyd
significativamente la capacidad glicolitica de las células en comparacion a las
células que solo expresaron caveolina-1 (shC).

En células HT29(US) (Figura 28 B) la sola expresion de E-cadherina (Mock-E-
cadh) indujo un aumento de la capacidad glicolitica de las células en
comparacion a las células Mock. La co-expresion de E-cadherina y caveolina-1
disminuy6 significativamente la capacidad glicolitica en comparacion a células
que solo expresaron caveolina-1 (CAV1).

Por lo tanto, la expresién de E-cadherina tenia efectos contrarios dependiendo
de la linea celular, disminuyendo la capacidad glicolitica en las células B16F10
y MDA-MB-231 que no expresaron caveolina-1 y aumentando la capacidad
glicolitica de células HT29(US)(Mock). Sin embargo, la co-expresion de E-
cadherina y caveolina-1 disminuyd la capacidad glicolitica de las tres lineas
celulares metastasicas en comparacion a las células que solo expresaron

caveolina-1.
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Figura 28. La expresion de E-cadherina disminuye la acidificacion extracelular en células
metastasicas.

Células (A) B16F10, (B) HT29(US) and (C) MDA-MB-231 que no expresaron caveolina-1 (Mock
or sh CAV1, linea azul) y células que expresaron caveolina-1 (CAV1 or sh Scr, linea roja) fueron
transfectadas para la expresién de E-cadherina y 24 h después se sembraron 2 x 10* células
B16F10, 10 x 10" células HT29(US) y 40 x 10 células MDA-MB-231 en placas de 24 pocillos.
Luego de 24 h las células fueron incubadas por 1 h en 1 ml de medio DMEM, pH 7.35
suplementado con NaCl 143 mM, L-glutamina 2 mM y glucosa 10 mM a 37°C. Las células
fueron tratadas con glucosa 10 mM, Oligomicina 1 yM y 2-Deoxiglucosa (2-DG) 100 mM. La
acidificacion extracelular fue determinada por cambios en la emision del fluoréforo de protones
embebido en la placa sensor Seahorse, utilizando un analizador de flujo extracelular XF24
Seahorse. Los graficos representan el promedio de 3 experimentos independientes (promedio +
SEM). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis
y un post test de Dunns. Diferencias significativas entre la condicién; Mock o sh CAV1y CAV1 o
sh Scr (linea solida), Mock o sh CAV1 y Mock E-cadherina o sh CAV1 E-cadherina (linea
entrecortada) estan indicadas ( * p £ 0.05, ** p <0.005, *** p <0.001).
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La expresion de E-cadherina ralentiza el metabolismo de células de cancer

metastasicas a un perfil metabdlico quiescente.

En base a los resultados obtenidos anteriormente para el consumo de oxigeno
y la acidificacion extracelular de células metastasicas que expresaron o no E-
cadherina, se quiso determinar el fenotipo metabdlico de cada una de las
células metastasicas e investigar si la expresion de E-cadherina, cambiaba este
fenotipo. Para esto se graficaron los resultados de OCR versus ECAR utilizando
el software XF Cell Energy Phenotype Test (Seahorse Bioscience). Los
resultados muestran que en las células metastasicas B16F10 y MDA-MB231 la
expresion de E-cadherina indujo un cambio desde un metabolismo aerdbico a
un metabolismo quiescente (Figura 29 Ay C). En el caso de células B16F10 y
MDA-MB-231 que expresaron caveolina-1, la expresion de E-cadherina indujo
un cambio en el fenotipo metabdlico desde un metabolismo glicolitico a un
metabolismo quiescente, lo que podria explicar la inhibicién por E-cadherina del
aumento en la capacidad migratoria e invasiva de las células metastasicas
inducida por caveolina-1.

En células HT29(US) (Figura 29 B) la expresion de E-cadherina tanto en células
que no expresan caveolina-1 (Mock) y células que expresan caveolina-1 (CAV1)
indujo un cambio metabdlico desde un metabolismo aerdbico (células Mock) y
un metabolismo glicolitico (células CAV1) a un metabolismo glicolitico
ralentizado en comparacién al fenotipo metabdlico de las células que

expresaron caveolina-1 (CAV1).
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Figura 29. La expresion de E-cadherina ralentiza el metabolismo de células de cancer
metastasicas a un perfil metabdlico quiescente.

Comparacién de los fenotipos metabdlicos de células (A) B16F10, (B) HT29(US) y (C) MDA-
MB231 que no expresaron caveolina-1 (Mock or sh CAV1, punto azul) y células que expresaron
caveolina-1 (CAV1 or sh Scr, punto rojo) fueron transfectadas para la expresion de E-cadherina.
Los gréaficos se obtuvieron graficando el consumo de oxigeno (OCR) versus la acidificacion
extracelular (ECR) en condiciones basales del promedio de 3 experimentos independientes
(promedio + SEM).
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La fosforilacion de caveolina-1 en la tirosina 14 es necesaria para la
mantencion del fenotipo metabdlico inducido por la expresion de

caveolina-1.

En los resultados anteriores mostramos que la expresion de caveolina-1 induce
una disminucion del consumo de oxigeno y un aumento de la capacidad
glicolitica de células metastasicas, cambiando el fenotipo metabdlico a un
metabolismo principalmente glicolitico en presencia de oxigeno y que la co-
expresion de E-cadherina en estas células ralentiza tanto el metabolismo
aerobico como el metabolismo glicolitico. Por lo que se quiso determinar, si
especificamente la fosforilacion de caveolina-1 en la tirosina 14 cumple algun
rol en los cambios metabdlicos inducidos por caveolina-1. Para esto, se trabajé
con las células B16F10 que expresaron la mutante no fosforilable de caveolina-
1 (Y14F) o la mutante fosfo-mimética de caveolina-1 (Y14E) y se determiné el
consumo como se explico en la figura 22. Las células B16F10 que no
expresaron caveolina-1 (Mock, linea azul) presentaron un consumo de oxigeno
basal mayor que células que expresaron caveolina-1 (CAV1, linea roja) y asi
también un mayor consumo de oxigeno utilizado en la sintesis de ATP y una
mayor capacidad respiratoria de reserva en comparacion a células que
expresaron caveolina-1 (Figura 23A; Figura 30A). La expresion de una
caveolina-1 fosfo-mimética (Y14E) produjo la misma disminucion del consumo

de oxigeno que la expresion de caveolina-1 wild type (CAV1) (Figura 30A, linea
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violeta), sin embargo, las células que expresaron caveolina-1 que no puede ser
fosforilada en Y14 (Y14F) no fueron capaces de responder al estimulo con el
desacoplante de la de la cadena respiratoria mitocondrial (FCCP) disminuyendo
de esta forma la capacidad respiratoria total y de reserva de las células en
comparacion a células que expresaron caveolina-1 wild type (CAV1) (Figura
30A, linea verde). Por lo tanto, la fosforilacion de caveolina-1 en Y14 parece
tener un importante rol en el cambio metabdlico energético inducido por
caveolina-1.

Posteriormente se quiso determinar como afecta la expresion de E-cadherina a
células B16F10 (Y14F) e (Y14E), para esto estas células fueron transfectadas
con el plasmido pBATEMZ2 para la expresidn transitoria de E-cadherina y se
determind el consumo de oxigeno (Figura 30B). Se observo que la expresion de
E-cadherina disminuy6 el consumo de oxigeno tanto de las células B16F10 que
expresaron caveolina-1 (CAV1, Y14F e Y14E) como de las que no (Mock) y que
las células que expresaron caveolina-1 wild type (CAV1) como la mutante fosfo-
mimética (Y14E) se comportaron de la misma manera. Sin embargo, la
expresion de una mutante no fosforilable disminuyo significativamente el
consumo de oxigeno en comparacion a las células (CAV1), lo cual no cambi6

mayormente por la expresion de E-cadherina (Figura 30B).
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Figura 30. La fosforilacion de caveolina-1 en la tirosina 14 es necesaria para la
mantencion del fenotipo metabdlico inducido por la expresiéon de caveolina-1.

Células (A) B16F10 que no expresaron caveolina-1 (Mock, linea azul) y células que expresaron
caveolina-1; wild type (CAV1, linea roja), mutacion no fosforilable (Y14F, linea verde) o
mutacion fosfo-mimética (Y14E, linea violeta) (B) fueron transfectadas para la expresion de E-
cadherina. Se sembraron 2 x 10* células en placas de 96 pocillos. Luego de 24 h las células
fueron incubadas por 1 h en 1 ml de medio Seahorse Bioscience XF96 Calibrant pH 7.4,
suplementado con piruvato 100 mM y glucosa 5.5 mM a 37°C. Las células fueron tratadas con
Oligomicina 1 pM, FCCP 0.5 yM y Rotenona 100 nM. El consumo de oxigeno fue medido por
los cambios en la emision del fluoréforo de oxigeno embebido en la placa sensor Seahorse,
utilizando un analizador de flujo extracelular XF96 Seahorse. Los graficos representan el
promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM). Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunn. Diferencias
significativas entre la condicion; Mock y CAV (linea solida), CAV1 e Y14E (linea entrecortada) y
CAV1 e Y14F (linea entrecortada con puntos) estan indicadas (n.s = no significativo, * p <
0.005, *** p < 0.001).
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Caveolina-1 disminuye el consumo de oxigeno por el bloqueo el complejo

mitocondrial 1V en células B16F10.

Debido a que se observo que las células B16F10 (Figura 23A) y MDA-MB-231
(Figura 23C) que expresaron caveolina-1 presentaron una disminucion en la
capacidad respiratoria de reserva en comparacion a células que no expresaron
caveolina-1, se quiso investigar si la expresion de caveolina-1 afectaba la
actividad de los complejos mitocondriales, y si la co-expresion con E-cadherina
podria afectar de alguna forma la integridad mitocondrial. Para esto se trabajé
con células B16F10 (Mock) y (CAV1) que fueron transfectadas para la
expresion de E-cadherina. Las células fueron permeabilizadas utilizando el
reactivo XF PMP (XF Plasma Membrane Permeabilizer, Seahorse biosciense),
que perimite la permeabilizacion transitoria de la membrana mitocondrial, sin
generar danos permanentes en las células mas ADP 4 mM en medio MAS 1X
(ver tabla 3), suplementado con Piruvato, como sustrato del complejo
mitocondrial |. Inmediatamente después de la adicion del reactivo
permeabilizante se comenzé la medicion del consumo de oxigeno.
Posteriormente, las células fueron tratadas con Rotenona, inhibiendo el
complejo |, lo que detuvo la respiracidn mitocondrial asociada a NADH, luego
las células fueron tratadas con Succinato, lo que conduce la respiracion de los
electrones que entraron al pool de ubiquinona por la succinato deshidrogenasa

(complejo II), evitando la inhibicion del complejo |. Posteriormente se trato las
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células con Antinomicina A, inhibiendo el complejo Ill, deteniendo la respiracion
mitocondrial. Para evitar la inhibicion del complejo Ill se agregd Ascorbato mas
TMPD 100, como sustratos directos del complejo IV, entregando los electrones
directamente a la citocromo c¢ oxidasa (Figura 31A). Como se puede observar
en la Figura 31B las células que no expresaban caveolina-1 (Mock, linea azul)
fueron capaces de evitar la inhibicion de cada complejo mitocondrial cuando
estaban en presencia de los sustratos adecuados para continuar con la
respiracion mitocondrial en el siguiente complejo, sin embargo, las células que
expresaron caveolina-1 (CAV1, linea roja), presentaron menores niveles de
consumo de oxigeno como se describié previamente (Figura 23) y no son
capaces de recuperar la respiracion mitocondrial luego de la inhibicion del
complejo Il por Antinomicina A, lo que sugiere que la expresion de caveolina-1
bloquea el complejo IV mitocondrial. Esto podria explicar por qué las células
que expresaban caveolina-1, presentaron un menor consumo de oxigeno y
realizaron el cambio metabdlico a una glicolisis aerdbica.

La expresion de E-cadherina disminuy¢ y casi bloqued el consumo de oxigeno
tanto en células (Mock) (Figura 31B, linea celeste) como en células (CAV1)
(Figura 31B, linea roja claro), lo cual concuerda con lo descrito en la Figura 29,
que la expresion de E-cadherina al menos en células B16F10 y MDA-MB-231,

induce un fenotipo metabdlico quiescente.
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Figura 31. Caveolina-1 disminuye el consumo de oxigeno por el bloqueo del complejo
mitocondrial IV en células B16F10.

Se sembraron 2 x 10° células B16F10 Mock o CAV1 las cuales fueron transfectadas para la
expresion de E-cadherina, en placas de 24 pocillos XF24. Luego de 24 h, las células fueron
permeabilizadas utilizando 1 nM del reactivo XF PMP (XF Plasma Membrane Permeabilizer,
Seahorse biosciense) mas ADP 4 mM en medio MAS 1X (ver tabla 3), suplementado con
Piruvato 10 mM (como sustrato del complejo mitocondrial 1), Succinato 10 mM (sustrato del
complejo II), Antinomicina A 2 uM (inhibidor del complejo IIl) y Ascorbato 10 mM mas TMPD 100
MM (sustrato complejo 1V). Después de cada tratamiento se realizaron 3 mediciones cada 4 min.
Se determin6 el consumo de oxigeno por cambios en la emision de un fluoréforo sensible a
oxigeno embebido en el sensor del analizador de flujo extracelular XF24 Seahorse. El grafico
representa el promedio de 3 experimentos independientes (promedio + SEM).
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La expresion de caveolina-1 induce un aumento de la producciéon de ROS

la cual es inhibida por la expresion de E-Cadherina.

Los resultados obtenidos anteriormente mostraron que la expresion de
caveolina-1, bloquea el complejo mitocondrial IV de la cadena transportadora de
electrones, lo cual puede traducirse en una fuente de acumulacién de ROS
intracelulares. Es por esto que se quiso determinar si la expresion de caveolina-
1 es capaz de inducir un aumento en la produccion de ROS tanto a nivel del
citoplasma celular como en la mitocondria, para esto las células de melanoma
murino B16F10 Mock y CAV1 fueron transfectadas para la expresién de E-
cadherina y luego fueron transfectadas con el plasmido sensor fluorescente de
peréxido de hidrogeno, HyPer, que tiene una sefial de destinacion a la
mitocondria, pHyPer-dMito, o con un plasmido HyPer citoplasmatico, pHyPer-
cyto, los que son excitables a 420 y 500 nm y emiten a 516 nm y se realizaron
ensayos de citometria de flujo (Figura 32).

La expresiéon de caveolina-1 en células B16F10 indujo un aumento de la
produccion de ROS intracelular a nivel mitocondrial (Figura 32, barras negras),
lo que concuerda con el bloqueo del complejo IV mitocondrial, que se observé
en la Figura 31, y a nivel del citoplasma (Figura 32, barras blancas), los que
pueden ser consecuencia del aumento de ROS mitocondrial. La expresion de E-
cadherina inhibe la produccién de ROS tanto en células que no expresan

caveolina-1 (Mock-E-Cadh) como en células que expresan caveolina-1 (CAV1-
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E-Cadh), siendo esta inhibicion estadisticamente significativa en el caso de la
produccion de ROS mitocondrial (Figura 32), lo que confirma los resultados
observados tanto en la Figura 28 y Figura 29 los que muestran que la expresion
de E-cadherina produjo un bloqueo de la respiracion mitocondrial e indujo un

fenotipo metabdlico quiescente, respectivamente.
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Figura 32. La expresion de caveolina-1 induce un aumento de la produccién de ROS, la
cual es inhibida por la expresién de E-cadherina en células B16F10.

Se sembraron 2 x 10° células B16F10 (Mock) y (CAV1) en placas de 24 pocillos 24 h después
fueron transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEM2, para la expresion de E-cadherina y con
los plasmidos fluorescentes, sensores de H,0O,, mitocondral pHyPer-dMito (HyPer Mitocondria)
o citoplasmatico, pHyPer-cyto (HyPer citoplasma), utilizando como medio de transfeccién
FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas por 48 h con IPTG (1 mM). Al término del
tratamiento, las células fueron ftripsinizadas y se cuantificé la intensidad de fluorescencia
mediante citometria de flujo. El grafico muestra el promedio (promedio + SEM) de 3
experimentos donde la intensidad de fluorescencia en cada condicién fue normalizada con
respecto a la condicion control (Mock). Los resultados se analizaron estadisticamente con el
test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan
indicadas (*** P < 0.001,* p< 0.01, * p< 0.05).
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El tratamiento con antioxidantes inhibe el aumento en la migracion celular

inducido por caveolina-1 en células B16F10.

Los resultados obtenidos anteriormente mostraron que la expresion de
caveolina-1, bloquea el complejo mitocondrial IV de la cadena transportadora de
electrones, lo cual puede traducirse en una fuente de acumulacién de ROS
intracelulares. Es por esto que se quiso determinar si este aumento de ROS
debido a la expresion de caveolina-1 podria ser el responsable del aumento de
la migracion celular inducido por caveolina 1. Para esto se trabajo con células
B16F10 Mock y CAV1 las que fueron transfectadas para la expresion de E-
cadherina y se realizaron ensayos de migracion por transwell en presencia del
antioxidante N-acetilcisteina (NAC, 4 mM) por el tiempo en el que las células se
dejaron migrar (2 h).

El tratamiento con NAC es capaz de inhibir el aumento de la migracion celular
inducido por la expresion de caveolina-1 (Figura 33), por lo tanto un aumento
intracelular de ROS, inducido por la inhibicion del complejo IV mitocondrial por
caveolina-1, podria estar induciendo un aumento en la migracion de células

metastasicas.
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Figura 33. N-acetilcisteina inhibe el aumento en la migracién inducido por caveolina-1 en
células B16F10.

Se sembraron 6 x 10° células B16F10 (Mock) y (CAV1) en placas de 6 cm, 24 h después
fueron transfectadas con 2 ug del plasmido pBATEMZ2, para la expresion de E-cadherina,
utilizando como medio de transfecciéon FUGENE 6®. 24 h después, fueron tratadas por 48 h con
IPTG (1 mM). Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y tratadas con N-acetilcisteina
(NAC, 4 mM) durante el tiempo que se dejaron migrar las células (2 h). Se sembraron 5 x 10*
células B16F10, en transwell de 6.5 mm de diametro, que poseen una membrana con poros de
8 um cubiertos con fibronectina (2 pg/ml), las células se dejaron migrar en ausencia de suero
durante 2 h (B16F10). Después de este tiempo, las células fueron tefiidas y fijadas con cristal
violeta/metanol por 30 min. Las células que no migraron, y que se encuentran en la parte
superior del transwell, fueron eliminadas. Se contd el numero de células que migraron en 6
campos. El grafico muestra el promedio (promedio + SEM) de 3 experimentos donde el nUmero
de células B16F10 que migraron en cada condiciéon fue normalizado por el numero de células
(Mock). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis
y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan indicadas (*** P < 0.001,** p< 0.01).

150



Analisis del metaboloma de célula metastasicas en presencia o ausencia

de caveolina-1y que co-expresan E-cadherina.

Ya que la expresién de caveolina-1 induce cambios en el metabolismo de las
células metastasicas, decidimos estudiar si existian cambios en el metaboloma
de estas células por la expresion de caveolina-1. El metaboloma se define como
todos los metabolitos formados por la célula en asociacion con su metabolismo
(Metabolome Analysis: An Introduction, by Villas-Bbas, S.G., et al 2007). Para
esto se utilizaron las células B16F10 (Mock) y (CAV1) se realizé la extraccion
de los metabolitos utilizando una mezcla 1:1 de metanol:etanol, las muestras
fueron analizadas por cromatografia en fase liquida de alta resolucion y por
espectrometria de masa, generando resultados de los metabolitos ionizados
positiva y negativamente. Los resultados fueron analizados utilizando el
software Markerlynx application manager que realiza la deteccion automatica de
los peaks seguido por el analisis de los componentes principales que determina
los 100 componentes principales (masa y el tiempo de retencion) que
contribuyen significativamente a la varianza observada dentro de cada set de
datos. Posteriormente se gener6 un Heat map utilizando un analisis de
agrupacion jerarquica sin supervision. Los metabolitos presentes en células que
no expresan caveolina-1 y los presentes en células que expresan caveolina-1
pueden ser separados en dos grupos y aquellos que presentan una mayor

intensidad en células Mock, presentan una menor intensidad en células CAV1y
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los que presentan una mayor intensidad en células CAV1 presentan una menor
intensidad en células Mock. Posteriormente, los tiempos de retencién de los
metabolitos obtenidos fueron comparados con la base de datos Metabosearch y
se consideraron aquellos que poseian un error < 5 ppm entre el tiempo de
retencién obtenido experimentalmente y el tiempo de retencion disponible en la
base de datos Metabosearch,, ver tabla 5.

También se quiso determinar si la expresién de E-cadherina induciria algun
cambio en el metaboloma de células que expresaban o no caveolina-1, para
esto las células B16F10 (Mock) y (CAV1) fueron transfectadas para la expresion
transitoria de E-cadherina utilizando el plasmido pBATEM2, y se realizd la
comparacion del metaboloma de cada linea celular como se menciond
anteriormente. Luego del analisis y comparacion con la base de datos
Metabosearch de los metabolitos obtenidos ionizados positiva y negativamente
se pudieron determinar 69 metabolitos (Tabla 5).

En células B16F10 (CAV1) se determiné que existen 4 metabolitos que se
encuentran aumentados en comparacion a las células (Mock) (Figura 34A),
Metionina, Arginina, Noradrenalina y Dieatonolamina y dos metabolitos que
disminuyen por la expresion de caveolina-1; Aspartato y Creatina (Figura 34B).
Por lo tanto la expresidén de caveolina-1 en células metastasicas de melanoma
murino genera cambios en los metabolitos en relacion a células que no

expresan caveolina-1.
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La expresion de E-cadherina parece tener un mayor efecto sobre el
metaboloma de las células B16F10 ya que se encontraron 48 metabolitos que
cambian de manera diferencial en presencia de E-cadherina (Figura 35).

Por lo tanto, la expresion de caveolina-1 y la co-expresion con E-cadherina
genera cambios en el metaboloma de las células metastasicas B16F10, el
siguiente paso es un estudio de Interactoma, para determinar las interacciones

entre los metabolitos encontrados y diferentes proteinas.
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Tabla 5. Andlisis de intensidad de metabolitos en células B16F10.

Intensidad
Metabolitos Mock CAV1 Mock CAV1
E-Cadherina | E-Cadherina
10581 + 11243
NAD 1185.2 £ 112 1128.6 £ 119 2693 3734
GLUTAMINE 1177.8 £ 147 1391.2 £ 158 264.2 £ 93 347.8 + 34
HYPOTAURINE 0.0 0.0 657.4 £ 77 746.8 £ 168
THREONINE 233.6 £ 26 262.6 £ 34 1764.6 £ 327 | 2361.5+618
ASPARTATE 239.8 £ 102 0.0 1825.6 £ 170 0.0
GLYCINE 0.0 0.0 212.6 £ 36 230 £ 27
METHIONINE 0.0 423.8 £ 46 1009.6 £ 128 | 1314.2 + 298
ADENINE 1198.8 £ 113 1291.6 £ 110 2321 £433 | 2653.5 £ 524
15233 + 16008 +
ALANINE 3682.0 + 408 2910.8 £ 168 1257 1632
NORADRENALINE 1330.2 £ 250 2222.2 £+ 239 1291 £ 196 | 2180.2 £ 261
GALACTITOL 229.3+22 235.8+12 366.3 £ 116 665 + 93
TRANS-CYCLOHEXANE-
1,2-DIOL 2526.4 + 529 1229.4 £ 115 807 £ 170 994.2 + 457
L-AMINOCYCLOPROPANE-
1-CARBOXYLATE 396.0 + 31 357.0 £+ 64 1501.8 £ 142 | 1192.8 + 273
33115.0 + 43855 + 53534 +
ARGININE 26307.6 + 3873 3243 10112 7026
AGMATINE SULFATE 360.0 £ 20 311.4 £ 27 332.8+26 310+ 18
15473.4 79759 + 83846 +
GLUTATHIONE 11042.6 £ 915 1164 10087 20388
HISTIDINE 1134.8 £ 167 1567.6 £ 81 3661.6 + 509 | 3892.2 + 537
OPHTHALMIC ACID 205.2+ 20 179.6 £ 19 1151.8 £+ 114 | 843.5+208
, 59834 +
URIDINE 5-DIPHOSPHATE 641.4 £ 64 629.4 + 67 1766 6769 + 2483
BIS(2-
ETHYLHEXYL)PHTHALATE 3799.4 + 545 3810.0 £ 139 | 3264.6 £ 277 | 2466 + 304
LITHIUM POTASSIUM
ACETYL PHOSPHATE 198.8 £ 21 204.5 £ 11 194 £ 17 1948 £ 13
26902 + 26676 +
TAURINE 4407.4 £ 320 4717.2 £ 273 2501 5558
4-AMINOBUTANOATE 113.2 £ 32 3043 116.4 £ 49 161.2 £ 64
CYTOSINE 186.0+9 270.2 £ 32 908.4 + 163 1195 £ 279
ISOLEUCINE 1298.4 £ 170 1494.0 £ 129 | 4239.2 £+ 679 | 4169.7 £ 753
5'- 6608.4 + 9853.5 +
METHYLTHIOADENOSINE 2652.8 + 132 4898.0 + 250 1350 1967
TRYPTOPHAN 255.750 + 27 274.8 £ 40 732.8 +87 970.8 £ 287
URIDINE-5- 0.0 0.0 167.5+12 180 £ 49
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MONOPHOSPHATE

6416.2 £ 10943 +
PROLINE 1072.6 =+ 200 1299.6 + 211 1768 2154
SUCCINATE 162.2 + 69 0.0 0.0 473.3 £122
4307.2 =
PHENYLALANINE 946.6 + 138 1074.2 + 157 | 3383.8 +679 1088
HOMOCYSTEINE 1298.4 £ 170 1494.0 £ 129 | 4239.2 £+ 679 | 4169.7 + 753
CINNAMALDEHYDE 1387.2 £ 224 1292.8 + 111 0.0 0.0
PUTRESCINE 342.6 £ 46 186.8 + 31 473672 361.5+ 55
N-METHYL-D-ASPARTIC 14324 + 10608 +
ACID 3328.4 + 271 3484.2 + 288 1404 2383
ADENOSINE 5'-
MONOPHOSPHATE 159.6 + 13 79.6 +33 841.8 + 88 714.3 £ 201
DIMETHYLALLYL 5558.8 * 8653.7
PYROPHOSPHATE 1935 +50 4028 + 167 1218 1817
NE,NE,NE-
TRIMETHYLLYSINE 137.2 +57 126.4 + 52 1326.4 + 164 | 1512.5 £ 420
29565 + 35209 +
PHOSPHOCREATINE 2840.4 £ 225 3369.4 + 311 4587 9645
ADENINE
HYDROCHLORIDE 1198.8 £ 113 1291.6 £ 110 2321 +433 | 2653.5 + 524
NORLEUCINE 1298.4 £ 170 1494 + 129 4239.2 + 679 | 4169.7 + 753
ALLOTHREONINE 233.6 + 26 262.6 + 34 1764.6 + 327 | 2361.5+ 618
TRIGONELLINE 0.0 0.0 418.2 + 103 522.3 + 118
GLYCEROL 2-PHOSPHATE 0.0 0.0 297 £ 56 339.8 + 61
30621 £ 34880 +
SPHINGOMYELIN 2231.0x72 2480.8 £ 239 2768 7672
HYPOXANTHINE 1046 +77 4142+ 114 1082.6 + 203 | 526.7 + 145
284564 + 289217 +
CREATINE 69609.4 + 6852 | 56628 + 2973 29881 30413
LYSINE 603.6 + 126 524.8 + 59 786.4 + 223 888.2 + 133
7644.6 £ 11490.3
ASPARAGINE 788.0 + 45 1050.2 + 87 1130 2770
BUTANOATE 493.8+70 629.8 + 60 440.5 + 35 472.2 + 54
HOMOSERINE 233.6 + 26 262.6 + 34 1764.6 + 327 | 2361.5+ 618
THIOUREA 520.8 + 160 401.6 + 64 483.8 + 84 378.5+ 71
DIETHANOLAMINE 511.6 £ 57 1268.4 + 433 | 856.6 + 220 570 £ 90
PYRIDOXINE 1330.2 = 250 2222.2 £ 239 1291 + 196 | 2180.2 + 261
CYS-GLY 430.4 + 49 640 + 36 2712.8 £ 321 | 3023.5 + 851
10873 = 16645 +
CREATININE 2520.8 £ 223 4678.2 + 901 1140 1182
DEOXYCYTIDINE 0.0 0.0 535.8 + 88 4411 £ 3773
LEUCINE 1298.4 £ 170 1494 + 129 4239.2 + 679 | 4169.7 + 753
PHOSPHONOACETATE 198.8 + 21 163.6 + 42 194 £ 17 194.8 + 13
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HISTIDINE 1134.8 + 167 1567.6 + 81 | 3661.6 + 509 | 3892.2 + 537
7521.3 +
DEOXYCARNITINE 802.8 + 91 703 + 86 4773.4 + 933 1341
PHOSPHOCHOLINE 56523 + 44984 +
CHLORIDE 2967.8 + 347 | 2651.2 + 228 8242 1111
57061 + 85762 +
CARNITINE 7210.6 + 251 | 9510.2 + 1251 7138 15089
NORMETANEPHRINE 279.2 + 44 521.6 + 31 2055.8+85 | 2743 + 281
114046 + 194578 +
O-ACETYL-L-CARNITINE 17741.4 + 1830 | 12798 + 1165 29772 48636
CREATINE PHOSPHATE 29565 + 35209 +
DIBASIC TETRAHYDRATE 2840.4 +225 | 3369.4 + 311 4587 9645
14324.4 10608 +
N-ACETYL-DL-SERINE 3328.4 + 271 3484.2 + 288 +1404 2383
ANTHRANILATE 0.0 0.0 418.2+103 | 522.3+118
4198.7 +
SPHINGANINE 257.3 + 54 278.8+63 | 1993.3 + 581 1039

Tabla 5. Analisis de intensidad de metabolitos en células B16F10.
Células B16F10 (Mock) o (CAV1), fueron transfectadas para la expresion de E-cadherina, 24 h
después, fueron tratadas por 48 h con IPTG (1 mM). Luego se realizé la extraccion de los
metabolitos utilizando metanol:etanol (1:1), las muestras fueron analizadas por cromatografia en
fase liquida de alta resolucion (HPLC) y por espectrometria de masa, generando resultados de
los metabolitos ionizados positiva y negativamente. Los tiempos de retencion obtenidos para
cada metabolito fueron comparados con la base de datos Metabosearch, aquellos que poseen
un error < 5 ppm en relacién a la base de datos, fueron considerados y se utilizé la intensidad
de la sefial como determinacion de la cantidad de cada uno en cada condicion. La tabla muestra

el promedio de la intensidad de 5 experimentos independientes (promedio + SEM).
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A Metabolitos que aumentan en células B1I6F10 que expresan caveolina-1
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Figura 34. Metabolitos alterados por la expresion de caveolina-1 en células B16F10.

Se sembrd 1 x 10° células B16F10 (Mock) o (CAV1) en placas de 10 cm, 24 h después fueron
tratadas por 48 h con IPTG (1 mM). Luego se realizé la extraccidon de los metabolitos utilizando
metanol:etanol (1:1), las muestras fueron analizadas por cromatografia en fase liquida de alta
resolucién (HPLC) y por espectrometria de masas. Los tiempos de retenciéon obtenidos para
cada metabolito fueron comparados con la base de datos Metabosearch, aquellos que poseen
un error < 5 ppm, en relacion a la base de datos, fueron considerados y se utilizé la intensidad
de la sefal como determinacion de la cantidad de cada uno en cada condicién. Los graficos
muestran (A) los metabolitos cuya expresion aumenta en presencia de caveolina-1 y (B) los
metabolitos cuya expresion disminuye en presencia de caveolina-1. Se graficé el promedio de la
intensidad de 5 experimentos independientes (promedio + SEM). Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Mann-Whitney, diferencias significativas en relacion
a las células Mock estan indicadas (*** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05).
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Figura 35. Metabolitos alterados por la expresion de E-cadherina en células B16F10.
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Figura 35. Metabolitos alterados por la expresion de E-cadherina en células B16F10.
Células B16F10 (Mock) o (CAV1) fueron transfectadas para la expresion de E-cadherina, 24 h
después, fueron tratadas por 48 h con IPTG (1 mM). Luego se realizé la extraccion de los
metabolitos utilizando metanol:etanol (1:1), las muestras fueron analizadas por cromatografia en
fase liquida de alta resolucion (HPLC) y por espectrometria de masas. Se tabularon aquellos
metabolitos cuya intensidad aumenta de manera significativa (p < 0.05) en células B16F10 en
las que se expresd E-cadherina. Los graficos muestran el promedio de la intensidad de 5
experimentos independientes (promedio + SEM). Los resultados se analizaron estadisticamente
con el test no paramétrico Mann-Whitney, diferencias significativas en relacion a las células
Mock estan indicadas (*** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05).
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IV DISCUSION

Trabajos de nuestro Laboratorio mostraron que E-cadherina es capaz de inhibir
el rol promotor de metastasis in vivo de caveolina-1 en un modelo singénico de
melanoma murino (Lobos-Gonzalez et al., 2013). En células humanas de
cancer de colon que co-expresan E-cadherina y caveolina-1, ambas proteinas
forman un complejo proteico, que secuestra a B-catenina en la membrana
plasmatica lo que disminuye la expresidn de las proteinas survivina (Torres et
al., 2007) y ciclooxigenasa-2 (Rodriguez et al., 2009) las cuales favorecen la
sobrevida celular, por la inhibicion de su transcripcion dependiente de B-
cateninal/Tcf-Lef. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual E-cadherina es
capaz de inhibir el rol promotor de metastasis de caveolina-1 no ha sido
descrito. Por lo que objetivo principal de esta tesis fue determinar de que
manera E-cadherina es capaz de bloquear el efecto promotor de metastasis de

caveolina-1 en células metastasicas.

A E-CADHERINA DISMINUYE LA MIGRACION E INVASION CELULAR
POR LA INHIBICION DE LA FOSFORILACION DE CAVEOLINA-1 EN

Y14.

La fosforilacion de caveolina-1 en Y14 se ha relacionado a eventos como

aumento en el crecimiento independiente de anclaje y migracion celular por un
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mecanismo dependiente de Grb7 (Lee et al., 2000), la activacion de
metaloproteasas de matriz y un aumento en la invasion celular (Labrecque et
al., 2004), la internalizacion de microdominios de membrana regulados por
integrinas (del Pozo et al., 2005), la formacion de caveolas inducida por EGF
(Orlichenko et al., 2006) y con un aumento en la migracion en células MDA-MB-
231 y B16F10 (Urra et al., 2012), el cual es bloqueado por la inhibicion de la
fosforilaciéon en Y14 tanto de manera farmacologica como por la utilizacion de
una mutante no fosforilable de caveolina-1 (Y14F) (Ortiz et al., 2016). En esta
tesis mostramos que la expresiéon de caveolina-1 indujo un aumento en la
migracion e invasion de células (Figura 12 y 13, respectivamente) y que la
expresion de la mutante de caveolina-1 Y14F, no fue capaz de inducir este
aumento y por el contrario una mutante fosfomimética de caveolina-1, Y14E
indujo un aumento aun mayor en la migracion e invasion celular (Figura 14). La
expresion de E-cadherina en todas las lineas celulares metastasicas utilizadas
en este trabajo fue capaz de bloquear el aumento en la migracién e invasion
inducido por caveolina-1 wild type y por caveolina-1 Y14E, (Figura 12, 13 y 14)
y este bloqueo lo realizé por la inhibicion de la fosforilacion de caveolina-1 en
Y14, como mostramos en células metastasicas (B16F10, HT29(US) y B16F10)
que fueron sometidas a un estimulo migratorio (Figura 5, 6 y 7), ademas en
células de cancer de colon no metastasicas (DLD-1), que normalmente
expresan E-cadherina, caveolina-1 no se fosforila en Y14 (Figura 8). La pérdida

de la diferenciacién celular y de las adhesiones célula-célula es un evento que
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favorece la progresion tumoral, conocido como la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) (Thiery et al., 2006). El complejo de union apical, formado
por las uniones adherentes y las uniones estrechas, es el responsable de la
mantencion de las adhesiones célula-célula, define la polaridad celular, esta
involucrado en la sefializacién celular (Cereijido et al., 2008) y se encuentra
desregulado durante EMT (Gavert et al., 2008). La pérdida de la expresiéon de
E-cadherina se correlaciona con un fenotipo tumoral mas agresivo (Lewis-Tuffin
et al.,, 2010). La re-expresion de E-cadherina, restablece las uniones
adherentes, disminuye la proliferacion y movilidad celular, ademas de revertir el
fenotipo metastasico (Conacci-sorrell et al., 2002). La integridad de la uniones
adherentes esta regulada por la fosforilacion de B-catenina en tirosina por
diferentes quinasas, Fyn, Fer (Y142), cMet (Y489), Src y EGF-R (Y654)
(Balsamo et al., 1996; Roura et al., 1999). La fosforilacion de B-catenina, resulta
en la pérdida de la adhesion célula-célula, principalmente por el desensamblaje
del complejo formado por E-cadherina y -catenina. La desfosforilacién de (-
catenina promueve la formacioén de los complejos E-cadherina- B-catenina y a-
catenina en las adhesiones célula-célula en queratinocitos humanos (Roura et
al., 1999; Patel et al., 2003). En esta tesis quisimos determinar el estado de
fosforilacion de B-catenina en Y654. En células B16F10 y HT29(US), B-
catenina no se encuentra fosforilada en la Y654 en ausencia o en presencia de
E-cadherina (Figura 9). Por lo tanto en estas lineas celulares la fosforilacion

involucrada en la mantencion de la integridad de las uniones adherentes no es
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la Y654. Sin embargo, en las células metastasicas de cancer de mama MDA-
MB-231 que no expresaron E-cadherina, un estimulo migratorio, indujo la
fosforilacién de B-catenina en Y654, la cual fue inhibida por la expresion de E-
cadherina (Figura 10). Por otra parte en células no metastasicas que expresan
E-cadherina endégena (DLD-1), B-catenina no se fosforilé en Y654 luego de un
estimulo migratorio (Figura 11). Por lo tanto en base a nuestros resultados
podemos concluir que en células B16F10 y HT29(US) la fosforilaciéon en Y654
de B-catenina no esta involucrada en la regulacion de la integridad de las
uniones adherentes.

Se ha descrito que B-catenina es fosforilada en Y654 por la tirosina quinasa Src
(Roura et al., 1999) a la cual también se le ha atribuido la fosforilacién de
caveolina-1 en Y14 (Li et al., 1996; Volonte et al., 2001; Cao et al., 2004) es por
esto que se quiso determinar si Src era la quinasa involucrada en la
fosforilacion de caveolina-1. En células B16F10, la activacion constitutiva de
Src, no fue capaz de bloquear el efecto inhibitorio de E-cadherina en el aumento
de la migracién inducido por caveolina-1 (Figura 15). Por lo tanto, en este
modelo de estudio Src no estaria involucrada.

La gran diferencia entre las células metastasicas donde (-catenina no se
encuentra fosforilada en Y654 en ausencia de E-cadherina (B16F10 y
HT29(US)) y en las que si (MDA-MB-231) es que estas ultimas expresan
caveolina-1 endégenamente, en hepatocitos se ha descrito que la expresion de

caveolina-1 es necesaria para la activacidon de Src, ya que en hepatocitos
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CAV1™", la fosforilacion de Src en Y419 disminuye en comparacién a
hepatocitos que expresan caveolina-1, en los cuales ademas se observa un
aumento de la produccién de ROS y de la actividad de NOX1 (Moreno-Caceres
et al., 2016). Lo que nos lleva a pensar que en células metastasicas que no
expresan caveolina-1 la actividad de Src se encuentra disminuida y
posiblemente no es, esta quinasa la involucrada en la fosforilacién de caveolina-
1 en Y14 y/o B-catenina en Y654. Otros posibles candidatos son; la quinasa
Fyn, la cual fosforila a caveolina-1 en Y14 en respuesta al estrés oxidativo e
hiperosmolaridad (Sanguinetti et al., 2003b); Abl, la cual fosforila a caveolina-1
en Y14 en respuesta al estrés oxidativo (Sanguinetti et al., 2003a; Takeuchi et
al., 2013); Fes, la que co-inmunoprecipita con caveolina-1 en células B16F10 y
fue detectada mediante espectrometria de masa en esta tesis (Ver Tabla 4), no
existen antecedentes previos que relacionen a esta quinasa con caveolina-1,
pero se ha descrito que regula el citoesqueleto de actina, el ensamblaje de
microtubulos y la adhesion celular (Laurent et al., 2004), ademas su rol en la
progresion tumoral es controversial (Sangrar et al., 2005), pero la disminucién
de la expresion de Fes inhibe la proliferacion de células de adenocarcinoma
renal (Kanda et al., 2009), por lo que es un buen posible candidato para
fosforilar a caveolina-1 en Y14, favoreciendo de esta forma un aumento en la

migracion, invasion y metastasis.
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B PTPN14: UN NUEVO COMPANERO DE E-CADHERINA EN LA
INHIBICION DEL ROL PROMOTOR DE METASTASIS DE

CAVEOLINA-1.

La proteina tirosina fosfatasa PTPN14, tiene un conocido rol durante el
desarrollo (Smith et al., 1995). Una deficiencia o pérdida de PTPN14 induce
defectos en el desarrollo en Zebrafish (Wyatt et al., 2007) y Drosophila, como
regulador de la via de sefalizacién Hippo, mediante la activacion de LATS1,
dependiente del dominio C-terminal de PTPN14 y el silenciamiento de PTPN14,
induce un aumento en la migracion y en la morfogénesis (Poernbacher et al.,
2012; Wilson et al., 2014) y se asocia a linfedema en ratones y humanos (Au et
al., 2010). PTPN14, regula la adhesion célula-célula, matriz-célula, la migracién
y el crecimiento celular en células de cancer de colon humanas (Zhang et al.,
2013) y la transicién epitelio-mesénquima, por la desfosforilacion de B-catenina
en la tirosina 654 y por un aumento de la secrecion de TGF-3 en células MDCK
(Wadham et al., 2003; Wyatt et al., 2007). En células Hela, la sobreexpresion
de PTPN14 altera la morfologia celular y el citoesqueleto de actina, reduciendo
la adhesion célula-matriz (Ogata et al., 1999a; Ogata et al., 1999b). El
silenciamiento de PTPN14 en células de cancer de mama o la inyeccion
intraperitoneal de ratones con medio condicionado de células deficientes en
PTPN14, promueve el crecimiento y metastasis de xenografts de cancer de

mama (Belle et al., 2015). Sumado estos antecedentes PTPN14, tendria un rol
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supresor de tumores y de metastasis. Sin embargo, en la actualidad existe poca
informacion acerca de las funciones de PTPN14 y especialmente de sus
sustratos. A la fecha se han identificado cinco sustratos de PTPN14; 3-catenina
(Wadham et al., 2003), YAP (Liu et al., 2013), p130Cas (Zhang et al., 2013),
RIN1 (GEF de Rab-5) y PKC-d (Belle et al., 2015), los cuales estan
involucrados en la progresion tumoral y metastasis, por lo que es de real
importancia la identificaciéon de nuevos sustratos de esta fosfatasa e indagar a
profundidad en el rol que PTPN14 podria cumplir en la progresion del cancer.
En esta tesis se mostré que caveolina-1 podria ser un sustrato de PTPN14, ya
que ésta co-inmunoprecipita con caveolina-1 en células de melanoma murino
B16F10 y de cancer de colon humano HT29(ATCC), que expresan E-cadherina
(Figura 17, Tabla 4), donde se observa una disminucion significativa de la
fosforilacion de caveolina-1 en Y14 (Figura 16). PTPN14 podria interaccionar
con caveolina-1 a través de su motivo PPxY y el dominio tipo-WW de caveolina-
1 (Sotgia et al., 2000; Barr et al., 2009). La presencia de PTPN14 en el
complejo formado por E-cadherina y caveolina-1, podria explicar también, la
disminucién de la fosforilacion de [B-catenina en la tirosina 654, observada en
células MDA-MB-231 que expresan E-cadherina (Figura 10), células que
expresan PTPN14 (Belle et al., 2015).

En tejido de cancer de mama invasivo, se ha observado una disminucion de la
expresion de PTPN14 y la disminucion de la sobrevida de pacientes de cancer

de mama cuyos tumores expresan niveles elevados de dos de los sustratos de
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PTPN14 descritos recientemente, RIN1 o PKC-6 (Belle et al., 2015), lo que
sugiere que PTPN14 actuaria como un supresor de metastasis. Esta tesis
reafirmé la idea de que la fosfatasa PTPN14 tendria un rol supresor de
migracion, invasion y metastasis, ya que en células B16F10, la sobre-expresion
de PTPN14 inhibe el aumento en la migracion e invasion inducido por
caveolina-1 in vitro (Figura 18) y es capaz de inhibir el rol promotor de
metastasis de caveolina-1 in vivo (Figura 19).

Por otra parte no podemos descartar la accion de la fosfatasa PTP1B, la cual
disminuye la fosforilacion en Y14 de caveolina-1 en células COS-7, mientras
que la inhibicién de PTP1B induce la fosforilacion de caveolina-1 in vitro e in
vivo (Lee et al., 2006). En esta tesis mostramos que PTP1B, co-inmunoprecipita
con caveolina-1, independiente de la expresion de E-cadherina en células
B16F10 y HT29(ATCC) (Figura 17), por lo que no podemos descartar el efecto
de la expresion de esta fosfatasa en el bloqueo de la accion promotora de

migracion, invasion y metastasis de caveolina-1.

C E-CADHERINA INHIBE EL EJE PROMOTOR DE MIGRACION E

INVASION: CAVEOLINA-1/RAB-5/ RAC-1.

Trabajos de nuestro laboratorio han descrito, que caveolina-1 favorece la
activacion de la proteina GTPasa pequefia Rac-1 en células de cancer colon,

mama y melanoma, lo que induciria un aumento en el spreading y migracion
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celular (Urra et al., 2012; Lobos-Gonzalez et al., 2013; Diaz et al., 2014a; Diaz
et al 2014b). Recientemente se propuso un novedoso mecanismo por el cual
caveolina-1 activaria a Rac-1, favoreciendo el aumento del reclutamiento del
GEF de Rac-1, Tiam1, a endosomas tempranos positivos para la proteina Rab-
5, miembro de la superfamilia de Ras, cuya actividad aumenta por la expresion
de caveolina-1 en células metastasicas (Diaz et al., 2014a; Diaz et al., 2014b).
Uno de los objetivos de esta tesis fue determinar si la expresion de E-cadherina
era capaz de intervenir el eje de sefalizacion caveolina-1 / Rab-5 / Rac-1,
explicando en parte como E-cadherina inhibe el rol promotor de migracion y
metastasis de caveolina-1. Como resultado de esta tesis se demostré que en
células metastasicas de cancer de colon, HT29(US) y melanoma, B16F10, la
expresion de E-cadherina inhibe la activacion de Rab-5 y Rac-1 inducida por
caveolina-1 (Figura 20 y 21).

Como se menciond anteriormente uno de los sustratos descritos para PTPN14
es un GEF para Rab-5, RIN1, el cual es fosforilado en la tirosina 36 por la
quinasa Abl, lo que crea un sitio de unién para Abl, a través su dominio SH2,
liberando la auto-inhibicion de la actividad quinasa de Abl promoviendo su
activacion (Hu et al., 2005; Cao et al., 2008), favoreciendo la migracion celular y
metastasis (Khusial et al.,, 2010; Sun et al., 2014), posiblemente por la
fosforilacion de caveolina-1 en la tirosina 14 (Galvagni et al., 2007). Por lo tanto
en células que expresan E-cadherina, PTPN14 desfosforila a RIN1 en la tirosina

16 (Belle et al., 2015), reclutandolo posiblemente al complejo multiproteico
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formado con caveolina-1, no permitiendo que RIN1 actue como GEF de Rab-5,
manteniéndolo en su forma inactiva (Rab-5-GDP), promoviendo el paso de
endosomas tempranos a endosomas tardios , los cuales son degradados por la
via lisosomal (Belle et al., 2005), manteniendo Rac-1 inactivo (Rac-1-GDP),
inhibiendo de esta forma el aumento en la migracion, invasion y metastasis

inducido por caveolina-1.

D CAVEOLINA-1 Y SU ROL EN LA REPROGRAMACION DEL

METABOLISMO ENERGETICO DE CELULAS METASTASICAS.

La glicdlisis aerdbica es un componente indispensable del metabolismo de
células metastasicas, siendo critico para su crecimiento y esencial para la
migracion celular, ademas de ser un proceso que permite distinguirlas de
células sanas en el cuerpo. El cambio metabdlico que sufren las células
cancerigenas desde una glicdlisis anaerdbica y posterior procesamiento del
piruvato a a CO; en la mitocondria a un metabolismo principalmente glicolitico
en presencia de oxigeno fue descrito por primera vez por Warburg en 1956
(Warburg, 1956a ; Warburg., 1956b). La glicdlisis aerdbica es ineficiente en la
generacion de ATP, lo cual es compensado por un aumento del flujo glicolitico,
lo que le permite a las células cancerigenas utilizar el nutriente extracelular mas
abundante, la glucosa, para producir grandes cantidades de ATP, lo que les

permitiria migrar e invadir rapidamente, ademas, la degradacién de la glucosa
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proveeria a las células de intermediarios metabdlicos necesarios para las vias
biosintéticas (Han et al., 2013).

Existen antecedentes que vinculan a caveolina-1 con la reprogramacion
metabdlica de células estromales de mama, donde la pérdida de la expresién
de caveolina-1 en estas células es suficiente para inducir un aumento en los
niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS), en la autofagia,
la glicolisis y la disminucion del metabolismo respiratorio mitocondrial,
favoreciendo la progresion tumoral (Martinez-Outschoorn et al., 2014; Chen et
al., 2014). En células de cancer de mama, que expresan bajos niveles de
caveolina-1, la re-expresion de ésta, disminuye la glicolisis y aumenta la
produccion de ATP mitocondrial, de manera dependiente de la supresion de la
sobre-expresion de MnSOD mediada por Nrf2 (Hart et al., 2015). Trabajos
previos del laboratorio y esta tesis en particular han mostrado que la expresién
de caveolina-1 en estadios tardios de la progresion tumoral se relaciona con un
aumento en la migracion (Figura 12), invasion (Figura 13) en tres lineas
celulares cancerigenas metastasicas de distintos origenes y con un aumento en
la metastasis in vivo (Figura 19), lo que nos llevo a preguntarnos si la expresion
de caveolina-1 también podria incidir en la reprogramacion metabdlica de estas
lineas celulares metastasicas y a diferencia de lo publicado por Hart, la
expresion de caveolina-1, tanto en la linea de melanoma murino B16F10 como
en las lineas celulares humanas de cancer de colon y mama (HT29(US) y MDA-

MB-231, respectivamente), disminuye el consumo de oxigeno (Figura 23) y
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aumenta la glicolisis aerdbica (Figura 25), induciendo de esta forma un cambio
metabdlico, a un metabolismo glicolitico en presencia de oxigeno (Figura 26)
como el descrito por Warburg. Creemos que esta reprogramaciéon metabdlica,
puede explicar en parte el aumento observado en la migracion e invasion
inducido por caveolina-1 en células metastasicas, como se ha descrito para
células de cancer de mama altamente metastasicas (4T1) en comparacion con
células de cancer de mama no metastasicas (67NR) (Simoes et al., 2015). Esta
reprogramacion metabdlica inducida por caveolina-1, dependeria de su
fosforilacion en Y14, ya que en células que expresaron una mutante no
fosforilable para caveolina-1 (Y14F), se observo una completa disminucion de la
actividad mitocondrial en células B16F10 (Figura 30).

Mas interesante aun, en esta tesis hemos descrito un posible mecanismo
mediante el cual caveolina-1 favoreceria un metabolismo glicolitico, bloqueando
al complejo IV mitocondrial, ya que en células que expresaron caveolina-1 la
inhibicion del complejo IV, no pudo ser recuperada al entregarle a las células
sustratos especificos para este complejo (Figura 31). Una fraccién del oxigeno
mitocondrial consumido por la mitocondria es reducido por la filtracién
prematura de electrones para formar el radical superoxido en vez de ser
reducido completamente hasta agua. La mayoria del radical superéxido
generado en la mitocondria, se forma en la matriz a partir de los complejos
mitocondriales | y Il (Roelofs et al., 2015), por lo que el bloqueo del complejo IV

favoreceria una acumulacion de ROS mitocondriales, como mostramos

171



mediante la utilizacion de un plasmido fluorescente sensible a perdxido de
hidrogeno, la expresion de caveolina-1 en células B16F10, induce un aumento
de ROS en la mitocondria y en el citoplasma (Figura 32) lo que generaria un
aumento en la migracién celular tal como se mostro en la Figura 33, el cual es
inhibido por la exposicion de las células al antioxidante N-acetylcisteina (Figura
33). El aumento en la migracion e invasion de células cancerigenas, mediado
por ROS ha sido ampliamente descrito en la literatura (Cave et al., 2006; Flores-
Lépez et al., 2016; Kamiya et al., 2016), pero esta tesis relaciona por primera
vez a caveolina-1 con la generacion de una disfuncion mitocondrial y
reprogramacion del metabolismo energético de células metastasicas (Figura
36).

La relaciéon entre E-cadherina y la reprogramacion del metabolismo es aun
menos conocida. En muestras clinicas de cancer colorectal se ha observado
una relacion entre la disminucion de la expresion de E-cadherina con el
aumento de la expresion de la enzima Piruvato quinasa M2. (Konno, et al.,
2015). En Drosophila la Fat (Ft) cadherina funciona en la mitocondria, regulando
directamente la integridad de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, promoviendo la fosforilacion oxidativa, y la pérdida de Ft lleva a la
pérdida de la actividad del complejo mitocondrial |, aumentando la cantidad de
ROS intracelulares, favoreciendo un cambio metabdlico a glicélisis aerdbica
(Sing, et al., 2014). En este trabajo se mostré que la expresion de E-cadherina

disminuye tanto el consumo de oxigeno (Figura 27) como la glicolisis aerdbica
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en células metastasicas (Figura 28), ralentizando el metabolismo glicolitico
inducido por caveolina-1 en células HT29(US) y conduciendo a las células
B16F10 y MDA-MB-231 a un metabolismo quiescente (Figura 29). En células
epiteliales la expresion de E-cadherina favorece la inhibicion de la transcripcion
mediada por YAP1 y bloquea la re-entrada de la células al ciclo celular y la
progresion a través de la fase G1, manteniendo un fenotipo celular quiescente
(Benham-Pyle et al., 2015). Dado que demostramos que la fosfatasa PTPN14
co-inmunoprecipita con caveolina-1 en presencia de E-cadherina vy
recientemente se ha descrito que PTPN14 desfosforila e inactiva a YAP (Liu et
al., 2013), este podria ser el mecanismo por el cual la expresién de E-cadherina

favorece un fenotipo quiescente en células que expresan caveolina-1.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis hemos generado un nuevo
modelo (Figura 36). En células metastasicas carentes de E-cadherina (Figura
36A), la fosforilacién de en tirosina (Y14) de caveolina-1 favorece la activacion
de Rab-5 lo que induce la activaciéon de Rac-1 promoviendo un aumento en la
migracion e invasion celular. La expresion de caveolina-1 induce un cambio
metabdlico, un aumento de la glicdlisis aerdbica y una disminucion de la
respiracion mitocondrial, por la inhibicion del complejo IV, aumentando la
acumulacion de ROS mitocondriales y citosoélicos lo cual también induciria un
aumento de la fosforilacion de caveolina-1 en Y14, mientras que en células

metastasicas que expresan E-cadherina (Figura 36B) se forma un complejo
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multiproteico entre E-cadherina y caveolina-1 que recluta a la fosfatasa
PTPN14, la que desfosforila a caveolina-1 en Y14, inhibiendo la activacién de
Rab-5 y Rac-1 inducida por caveolina-1, inhibiendo de esta forma la habilidad
de caveolina-1 para promover migracion, invasién y metastasis, ademas la
expresion de E-cadherina ralentiza el metabolismo celular, disminuyendo el
consumo de oxigeno y la glicdlisis, conduciendo a las células a un metabolismo

quiescente.
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175



Figura 36. Modelo Propuesto. (A) En células metastasicas carentes de E-cadherina, la
fosforilacién en tirosina 14 (Y14) de caveolina-1 favorece la activacion de Rab-5 que induce la
activacion de Rac-1 promoviendo un aumento en la migracién e invasion celular y metastasis.
La expresién de caveolina-1 induce un cambio metabdlico, un aumento de la glicolisis aerébica
y una disminucion de la respiracion mitocondrial-dependiente de su fosforilacién en Y14- por la
inhibicién del complejo IV mitocondrial, aumentando los ROS intracelulares lo cual también
induciria un aumento de la fosforilaciéon de caveolina-1 en Y14. (B) En presencia de E-cadherina
se forma un complejo multiproteico con caveolina-1 que recluta a la fosfatasa PTPN14, la que
desfosforila a caveolina-1 en Y14, inhibiendo la activacion de Rab-5 y Rac-1 inducida por
caveolina-1, inhibiendo de esta forma la habilidad de caveolina-1 para promover migracion e
invasion celular y metastasis, ademas la expresion de E-cadherina ralentiza el metabolismo
celular, disminuyendo el consumo de oxigeno y la glicdlisis, conduciendo a las células a un
metabolismo quiescente.

E CAVEOLINA-1Y LA MODIFICACION DEL METABOLOMA DE

CELULAS METASTASICAS.

El metaboloma se define como todos los metabolitos formados por la célula en
asociaciéon con su metabolismo (Metabolome Analysis: An Introduction, by
Villas-Bbas, S.G., et al 2007). Nos parecio interesante estudiar si existian
cambios en el metaboloma de células metastasicas por la expresion de
caveolina-1, dado el cambio del fenotipo del metabolismo energético inducido
por caveolina-1, descrito en esta tesis. En células que expresaban caveolina-1
se observd un aumento en la cantidad de metionina. Metionina es un
aminoacido esencial necesario para el crecimiento y normal funcionamiento de
las células, contribuye a la sintesis de proteinas y es el precursor de S-
adenosilmetionina (SAM), el principal donador de metil en las células (Borrego

et al.,, 2016). SAM es necesaria para la metilacion del DNA, RNA, proteinas y
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lipidos, ademas de la formacion de 1-metilnicotinamida, factor involucrado en; la
pluripotencialidad de las células madres (Sperber et al., 2015), la biosintesis de
poliamina (Hu et al., 2004) y la via de rescate de metionina (Tang et al., 2000).
Existe una importante dependencia de la células cancerigenas por la metionina,
conocida como el “fenotipo dependiente de metionina”. La mayoria de las
células cancerigenas no pueden proliferar en un medio de cultivo donde
metionina ha sido reemplazada por su precursor metabdlico homocisteina en
cambio no afecta a células sanas (Halpern et al., 1974). Células de cancer de
mama que presentan un fenotipo dependiente de metionina, el metabolismo de
SAM depende de la disponibilidad de metionina (Borrego et al., 2016). En base
a nuestros resultados podemos postular que células que expresaron caveolina-
1 presentan una mayor disponibilidad de metionina, lo que se podria
correlacionar con una mayor metilacion del DNA.

Otro de los metabolitos que se encontré aumentado en células que expresaron
caveolina-1 fueron: (1) Arginina, conocido sustrato de las enzimas; oxido nitrico
sintasa inducible (INOS), arginasa y arginina metiltransferasas, todas estas
involucradas en la regulacion de la proliferacion celular y progresion tumoral
(Felley-Bosco et al., 2000; Xu et al.,, 2016; Hernandez et al., 2016). (2)
Dietanolamina aumenta en hepatocarcinomas de raton (National Toxicology
Program, 1999) y (3) Noradrenalina, existen varios estudios que han
relacionado un aumento en el crecimiento tumoral, migracidén, angiogénesis y

metastasis en cancer de mama a la activacion de receptores [3- adrenérgicos
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(Chakroborty et al., 2009; Cole et al., 2012; Childers et al., 2015). Por lo tanto,
los metabolitos aumentados por la expresion de caveolina-1 se relacionan con
un aumento en el crecimiento tumoral, migracién y metastasis. Por otro lado se
encontraron dos metabolitos que disminuyeron por la expresion de caveolina-1,
aspartato y creatina. Variaciones en los niveles de aspartato, se ha relacionado
con variaciones en la actividad del transportador de malato-aspartato, el que
provee de equivalentes reductores (NADH) a la mitocondria, en células de
glioblastoma se ha asociado una mayor actividad de este transportador con una
disminucién del radio NADH/NAD" en el citosol, lo que favoreceria un aumento
en la glicdlisis (Wang et al., 2016), lo que se relaciona con el cambio metabdlico
hacia un fenotipo metabdlico glicolitico aerdbico inducido por caveolina-1. La
suplementacion con creatina de un tratamiento con la droga antineoplasica
metiglioxal en células de cancer de mama MCF7, aumentd la apoptosis y
citotoxicidad de esta droga en comparacién al tratamiento solo con la droga (Pal
et al., 2016), por lo que una disminucion en los niveles de creatina en células
que expresan caveolina-1 podria relacionarse con multiresistencia a drogas
quimioterapéuticas que se ha asociado a un aumento en la expresion de

caveolina-1
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V CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis, nos permiten formular un posible
mecanismo mediante el cual E-cadherina estaria inhibiendo el rol promotor de
migracion y metastasis de caveolina-1 en células metastasicas (Figura 36). En
base a los resultados obtenidos podemos concluir que la fosforilacion de
caveolina-1 en Y14 es un evento importante para la migracién e invasion de
células metastasicas y que la expresiéon de E-cadherina estaria inhibiendo la
capacidad migratoria e invasiva de la células por la inhibicion de la fosforilacion
de caveolina-1 en Y14. En células metastasicas que normalmente no expresan
caveolina-1 y en células que expresan E-cadherina, B-catenina no se fosforila
en Y654- residuo que es normalmente fosforilado por Src- ademas la activacion
constitutiva de Src no fue capaz de sobrepasar la inhibicion de E-cadherina
sobre la promocion de la migracion e invasion inducida por caveolina-1, por lo
tanto en presencia de E-cadherina en estas células, Src no seria capaz ni de
aumentar la fosforilacion de caveolina-1 en Y14 o ni alterar la integridad de las
uniones adherentes.

Ademas, estudiamos este mecanismo mas en detalle, postulando a que
hubiese una fosfatasa en el complejo multiproteico formado por E-cadherina y
caveolina-1 que podria desfosforilar a caveolina-1 y B-catenina. En esta tesis
mostramos que la fosfatasa PTPN14 co-inmunoprecipita con caveolina-1 en

presencia de E-cadherina, disminuyendo la fosforilacion de caveolina-1 en Y14.
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Ademas, la sobre-expresion de PTPN14 es capaz de inhibir el aumento en la
migracion, invasion y metastasis in vivo inducido por caveolina-1. PTPN14 tiene
un conocido rol en el desarrollo, pero su implicancia en la progresién del cancer
es controversial y poco estudiada. En este trabajo se generd nueva evidencia
de que PTPN14 actuaria como una proteina supresora de tumores y
describimos a caveolina-1 como un nuevo posible sustrato para esta fosfatasa.
Ademas, la fosfatasa PTP1B también co-inmunoprecipita con la mutante
caveolina-1(Y14F) independiente de la expresion de E-cadherina, por lo que no
podemos sugerir su participacion en la desfosforilacion de caveolina-1 en Y14
tambien independiente de E-cadherina.

También analizamos el efecto de la expresion de E-cadherina sobre el eje de
sefalizacion, descrito previamente por nuestro laboratorio, caveolina-1/ Rab-5/
Rac-1 mostrando que E-cadherina es capaz de inhibir la activacién de Rab-5y
Rac-1 y el fenotipo metastasico inducido por caveolina-1.

Por otro lado, evaluamos el efecto de la expresion de caveolina-1 sobre el
fenotipo metabdlico de las células cancerigenas, demostrando que la expresion
de caveolina-1 disminuye el consumo de oxigeno de las células metastasicas,
por el bloqueo del complejo mitocondrial 1V, e induce un aumento de ROS a
nivel mitocondrial y citoplasmatico. Ademas, la expresion de caveolina-1
aumenta la acidificacion extracelular, indicando un aumento de la tasa
glicolitica, induciendo de esta forma un cambio metabdlico desde un

metabolismo oxidativo aerdbico a un metabolismo glicolitico aerdbico, mas
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conocido como el efecto Warburg, lo que puede explicar en parte, la mayor tasa
migratoria e invasiva de las células que expresan caveolina-1.
Interesantemente, la fosforilacion de caveolina-1 en Y14 es un evento necesario
para la induccion de este switch metabdlico por caveolina-1, indicando la
importancia de la expresion de caveolina-1 y su fosforilacién para la mantencién
del fenotipo metabdlico.

La co-expresidn de E-cadherina con caveolina-1 en las células metastasicas de
cancer de colon, mama y melanoma también gener6 cambios en el
metabolismo, disminuyendo el consumo de oxigeno y la capacidad glicolitica.
Ademas, la expresion de E-cadherina favorecié un metabolismo quiescente en
las células de cancer de mama y melanoma.

Finalmente, observamos que la expresion de caveolina-1 indujo el aumento de
metabolitos que favorecen el crecimiento tumoral, migracion celular vy
metastasis lo que es consistente con el rol promotor de metastasis de
caveolina-1 e indujo la disminucién de metabolitos que pueden explicar en parte
el cambio metabalico promovido por la expresion de caveolina-1 y la adquisicion
de multiresistencia a drogas quimioterapéuticas asociada a un aumento de la
expresion de caveolina-1, sugiriendo por primera vez la participacion de

caveolina-1 en la regulacion del metaboloma de células cancerigenas.
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VIl ANEXO

FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Viabilidad de células metastasicas transfectadas para la expresion

transitoria de E-cadherina.

Debido a que la transfeccion para la expresion transitoria de E-cadherina es una
herramienta ampliamente utilizada en esta tesis se quiso determinar si tanto el
proceso de transfeccion, como la expresion produciria cambios en la viabilidad
de las células metastasicas B16F10 y HT29(US). Se observé que en ambas
lineas celulares la viabilidad celular no cambia luego de la transfeccion (Figura
Suplementaria 1 Ay B).
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Figura Suplementaria 1. Viabilidad de células metastasicas transfectadas para la
expresion transitoria de E-cadherina.

Células (A) B16F10 (Mock) y (CAV1) o (B) HT29(US) (Mock) y (CAV1) fueran transfectadas con
2 ug del plasmido pBATEM2, para la expresion de E-cadherina, utilizando como medio de
transfeccion FUGENE 6®, posteriormente se sembraron en placas de 96 pocillos, 24 h después
se evalud la viabilidad celular mediante el ensayo de MTS® segun las instrucciones del
fabricante. Los graficos muestran la medicion de absorbancia a 490 nm promedio de 3
experimentos independientes (promedio £+ SEM). No se observaron diferencias significativas.
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