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RESUMEN
Introduccidn: Prostaglandina E2 (PGE2) es un lipido que ejerce una serie de funciones
biol6gicas y ha sido implicada en distintos aspectos de la progresion tumoral. La pérdida de
la molécula de adhesion epitelial E-cadherina es considerada un paso clave durante la
progresion tumoral de varios tipos de carcinomas, sin embargo, no se sabe si PGE2 es
capaz de inducir la endocitosis de ésta y con ello su pérdida temprana en la membrana
plasmatica. Por otra parte, la GTPasa pequefia Rab5, es el regulador maestro de la
endocitosis temprana y su sobre-activacion se ha visto implicada en la progresion tumoral.
Sin embargo, el efecto de la PGE2 en la activacion de Rab5 no ha sido descrito, asi como
tampoco la participacion de Rab5 en la endocitosis de E-cadherina.
Hipotesis: Prostaglandina E2 induce la activacion de Rab5 y con ello la internalizacion de
E-cadherina en células de adenocarcinoma colorrectal HT29(ATCC) y su variante altamente
invasiva HT29(US).
Metodologia: Células HT29(ATCC) de adenocarcinoma colorrectal, fueron estimuladas
con PGE2 y se evalub la activacion de Rab5 mediante las técnicas de pulldown e
inmunofluorescencia. También se determind el receptor de PGE2 involucrado en estas
respuestas, mediante el uso de antagonistas farmacolégicos. La internalizacién de E-
cadherina inducida por PGE2 fue evaluada por inmunofluorescencia y pruebas de co-
localizacién con el marcador de endosomas tempranos EEAL. Finalmente se evalué el nivel
de activacion de Rab5 y la expresion de E-cadherina en la sub-linea celular HT29(US),
derivada de células HT29(ATCC), pero con caracteristicas mas invasivas, determinandose
ademas el posible rol de PGE2 y Rab5 sobre este estado.
Resultados: PGE2 induce la activacién de Rab5, principalmente mediante el receptor EP2,
y ademas, induce la internalizacion de E-cadherina hacia compartimientos EEAL positivos,
los cuales son dependientes de la funcion de Rab5. Ademas, se observo que las células
HT29(US) presentan basalmente un mayor nivel de activacion de Rab5 que depende de la
activacion del receptor EP2, asi como una menor expresion de E-cadherina, la cual
aumenta al silenciar la expresion de Rab5 mediante shRNA.
Conclusiones: En este estudio se propone un nuevo mecanismo por el cual PGE2 podria
estar participando en la progresion tumoral. Esto es, la activacion de la GTPasa pequefia
Rabb5, y la internalizacion de E-cadherina, ambos procesos necesarios para la adquisicion
de un fenotipo celular migratorio e invasivo durante la progresion tumoral de carcinomas, lo
cual se refleja en la sub-linea celular HT29(US), la cual presenta mas Rab5 en estado

activo, menos E-cadherina, y son mas invasivas que las células HT29(ATCC).



INTRODUCCION

Sintesis y acciones de la Prostaglandina E2 (PGE2)

PGE2 es una molécula lipidica de la familia de los prostanoides, que ejerce una serie
de funciones biolégicas en el organismo y su funcion ha sido ampliamente relacionada con
la aparicion y desarrollo de distintos tipos de cancer*2. Su sintesis comienza con la hidrdlisis
de fosfolipidos de membrana, accion mediada por la enzima fosfolipasa A2 (PLA2),
generando acido araquidénico (AA)!, el cual es sustrato de las enzimas Ciclooxigenasa-1
(COX1, isoforma constitutiva) y Ciclooxigenasa 2, (COX2, isoforma inducible), que
producen prostaglandina H2 (PGH2). La PGH2 es el sustrato de enzimas terminales
especificas que generan diferentes tipos de prostaglandinas, siendo las enzimas, PGE2
sintasa microsomal 1 (mMPGES-1, inducible, a menudo por las mismas sefiales que activan
a COX2), mPGES-2 (constitutiva) y su forma citosélica (cPGES), las responsables de
generar PGE23,

La PGE2 ejerce su accién mediante la activacion de receptores acoplados a proteina
G distribuidos heterogénea y diferencialmente en los diferentes tipos celulares, de los
cuales se han caracterizado cuatro tipos, denominados EP1, EP2, EP3, EP4* (figura 1).
Estos receptores activan vias de sefializacion especificas , generalmente relacionadas a
vias clésicas de proliferacién y supervivencia, como cAMP y PKC, ademas de la
transactivacion de otros receptores, por ejemplo, del tipo tirosina quinasa, activando vias
como MAPK, Akt y PI3K® (figura 1). Por lo tanto, se ha descrito a PGE2 como una molécula

de sefializacion clave para la homeostasis de los tejidos.



,{_s
g
?—?\ (5 W
A Al 4
L kg
l __J
. Adenil Ciclasa Complejo de Aumento Ca*2 Adenil Ciclasa
Fosfolipasa C destruccion citoplasmico
J J' de B-Catenina l
Aumento -Arrestina
Aumento Ca+2 :"AMP l B AUT;?U :
citoplismico Transactivacion y =
Estabilizacion translocacion
i de B-Catenina nuclear de EGFR ; c-Src EGFR
Proteina :i":;i'a“: y transcripcion Proteina
Kinasa C dependiente Kinasa A
J de Tef/Lef l PISK/Akt MAPK
; Transcripcion Transcripcion
Vlas:qu;I:xB dependiente dependiente
y de CREB de CREB

Figura 1. Principales vias de sefializacion relacionadas al cancer y activadas por los distintos
receptores de PGE2. El Receptor EP1 estd acoplado a proteina Gag y activa a la enzima
fosfoliapasa C y con ello induce el aumento del Ca*? citosolico y activacion de las vias NFxB y MAPK.
El receptor EP2, acoplado a proteina Gas induce el aumento del cAMP y con ello la activacién de la
transcripcion dependiente de CREB, ademas de inducir la estabilizacion de p-Cateninay con ello su
translocacion nuclear para activar la transcripcion de genes relacionados a la progresion tumoral. El
receptor EP3 esta acoplado a proteina Gai e induce un aumento del Ca*? citosélico y también se ha
relacionado con la transactivacion y translocacion nuclear de EGFR. Finalmente el receptor EP4,
acoplado a proteina Gas, induce el aumento del cAMP citosélico y también se ha relacionado con la

activacion de las vias de PI3K/Akt como la via de MAPK, a través de S-Arrestina .
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Prostaglandina E2 induce la progresiéon tumoral

En las Ultimas décadas se ha demostrado que la PGE2 participa activamente
induciendo la progresién tumoral'2. Estas investigaciones, se iniciaron con estudios clinicos
y epidemioldgicos en los que se observo una disminucion en el riesgo de cancer de colon
en pacientes con uso crénico de antiinflamatorios no esteroidales (AINES)®’, cuya funcién
es la inhibicion de las enzimas COX y con ello la producciéon de PGE2. Estos resultados se
han reproducido experimentalmente en modelos murinos de cancer®. Incluso, se ha
demostrado que el uso de AINES se correlaciona con la regresion de adenomas, en
pacientes con sindrome de poliposis familiar adenomatosa®°. También se sabe que tejidos
sometidos a inflamacién crénica, donde la PGE2 es producida en altas cantidades, son
especialmente susceptibles a la aparicion de neoplasias, como es el caso de la enfermedad
inflamatoria intestinal y que ademas, el tejido neoplasico genera un microambiente
inflamatorio que induce la proliferacién, angiogénesis y evasion inmunitariat!. De hecho, la
promocion del microambiente inflamatorio, fue incluida como uno de los aspectos
caracteristicos del cancer por Hanahan y Weinberg en “Hallmarks of Cancer, The Next
Generation” 2011*2, Por todo lo anterior, se ha propuesto que los efectos de PGE2 que en
condiciones normales participan en la homeostasis de los tejidos, en un contexto tumoral
promueven la adquisicion de caracteristicas de malignidad y la progresién tumoral
activando diversas vias de sefalizacién dependientes de los receptores de PGE2 y el tipo

celular involucrado.

E-cadherinay su importancia en la progresion tumoral

E-cadherina es una glicoproteina de 120 kDa perteneciente a la familia de
Cadherinas, uno de los cuatro grupos de moléculas de adhesion mayormente descritos®®.
Es una proteina transmembrana que participa en la formacién de uniones adherentes,
estructuras clave para mantener la cohesion y polaridad celular en los epitelios, siendo
indispensable para la morfogénesis, remodelamiento y mantenciéon de barreras tisulares!*.
Estructuralmente se reconoce una region extracelular de 80kDa, compuesta por cinco
dominios extracelulares (EC1 a EC5) dependientes de calcio, cuya funcion es interactuar
con otras moléculas de adhesion, siendo principalmente la unién a otras moléculas de E-
cadherina la mayormente descrita (union homotipica). Ademdas, posee un dominio
transmembrana y un dominio intracelular, el que interactia con complejos de proteinas

adaptadoras, el citoesqueleto de actina y moléculas de sefalizacion®.
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Un gran porcentaje de los cdnceres humanos se originan a partir de tejido epitelial,
y en la gran mayoria de ellos, las adhesiones mediadas por E-cadherina se pierden a
medida que el tumor progresa'®!’, existiendo una relacién inversa entre los niveles de E-
cadherina, el grado tumoral y las tasas de mortalidad del cancer'®1°2°, | os estudios indican
que es necesario que las células cancerosas pierdan sus uniones intercelulares para
adquirir capacidad migratoria e invasiva y realizar metastasis'®. De hecho, en células
tumorales en las que se restablece la funcidon de E-cadherina, se observa una reversion
hacia un fenotipo mas benigno, por lo que E-cadherina es considerada una molécula
supresora de tumores?!. Existen diferentes niveles de regulacién de la expresion de E-
cadherina en la membrana plasmética, destacando la induccién de factores de transcripcion
de la Transiciéon Epitelio Mesenquimal (FT-EMT), represores de la expresion de E-
cadherina, como Snail y ZEB, los cuales producen modificaciones epigenéticas, como la
hipermetilacion en el promotor del gen de E-cadherina??. A nivel post-traduccional, se
incluyen mecanismos de fosforilacion de la cola citoplasmatica de E-cadherina,
ubiquitinacion mediada por Hakai y consiguiente endocitosis y degradacién lisosomal,
respectivamente, como mecanismo a corto plazo que también implica la pérdida de la
adhesion celular y con ello una modificacion en la via de sefializacién involucrada vy la
interaccion con el citoesqueleto de actina*2!(figura 2).

La presencia de E-cadherina en la membrana plasmatica es altamente dinamica y
regulada por un equilibrio entre endocitocis, reciclaje y degradacion, esto debido a que la
célula necesita reorganizar su estructura a lo largo de su ciclo, y esta dindmica permite la
plasticidad estructural necesaria para la homeostasis de los tejidos? (figura 2). En su
porcién citoplasmatica posee dominios de union a proteinas adaptadoras como AP-2, que
se une a clatrina y permite la endocitocis dependiente de clatrina, para lo cual es necesaria
la participacion y reclutamiento de las GTPasas Dinamina y Rab5%3. Si bien, en procesos
metastasicos, la pérdida de uniones mediadas por E-cadherina se ha atribuido
mayormente a la represion de su expresion, ésta también se ha asociado a un
aumento en la internalizacion local de E-cadherina®®?4?% Los mecanismos que
conducen a la endocitosis de E-cadherina en cancer, su dependencia en funcion de
reguladores de la endocitosis y el rol que cumple el microambiente tumoral en ello, ain son

poco claros.
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Figura 2. Principales mecanismos de regulacién de la expresion y localizacion de E-cadherina
involucrados en céancer. Se puede observar que a nivel transcripcional operan los denominados
Factores de Transcripcion de la EMT (FT-EMT) SNAIL, SLUG, ZEB y TWIST, entre otros, los cuales
reprimen la expresion génica de E-cadherina. A nivel traduccional, hay una serie de familias de miRNAs
gue regulan tanto la traduccién de E-cadherina como de los FT-EMT, que se han visto implicados en
cancer. A nivel de destinacién subcelular de E-cadherina, hay un equilibrio entre endocitosis, reciclaje y
degradacion lisosomal, donde se ha visto que la asociacién con proteinas de la familia de las cateninas,
con el citoesqueleto y con algunos receptores tirosina kinasa (RTK), estabiliza o desestabiliza la
presencia de E-cadherina en la unién adherente. De la misma manera, modificaciones post-
traduccionales como fosforilaciéon y ubiquitinacién llevan a la destinacion de E-cadherina hacia la
degradacion lisosomal. El rol de las RabGTPasas que orquestan el trafico vesicular ha sido poco

explorado en relacion a la endocitosis de E-cadherina. (cadena pp: polipeptidica)
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La GTPasa pequefia Rab5 en cancer y su relacién con E-cadherina.

El tréfico intracelular es un proceso celular altamente complejo y regulado, que
implica la formacién de una vesicula endosomal desde una membrana pre-existente, el
desplazamiento de esta vesicula a través de los microtubulos y posterior reconocimiento y
fusiébn con otros compartimientos endomembranosos?®. Todos estos procesos estan
orquestados por proteinas llamadas Rab, un grupo de GTPasas pequefias, que son
capaces de alternar entre un estado funcionalmente activo cuando se encuentran unidas a
GTP, o un estado funcionalmente inactivo si estan unidas a GDP?'. Estas proteinas se
localizan en la superficie de la vesicula y cuando son activadas, unen a proteinas efectoras,
regulando los procesos ya mencionados?®. La transicion entre los estados unidos a GTP o
GDP va a depender de la accién de otras proteinas denominadas, respectivamente, GEF
(guanine nucleotide exchange factor), que inducen la forma activa, y GAP (GTPase
activating protein), que estimulan la actividad GTPasa, induciendo transicién hacia la forma
inactiva?®-2°

Rab5 es una de las proteinas Rab mas caracterizadas y es una de las principales
reguladoras del trafico endosomal temprano?*?’. En la figura 3 se muestra el ciclo de
activacion y desactivacion de Rab5 y los principales procesos que esta proteina regula en
su forma activa, a través de proteinas efectoras. En los Ultimos afios se han asociado
alteraciones en estos procesos regulados por Rab5, con la adquisicién y mantencién de
caracteristicas de malignidad en las células tumorales®. Por ejemplo, cuando el equilibrio
existente entre la endocitosis y el reciclaje de moléculas de adhesion se ve alterado, esto
puede contribuir a una mayor tasa de recambio de complejos de adhesion y a la
desestabilizacién de las uniones intercelulares, facilitando la progresién tumoral y la
adquisicion de capacidad metastasica®*3!. Se ha demostrado que Rab5, en su forma activa,
cumple una importante funcion durante la migracion celular, promoviendo el desensamble
de uniones célula-matriz extracelular, especificamente adhesiones focales, contribuyendo
a su re-utilizacion (via reciclaje) en el extremo lider de la célula, promoviendo de esta
manera la migracién direccional e invasividad en células cancerosas®>3. También se ha
demostrado que Rab5 es importante para la mantencion de las caracteristicas de
malignidad de células tumorales en cultivo y que el knockdown de Rab5 viene acompafiado
de una disminucion en la proliferacion celular, viabilidad y crecimiento independiente de
anclaje® asi como en la migracion, invasion y expresién de metaloproteasas necesarias

para la invasion®, Interesantemente, algunos estudios han relacionado la activacion de
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Rab5 con la expresion de E-cadherina en diferentes modelos celulares. En células no
tumorales se demostr6 que la endocitosis de E-cadherina inducida por factores de
crecimiento es dependiente de la activacion Rab5, esto debido al reclutamiento de una GEF
de Rab5 llamada RIN2%. Recientemente, en un estudio ex vivo, se observé una relacién
inversa entre la expresion de Rab5, los niveles de E-cadherina y el pronéstico de los
pacientes con cancer pancreatico, y que ademas, al suprimir la expresion de Rab5 en
células tumorales, los niveles de E-cadherina aumentan y la capacidad invasiva
disminuye?®, relacionandose con esta importante molécula de adhesién ya mencionada
anteriormente. En resumen, la sobre-activacion de la GTPasa Rab5 seria responsable de
la alteracion de varios procesos celulares que permiten la progresién tumoral, entre ellos,
una disminucion en el contenido de E-cadherina, sin embargo, su asociacion con la
internalizacion de E-cadherina, considerada necesaria para la migracion e invasion,
aun no esta del todo clara. Interesantemente, se ha demostrado la participacion directa
de Rab5 en la endocitocis de VE-Cadherina, otro tipo de cadherina presente en los

endotelios vasculares®’.

@ Deslizamiento a través

de microtdbulos

Reconocimiento e identidad

de compartimentalizacidn
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s

Fusidn con endosomas

@ tempranos

Figura 3. Rab5 funciona como un “switch” molecular. Rab5, como la mayoria de las GTPasas, cicla
entre un estado inactivo cuando esta unida a GDP y un estado activo cuando esté unida a GTP. Proteinas
GEF inducen la disociacion del nucleétido GDP con la consecuente union espontanea de GTP, mientras
gue proteinas GAP aceleran la actividad GTPasa intrinseca de Rab5, favoreciendo su transicion hacia la
forma inactiva. En su forma activa, Rab5 es capaz de reclutar a distintas proteinas efectoras que van a
permitir entre otros procesos, el deslizamiento de las vesiculas a través de los microtibulos, la generacion
de fosfolipidos especificos que dan identidad a la membrana vesicular y permiten su reconocimiento con
otros compartimientos, y la fusion de la vesicula con estos compartimientos, como sucede con los

endosomas tempranos.



Como ya se ha mencionado, PGE2 es un inductor de la progresién tumoral en varios tipos
de cancer, promoviendo la proliferacidn, sobrevivencia, migracion e invasion de las células
tumorales®. Dentro del abanico de efectos que PGE2 pudiera tener sobre las células
cancerosas, no se sabe si esta es capaz de inducir la activacion de Rab5, cuya
sobreactivacion tiene efectos compartidos con los de PGE2. Sin embargo se ha demostrado
en otros tipos celulares, no malignos, que PGE2 es capaz de inducir el agrandamiento de
endosomas tempranos, evento celular dependiente de la activacién de Rab5%. Por otro
lado, con respecto a E-cadherina, se ha reportado que PGE2 pudiera estar relacionada con
su pérdida. Especificamente, PGE2 disminuye la expresion de E-Cadherina en células de
cancer gastrico mediante la induccion de la expresion del factor de transcripcion represor
de E-cadherina, Snail*®. Ademas, se ha establecido que PGE2, mediante su receptor EP2,
estimula la progresién tumoral en células de cancer de colon mediante la activacion de la
via de B-Catenina, facilitando la translocacién de B-Catenina desde las uniones adherentes
hacia el nucleo, donde funciona como factor de transcripcion para activar diversas vias que
favorecen la sobrevida y capacidad invasiva de las células tumorales*. Interesantemente,
estudios recientes de nuestro laboratorio indican que la acumulacion nuclear de B-catenina
en un modelo de lesiones orales premalignas, es dependiente de Rab5*!.

La finalidad de este trabajo, fue establecer si PGE2 es capaz de inducir la activacion
de Rab5 y la internalizaciéon de E-cadherina y si esta Ultima ademas es dependiente de la
activacion de Rabb, ya que esta GTPasa es la reguladora maestra de la endocitocis
temprana y se ha visto implicada en la endocitocis acelerada de otros tipos de moléculas
de adhesion como integrinas y VE-Cadherina. Ambos eventos son clave durante la
adquisicion de caracteristicas de malignidad en las células tumorales debido a su estrecha
relacion con la capacidad migratoria e invasiva. Para esto, utilizamos como modelo la linea
celular HT29(ATCC) derivada de adenocarcinoma colorrectal, donde los efectos de PGE2
han sido clasicamente descritos en la progresion tumoral, del que ademas poseemos una
variante celular derivada de focos metastasicos, con caracteristicas mas invasivas,
HT29(US), las que han sido descritas como un modelo celular en un estado mas avanzado
de malignizacion®*#?, donde confirmamos a nivel celular que tanto la sobreactivacion de
Rab5 como la deplecion de E-cadherina son pasos importantes durante la malignizacion

del adenocarcinoma colorrectal.
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HIPOTESIS

Prostaglandina E2 induce la activacion de Rab5 y con ello, la internalizacion
de E-cadherina en células de adenocarcinoma colorrectal HT29(ATCC) y su

variante altamente invasiva HT29(US).

OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar el efecto de PGE2 en la activacién de Rab5 y en la internalizacién de E-cadherina

en células HT29(ATCC) y su variante celular altamente invasiva HT29(US).

Objetivos especificos:

I. Estudiar el efecto de PGE2 en la activacion de Rab5 en células HT29(ATCC) de
adenocarcinoma colorrectal.

Il. Evaluar el efecto de PGE2 en la localizacion sub-celular de E-cadherina en células
HT29(ATCC) de adenocarcinoma colorrectal y la posible relacion con la activacion de
Rab5.

[ll. Comparar los niveles de activaciéon de Rab5 y expresion de E-cadherina entre las
células HT29(ATCC) y su variante mas invasiva, HT29(US) y evaluar el posible rol de
PGE2 en estas diferencias.
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DISENO EXPERIMENTAL

Objetivo especifico I: Estudiar el efecto de PGE2 en la activacion de Rab5 en células

HT29(ATCC) de adenocarcinoma colorrectal.

1. Para evaluar si PGE2 es capaz de activar a Rab5, células HT29(ATCC) fueron
estimuladas con PGE2 en concentracion 10uM durante diferentes tiempos, y se
utilizé la técnica de pulldown (precipitacion por afinidad), descrita previamente para

identificar y semi-cuantificar los niveles de Rab5-GTP, conformacion

funcionalmente activa de la GTPasa*®. Para evaluar si la concentracién de PGE2
utilizada fue la 6ptima para lograr la activacion de Rab5, se realizaron estimulos con
PGE2 a concentraciones de 0, 10, 20 y 40uM durante 6h y se evalu6 por pulldown
la activacion de Rab5.

2. Dado que los receptores de PGE2, EP2, EP3 y EP4 han sido ampliamente
involucrados en vias relacionadas al cancer®, se evalué cudl de estos receptores
esta mayormente implicado en la activacién de Rab5. Para ello, se evalud el efecto
de los antagonistas de EP2, EP3 y EP4, AH6809, L-798,106 y L-161,982,
respectivamente, en la activacion de Rab5 inducida por PGE2.

3. Finalmente, para obtener una apreciacién visual de la activacion de Rab5, se realizé
la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), de manera de evaluar la cantidad
de particulas citoplasmicas positivas para Rab5 y su proteina efectora y marcador

de endosomas tempranos EEAL (Early Endosome Antigen 1).

Objetivo especifico II: Evaluar el efecto de PGE2 en la localizacion sub-celular de E-
cadherina en células HT29(ATCC) de adenocarcinoma colorrectal y la posible

relacion con la activacién de Rab5.

1. Para evaluar si PGE2 es capaz de producir un cambio en la localizacion subcelular
de E-cadherina, se cultivaron células HT29(ATCC) en cubreobjetos de 18mm, las
gue fueron estimuladas con PGE2 10uM por 6h y se utilizé la técnica de IFI para
evaluar visualmente la localizacién de E-cadherina. Ademas, se realiz6 un marcaje
contra EEA1, para evaluar la co-localizacion con E-cadherina, de manera de
determinar si esta Ultima estd siendo endocitada a endosomas tempranos,

compartimientos dependientes del funcionamiento de Rabb.
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2. Para determinar el efecto de PGE2 sobre los niveles totales de E-cadherina en
células HT29(ATCC), se utilizé la técnica de Western blot.

Objetivo especifico lll: Comparar los niveles de activacion de Rab5 y expresion de E-
cadherina entre las células HT29(ATCC) y su variante mas invasiva, HT29(US) y

evaluar el posible rol de PGE2 en estas diferencias.

La sub-linea celular HT29(US) fue previamente establecida por otro grupo de investigacion
a partir de focos metastasicos en pulmén de ratones inyectados dorsalmente con células
HT29(ATCC), las que fueron fueron aisladas y denominadas como HT29(US)*“°, Estas
células tienen la caracteristica de presentar un fenotipo mas invasivo que las
HT29(ATCC)*, por cual para esta tesis han sido consideradas como un modelo celular con
mayor potencial invasivo que su variante original HT29(ATCC).

1. Primero se compararon los estados basales de activacién de Rab5 y de expresién
de E-cadherina en ambas lineas celulares, mediante pulldown y Western Blot,
respectivamente. Ademas, se observo mediante IFI la expresion de E-cadherina en
ambas lineas celulares. Durante la progresion tumoral, la pérdida de E-cadherina es
considerada como parte de un proceso biolégico mayor denominado transicion
epitelio mesenquimal (EMT), en el que las células pierden caracteristicas epiteliales
y ganan la expresion de genes mesenquimales, adquiriendo funciones como
capacidad migratoria, lo que se cree, permite la metastasis en algunos tipos de
cancer®®, incluyendo el cancer colorrectal. Para evaluar si ademas de la pérdida de
E-cadherina y la alta capacidad invasiva, estas células presentan algun otro
marcador de EMT, decidimos agregar la medicion por Western Blot del marcador
mesenquimal Vimentina, de manera de establecer si la linea celular HT29(US)
presenta un perfil de diferenciacion menos epitelial y mas mesenquimal que su
contraparte HT29(ATCC), lo cual es considerado mas maligno en un contexto
tumoral, de donde proviene esta linea celular.

2. Para evaluar si el estado de activacion de Rab5 es sensible al estimulo con PGE2
exogena en este modelo de progresion, células HT29(US) fueron estimuladas con
PGE2 10pM. Luego, para prevenir el posible efecto de PGE2 producida
enddégenamente por estas células, se evalud el nivel basal de activacion de Rab5

en células HT29(US) en presencia del antagonista selectivo de EP2, AH6809 10uM.
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3. Para evaluar si Rab5 tiene implicancias en la expresién de E-cadherina en las
células HT29(US), se generaron células HT29(US) con expresion estable de un
shRNA especifico contra Rab5 y en estas se midi6 la expresion de E-cadherina y
ademas se agreg6 el marcador mesenquimal Vimentina, para determinar si el efecto
de Rab5 sobre E-cadherina, se enmarca sobre un posible proceso de EMT.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares: La linea celular HT29 (ATCC# HTB-38), derivada de adenocarcinoma

colorrectal y la sub-linea altamente invasiva HT29(US)*, fueron cultivadas en medio de
cultivo DMEM 1X High Glucose (Corning #10090CM) suplementado con Suero Fetal Bovino
(Gibco #10437-028) al 10% e incubadas a 37°C y 5% pCO., en placas Petri cuyo tamafio
se determiné segun la estrategia experimental (NuncTM, Dinamarca). Para los pasajes se
utilizé tripsina (Corning #25053Cl) y para los lavados, PBS 1X (Corning #21040CVR).

Estimulos: Se agregd Prostaglandina E2 (Sigma-Aldrich #P0409) directamente a las
células en cultivo, en las concentraciones especificadas para cada experimento. Las células
fueron previamente privadas de suero por un tiempo minimo de 1hy se incubaron con PGE2
(en medio libre de suero) durante diferentes tiempos. Para los estudios de antagonistas se
utilizaron los compuestos AH6809 10uM, L-798,106 10uM y L-161,982 10uM (Chayman
Chemicals), antagonistas de EP2, EP3 y EP4, respectivamente, disueltos en DMSO. Como
control, se utilizé la condicion vehiculo sélo (DMSO).

Pulldown: Se utiliz6 la proteina de fusion GST-R5BD, unida a esferas de GSH-Sefarosa,
sistema que permite la captura de Rab5 activo, es decir Rab5-GTP, de manera
especifica?® 4. Para la cosecha se lavd con PBS y se agreg6 buffer de homogenizado que
incluye: HEPES 25mM pH7.4, NaCl 100mM, MgCl, 5mM, NP-40 1%, Glicerol 10%, DTT
1mM, OVA 1mM, PMSF 1X, BAL 1X y agua destilada. El homogenizado fue centrifugado a
13000 rpm por 45 seg a 4°C. Luego se incub6 el sobrenadante con las esferas GSH-GST-
R5BD-Sefarosa durante 15 min a 4°C en rotacion. Posteriormente se realiz6 3 lavados con
buffer de lisis y 2 lavados con buffer sin NP-40, centrifugando a 3000 rpm por 30 segundos
cada vez. Luego, se re-suspendieron las esferas en buffer de carga, se hirvieron a 100°C y

se separaron mediante SDS-PAGE para Western Blot.

SDS-PAGE, Western Blot: Los extractos de proteina obtenidos por pulldown o por

homogenizados totales fueron separados mediante SDS-PAGE, corriéndose en un gel
concentrador de poliacrilamida al 7% a 70V, para luego pasar al gel separador de
poliacrilamida al 12% para ensayos de pulldown y al 10% para homogenizados totales, a
100-120V. Luego, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a una

potencia de 30V, toda la noche en hielo. La transferencia fue confirmada por tincion con
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Rojo Ponceau. Posteriormente se bloqued la membrana con gelatina al 5% y se
determinaron las proteinas de interés utilizando los siguientes anticuerpos: anti-Rab5
monoclonal 1:500 (Santa Cruz Biotechnology #sc-46692), anti-E-Cadherina monoclonal
1:3000 (BD Biosciences #BD610182), anti-Vimentina monoclonal (Cell Marque #V9) y anti-
B-Actina (Santa Cruz Biotechnology #sc-47778)

Inmunofluorescencia indirecta (IFl): Las células se cultivaron en cubreobjetos hasta

lograr una confluencia >80% y se fijaron en paraformaldehido 4% en PBS, durante 10
minutos, para luego ser permeabilizadas o no, con Tritdbn 0,1%, segun requerimmiento.
Posteriormente se realiz6 bloqueo con albimina de suero bovino 5% 30 minutos y se
incubaron los anticuerpos primarios para identificar E-Cadherina, Rab5 y EEALl. Los
nacleos fueron tefidos con DAPI y luego se montaron en portaobjetos. Se utilizé un
microscopio de epifluorescencia (Leica Microsystems, equipado con camara DC300F) para
el analisis y conteo de particulas y en casos puntuales, microscopia confocal (Nikon
confocal microscope C2/C2si)).

Para los analisis de cantidad e intensidad de particulas, como co-localizacion de marcas
fluorescentes, se realiz6 una seleccion (ROI) de 4 células por imagen obtenida y se
analizaron 4 imégenes por experimento. Para el analisis de E-cadherina de superficie, se
realiz6 un conteo visual de células que poseian al menos un borde continuo de E-cadherina
en su periferia, lo que arbitrariamente consideramos que daba cuenta de unién de tipo

epitelial. Luego estos datos fueron promediados y analizados mediante GraphPadPrism 6.

Citometria de flujo para identificacion de E-cadherina de superficie: Se cosecharon

células adheridas mediante raspado suave en PBS a 4°C. Manteniendo el sistema en hielo,
la suspension se llevd a tubos eppendorf y para separar las células unidas, se us6 una
jeringa de 1mL, se tomé y se soltd la suspension suavemente, 3 veces, y posteriormente
se centrifug6 5min a 3000 rpm, 4°C. Luego, se elimind el sobrenadante y las células se re-
suspendieron en paraformaldehido al 0,5% 20min a 4°C. Para el objetivo del experimento
las células no fueron permeabilizadas, por lo que luego de 2 lavados, se realiz6 el bloqueo
en BSA 2% en PBS por 30min a temperatura ambiente Posteriormente, las células fueron
incubadas con el anticuerpo anti-E-Cadherina monoclonal (Santa Cruz Biothecnology, sc-
8426), en solucion de bloqueo por 30min a temperatura ambiente. Este anticuerpo esta
dirigido contra un epitope extracelular de la molécula. Luego se realizaron 3 lavados y

centrifugacion a 1500 rpm en PBS a temperatura ambiente, para posteriormente incubar el
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anticuerpo secundario acoplado a fluoréforo, en soluciéon de bloqueo, 30min a temperatura
ambiente. Finalmente se realizaron tres lavados en PBS, como se indicO anteriormente y
las muestras fueron resuspendidas en buffer de citometria de flujo, para su posterior
analisis. Las muestras fueron adquiridas en un Citbmetro de Flujo FACSCantoA (Beckton
Dickinson) y analizadas con el software WinMDI2.8.

Generacion de particulas lentivirales codificantes para shRNA contra Rab5: Se

utilizaron células HEK293T sembradas 24h antes de la transfeccion en una placa de 10cm,
de manera de tener una confluencia de un 60% al dia de la transfeccion. Para preparar el
DNA con el que se transfectaron las células, se utilizé Lipofectamina 2000, segun las
indicaciones del fabricante (Lipofectamine 2000, Invitrogen Life Technologies, 11668-027).
Se utilizaron los vectores de empaquetamiento pMDL, pRSV y pVSV-G (Open Biosystems),
gue contienen genes que codifican para todas las proteinas requeridas para formar una
particula lentiviral y ademas un plasmidio lentiviral que contiene la secuencia de shRNA
contra Rab5. Se dispone de 3 secuencias distintas (Open Biosystems): B5, F8 y F10, mas
la secuencia Scramble (Scr) (integridad de las cuales se muestra en el anexo 1), cada una
de las cuales fue tansfectada con los 3 vectores de empaquetamiento en una placa de
cultivo de HEK293T. La mezcla de secuencias contenidas en Lipofectamina fue
directamente agregada al medio de cultivo y las células fueron incubadas a 37°C por 48h.
Luego de este periodo, se cosecharon las particulas lentivirales, tomando el sobrenadante
que contiene el virus, usando una jeringa de 10mL, para después filtrar el contenido con un

filtro de 0,45um, en un tubo falcon de 15mL para posteriormente ser congelado.

Infeccidon _de células con lentivirus: Células HT29(ATCC) y HT29(US) recientemente

sembradas y adheridas en una placa de 10cm, fueron cultivadas en presencia de un 30%
de medio condicionado con lentivirus generados en células HEK293T durante 48-72h, para
lograr la infeccién. Posteriormente, las células fueron incubadas en presencia de
Puromicina 2ug/mL, concentracion minima letal para ambas lineas celulares, determinada
en nuestro laboratorio. Debido a que el plasmidio lentiviral posee una secuencia de
resistencia a Puromicina, solamente las células debidamente infectadas resistieron esta
concentracion de Puromicina, generandose una seleccion de estas células. El medio de
cultivo fue cambiado periédicamente, hasta que las células seleccionadas se estabilizaron
y comenzaron a proliferar de manera lineal en el tiempo, para luego multiplicar esta

seleccidn y criopreservar este material hasta su uso.
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Estadistica: Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa GraphPadPrism
6. Como los datos no tienen distribucion normal, debido al nimero de experimentos
independientes, se determind si existen diferencias estadisticas entre los distintos grupos
con el test ANOVA, y para la comparacion de dos variables se utilizé el test t student. Se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para identificar significancia entre los distintos grupos y
el test Mann-Whitney para las comparaciones entre dos variables. Se consider6 como
significativo un p-value<0,05 en un intervalo de confianza del 95%, lo que se indic6 con un
asterisco sobre el respectivo grafico (*). Los resultados estan expresados en media +

desviaciéon estandar.

Disefio_de Esguemas: Los equemas mostrados en esta tesis fueron disefiados en la

plataforma online https://biorender.com
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RESULTADOS

Objetivo especifico I: Estudiar el efecto de PGE2 en la activacion de Rab5 en células
HT29(ATCC) de adenocarcinoma colorrectal.
i. PGE2 induce la activacion de la GTPasa Rab5

Para determinar si PGE2 tiene efectos en el estado de activacion de Rab5, células
HT29(ATCC) fueron estimuladas con PGE2 10uM durante distintos periodos de tiempo,
analizando el contenido de Rab5-GTP mediante pulldown. De esta forma, se observo que
PGE2 induce un aumento progresivo en los niveles de Rab5-GTP, alcanzandose un
maximo de activacion a las 6h de estimulo (Figura 4). Ademas, se estudiaron los niveles de
Rab5-GTP en tiempos de estimulo mayores, de hasta 44h y con concentraciones
superiores a 10uM (20 y 40uM) pero no se observaron diferencias significativas (Anexo 2 y

3 respectivamente).
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Figura 4. Activacion de Rab5 en células HT29(ATCC) estimuladas con PGE2 10uM. A: Imagen
representativa de Western Blot que muestra los niveles de Rab5-GTP y Rab5-total obtenidos por
la técnica de pulldown, en células estimuladas con PGE2 10uM por 0, 30, 120 y 360 minutos. B:
Gréfico que representa las medias de las densidades Opticas (D.O.) de Rab5-GTP relativo a su
respectivo Rab5-total de 4 experimentos independientes (ANOVA, Kruskal Wallis test, *p<0,05;
**p<0,001).
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ii. PGE2 genera un aumento de particulas Rab5 y EEAL(+).

Para obtener una apreciacion visual de la activacion de Rab5 inducida por PGEZ2,
se estimularon células HT29(ATCC) con PGE 10uM por 6h y posteriormente fueron
procesadas para la deteccién de Rab5 y EEA1 mediante IFl. Se observd que en células
estimuladas con PGE2, hubo un aumento significativo en la cantidad de marcas puntiformes

citoplasméticas tanto de Rab5, como de su proteina efectora EEAL (figura 5).
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Figura 5. Inmunofluorescencia de EEA1 y Rab5. A-D: Microfotografias representativas de IFl, en
donde se observa la deteccién de EEAL (Ay B) y Rab5 (C y D) en células HT29(ATCC) tratadas o
no tratadas con PGE2 10uM. Aumento: 60X. A la derecha: Grafico que muestra el promedio del
namero de particulas EEAL(+) (E) y Rab5(+)(F), de 3 experimentos independientes, cuantificadas
mediante procesamiento de imagen en ImageJ en células tratadas o no con PGE2 10uM (t-test
*p<0,05).
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iii. PGE2 induce la activacion de Rabb5, preferencialmente, a través de la activacion
del receptor de PGE2, EP2.

PGE2 puede actuar sobre 4 posibles receptores acoplados a proteina G como se
discutié previamente. Para determinar cuél de estos es responsable de la activacion de
Rab5 ante el estimulo con PGE2, células HT29(ATCC) fueron incubadas con PGE2 10uM
en presencia de antagonistas farmacolégicos especificos para los receptores
EP2(AH6809), EP3(L-798,106), EP4(L-161,982). Si bien con todos los antagonistas se
observo una disminucion en la activacion de Rab5 ante el estimulo con PGE2 10uM por 6h,
sélo con el uso del antagonista para el receptor EP2, AH6809, se observo una disminucién
estadisticamente significativa (figura 6).
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Figura 6. Niveles de Rab5 en células HT29(ATCC) estimuladas con PGE2 10uM en presencia de
antagonistas para los receptores de PGE2 10uM. A: Imagen representativa de Western Blot para
Rab5-GTP y Rab5-total obtenidos por la técnica de Pulldown, en células estimuladas con PGE2 10uM
en presencia o ausencia de los antagonistas AH6809(EP2), L,798,106(EP3) y L161,982(EP4). B: grafico
que muestra las medias de las densidades de 3 experimentos independientes de Rab5-GTP

normalizadas a sus respectivos Rab5-total (ANOVA y Kruskal Wallis test *p<0,05).
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Objetivo especifico II: Evaluar el efecto de PGE2 en la localizacion sub-celular de E-
cadherina en células HT29(ATCC) de adenocarcinoma colorrectal y la posible

relacion con la activacion de Rab5.

i. PGE2 produce la internalizacion de E-cadherina y el aumento de su co-
localizacion con EEAL.

Para determinar el efecto de PGE2 en la localizacion subcelular de E-cadherina, se
estimularon células HT29(ATCC) con PGE2 10uM durante 6 y 24h y posteriormente fueron
procesadas para la deteccién de E-cadherina mediante la técnica de IFl. Los resultados
muestran un cambio en la distribucion de E-cadherina en ambos tiempos de incubacién con
PGEZ2, disminuyendo la sefial de ésta en la periferia celular y aumentando concomitantemente
en el citoplasma en forma de marcas puntiformes (Figura 7A-B). Para semi-cuantificar este
resultado, se realizaron 3 andlisis distintos que se muestran en los graficos de la figura 5.
Primero se estimé el porcentaje de células con al menos un borde continuo de marca de E-
cadherina en imagenes tomadas a un aumento de 60X (Figura 7G), luego se midi6 la cantidad
de particulas (Figura 7H) y la intensidad de éstas (Figura 71), usando ImageJ. En los tres
andlisis se encontraron diferencias significativas al comparar células tratadas con PGE2
versus células no tratadas.

Para ver si la re-localizacion citoplasmica de E-cadherina viene acompafiada de una
acumulacién en endosomas tempranos (evento que seria dependiente de Rabb), se realiz6
una co-inmunofluorescencia indirecta (co-IFl) para la deteccion de EEAL (Figura 7C-D),
simultdnea a la deteccion de E-cadherina. Posteriormente, las imagenes obtenidas fueron
procesadas para analisis de co-localizacion de ambas marcas utilizando ImageJ. Se
observé que el tratamiento con PGE2 10uM provoca un aumento en la co-localizacion de
las particulas positivas para E-cadherina y EEAL, segun el andlisis del coeficiente de
Manders (Figura 7E-F-J).
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Figura 7. Microfotografias representativas del cambio en la localizacion de E-cadherina en células
HT29(ATCC) tratadas con PGE2, desde la periferia celular hacia el citoplasma, aumentando su co-
localizacion con EEAL. Ay B, deteccién de E-cadherina; C y D, deteccién de EEA1L; E y F, co-localizacién
de E-cadherina'y EEA1, los lugares de evidente co-localizacion se indican con una flecha blanca. En A, C
y E se observan células no tratadas y en B, D y F, células estimuladas con PGE2. G, Se realiz6 el conteo
visual de células con al menos un borde definido y continuo de marca E-cadherina (+) y se estimé el
porcentaje relativo al total de células por imagen 60X. H, Andlisis de la cantidad de E-cadherina en marcas
puntiformes en el citoplasma de células HT29(ATCC) control y tratadas con PGE2 10 uM. I, Andlisis de
intensidad de fluorescencia de marca E-cadherina (+) en citoplasmas de células HT29(ATCC). ParaH e |,
se realizé un ROI de 4 células representativas por imagen en 3 fotografias distintas de un mismo N
muestral, excluyendo los bordes y se analiz6 la cantidad de particulas utilizando ImageJ, para luego
promediar con los otros 2N (Mann Whitney test *p<0,05). Aumento, 60X. J: Grafica que muestra el
promedio de Co-localizacion de E-cadherinay EEAL en imagenes de IFI en células no tratadas o tratadas
con PGE2 10uM de 3 experimentos independientes en los que se midi6 el coeficiente de Manders de co-

localizacion (t-test *p<0,05)
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ii. Los niveles totales de E-cadherina no disminuyen luego del tratamiento con PGE2
10uM

Para evaluar el efecto de PGE2 sobre el contenido total de E-cadherina, células
HT29(ATCC) fueron tratadas con PGE2 10uM por diferentes periodos de tiempo (24 y 48h)
y a partir de los homogenizados totales, se determind la presencia de E-cadherina. De esta
forma, se observé que a ninguno de los tiempos examinados hubo cambios significativos

en los niveles proteicos de este marcador en los homogenizados totales (figura 8).
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Figura 8: Nivel total de E-cadherina en células HT29(ATCC) estimuladas con PGE2 10 uM
por 24 y 48h. A: Imagen de Western blot representativa donde se muestran las bandas
correspondientes a E-cadherina y 8-Actina como control de carga. B: Grafico que representa el
promedio de las densidades 6pticas (D.O.) de las bandas normalizadas a actina y relativas al

control no tratado (NT), para E-cadherina, de 3 experimentos independientes.
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Objetivo especifico Ill: Comparar los niveles de activacion de Rab5y expresion de E-
cadherina entre las células HT29(ATCC) y su variante mas invasiva, HT29(US) y

evaluar el posible rol de PGE2 en estas diferencias.

i. La linea celular altamente invasiva HT29(US), presenta basalmente una mayor

activacién de Rab5 y una menor expresion de E-cadherina.

Mediante la técnica de pulldown, se midio el nivel de activacion de Rab5 en estado
basal en la linea celular altamente invasiva HT29(US), y se compar6 con su contraparte de
menor potencial invasivo, HT29(ATCC). Los resultados normalizados a sus respectivos
Rab5-total (homogenizados totales), muestran que las células HT29(US) presentan una
proporcion de Rab5-GTP entre un 25 a 30% mas alto que en células HT29(ATCC) en estado
basal (Figura 9A-B). Ademas, se midi6 la expresion de E-cadherina en ambas lineas
celulares y se observd que las células HT29(US) expresan aproximadamente un 90%
menos de E-cadherina total (Figura 9C-D). Adicionalmente, se midio el filamento intermedio
mesenguimal Vimentina, observandose que las células HT29(US) expresan una cantidad
significativamente mayor de esta proteina (Figura 9C-E). Ademas, se realizé una IFI para
la deteccién de E-cadherina en ambas lineas celulares, y se observd que las células
HT29(US) no expresan E-cadherina en los bordes celulares, como su contraparte
HT29(ATCC), concordando de esta manera con los resultados obtenidos por Western Blot
(Figura 10).
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Figura 9. Niveles basales de Rab5-GTP, E-cadherina y Vimentina en células HT29(ATCC) y
HT29(US). A: Imagen representativa de Western Blot para Rab5-GTP y Rab5-total. B: Grafico

gue representa la media de los resultados de 4 experimentos independientes, de la cantidad de
Rab5-GTP de la linea celular HT29(US) relativa a la linea HT29(ATCC) (t-test *p< 0,05); C:

Imagen representativa de Western Blot para E-cadherina, Vimentina y S-Actina en estado basal;

D y E, gréafico que muestra el promedio de la expresion de E-cadherina en D y Vimentina en E,

de las células HT29(US), en relacion a la expresién de estas proteinas en las células

HT29(ATCC).
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Figura 10. Presencia de E-cadherina en células HT29(ATCC) y HT29(US). Imagenes
representativas de IFI para la deteccion de E-cadherina en células HT29(ATCC) y HT29(US).
Nucleos tefiidos con DAPI. 60X
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ii. El estimulo con PGE2 exégena no es capaz de incrementar la actividad de Rab5
en células HT29(US), sin embargo la antagonizacién del receptor EP2 causa la

disminucion en el nivel de activacién de Rab5 en este modelo celular.

Debido a que PGE2 fue capaz de inducir la sobre-activacion de Rab5 y la
internalizacion de E-cadherina en células HT29(ATCC) y que las células HT29(US), que
representan un estado mas invasivo de las HT29(ATCC), presentan basalmente una sobre-
activacion de Rab5 y un silenciamiento en la expresiéon de E-cadherina, quisimos evaluar el
efecto de PGE2 en el estado basal de activacion de esta GTPasa. Para esto, primero
evaluamos si el estimulo con PGE2 exdgena es capaz de incrementar la activacion de Rab5
en células HT29(US), por lo que éstas fueron estimuladas con PGE2 10uM por distintos
tiempos. Sin embargo, aun cuando se puede apreciar una leve tendencia a la activacion de
Rab5, la cuantificacion de 4 experimentos independientes no arroja significancia,
contrariamente a lo observado en su contraparte menos invasiva HT29(ATCC) (Figura 11A-
B, comparar con Figura 4). Como EP2 es el principal receptor de PGE2 involucrado en la
activacion de Rab5b en las células HT29(ATCC), pensamos que este receptor podria estar
involucrado en el nivel basal de activacion de Rab5 en las células HT29(US), por lo que
estas células fueron incubadas por 24h en presencia del antagonista farmacoldgico del
receptor EP2, AH6809. De esta forma, se observé que el nivel basal de activacion de Rab5
disminuy6 significativamente en presencia de este antagonista (Figura 11C-D), dando
cuenta de que el alto nivel de activacion de Rab5 en esta linea celular altamente invasiva,
se debe en parte a la funcion del receptor EP2 de PGE2. Alternativamente, se usé el
inhibidor selectivo de COX2, Celecoxib, como control negativo de la produccién de PGE2,
sin embargo, cuando las células fueron incubadas con este inhibidor, no se observaron

diferencias significativas en la activacion de Rab5 (Anexo 6).
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Figura 11. Efecto de PGE2 en la activacion de Rab5 en células HT29(US). A: Western Blot
representativo para Rab5-GTP y Rab5-total obtenidos por pulldown, en células estimuladas con
PGE2 10uM por 0, 30, 120 y 360 minutos. B: El grafico muestra los promedios de las densidades de
las bandas normalizadas a sus respectivos Rab5-total de 4 experimentos independientes (test
ANOVA vy Kruskal Wallis, no significativo). C: Western Blot representativo para Rab5-GTP y Rab5-
total obtenidos por pulldown, desde células incubadas con el antagonista del receptor EP2 AH6809,
o con DMSO, como condicion control. D: El grafico muestra los promedios de las densidades de las
bandas normalizadas a sus respectivos Rab5-total de 3 experimentos independientes (test ANOVA,
Kruskal Wallis, *p<0,05).
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v. El silenciamiento parcial de Rab5 mediante shRNA en células HT29(US),

incrementa la expresion de E-cadherina.

Ya que anteriormente observamos que en células HT29(ATCC), E-cadherina es
endocitada a endosomas tempranos (figura 6), compartimientos dependientes de Rabb,
quisimos averiguar si en células HT29(US), la expresion de esta GTPasa pudiera tener
alguna relacion con los bajos niveles basales de E-cadherina (figura 9). Para esto se
generaron lineas celulares HT29(US) con expresion estable de shRNA contra Rab5
(denominado B5), tal como se indic6 en materiales y métodos. Luego se midi6 la expresion
de Rab5 en homogenizados totales mediante Western Blot y se observé que la expresion
de la secuencia de shRNA contra Rab5, B5, disminuy6 la expresion de la GTPasa en un
70%, en relacion al shRNA control Scramble (figura 12A-B). Posteriormente se midi6 la
expresion de E-cadherina y se observé que en las células que expresan la secuencia B5
de shRNA contra Rabb, la expresion de E-cadherina aumento significativamente, alrededor
de un 40% (figura 12A-C). Adicionalmente, ya que las células HT29(US) ademas presentan
una mayor expresion del marcador mesenquimal Vimentina (figura 9), quisimos observar si
la expresibn de Rab5 pudiera tener relacion con la expresion de este marcador
mesenguimal, paralelamente al efecto que pudiera tener sobre E-cadherina como marcador
epitelial, sin embargo, la expresion de Vimentina no cambid significativamente, a pesar de

gue se observd una tendencia hacia una disminucion (figura 12A-D).
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Figura 12. Expresion estable de shRNA contra Rab5y su efecto en la expresion total de E-
cadherina y Vimentina en células HT29(US). A: Imagen representativa de Western Blot para
Rab5, E-cadherina, Vimentina y S-Actina en células con expresiéon estable de la secuencia de

shRNA contra Rab5, B5, asi como su control Scramble (Scr); B, C y D: Grafico en donde se

comparan las densidades de las bandas normalizadas a f-Actina para Rab5 en B, E-cadherina en

C, Vimentina en D, resultado de 3 experimentos independientes (test ANOVA y Kruskal Wallis

*p<0,05)
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DISCUSION

Importancia de la sobre-activacion de Rab5 inducida por PGE2

Durante las ultimas décadas los efectos de la PGE2 en la progresién tumoral de
diversos tipos de carcinomas han sido ampliamente descritos?2. Sin embargo, actualmente
continda la busqueda por comprender los mecanismos moleculares implicados en los
efectos de PGE2 en cancer, con el objetivo de dirigir terapias hacia blancos moleculares
cada vez mas especificos y discretos, evitando asi los efectos adversos que tienen los
tratamientos convencionales, como por ejemplo, la inhibicion de las enzimas productoras
de PGE2%.

En esta tesis, observamos que PGE2 es capaz de inducir la activacion de Rab5,
alterando asi a la maquinaria endocitica, un efecto hasta ahora desconocido y que podria
explicar algunos de los grandes cambios que ocurren durante los programas de adaptacion
aberrantes que experimentan las células tumorales sometidas a altas concentraciones de
PGE2 en el microambiente tumoral. Lo anterior es muy interesante, considerando la
importancia que han adquirido en el dltimo tiempo los defectos en las rutas de trafico
intracelular durante la progresion tumoral®®48, La GTPasa pequefia Rab5, funciona como
un switch molecular que, en su estado activo, enciende la dindmica endosomal temprana,
movilizando componentes de la membrana plasmatica, como proteinas de transmembrana,
hacia compartimientos citoplasmicos para su destinacion hacia una via degradativa o de
reciclaje?®. La disposicion de estos componentes membranosos en vesiculas intracelulares
permite la fluidez espacio-temporal de vias de sefializacion que activan por ejemplo,
reordenamientos del citoesqueleto y que, en células tumorales facilitan la migracion e
invasién, como ya se ha demostrado en investigaciones realizadas por varios grupos de
investigacion, incluyendo el nuestro3!3234, Especificamente, en este trabajo demostramos
que en células HT29(ATCC), PGE2 a una concentracién de 10uM induce un incremento en
la activacion de Rabb, el cual se sostiene en el tiempo, alcanzando un maximo a las 6h
(Figura 4). Este evento se correlaciona con un aumento en la marca fluorescente
citopldsmica de Rab5 y EEA1 en células tratadas con PGE2 y observadas por IFI. Al
respecto, varios estudios han relacionado la sobre-expresion/activacion de Rab5, con la
progresion tumoral, en donde por medio de estudios de silenciamiento de Rab5 se ha
demostrado que la GTPasa es necesaria para la mantencion de caracteristicas de
malignidad en células tumorales® y que la sobre-activacion de Rab5 induce aceleracién en

la internalizacion de integrinas en adhesiones focales, lo cual incrementa la tasa migratoria
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de células tumorales®. Mas aun, en modelos clinicos se ha demostrado que la sobre-
expresion de Rab5 esta relacionada con peor prondstico y mortalidad en cancer, incluyendo
el cancer colorrectal, modelo desde el cual provienen las lineas celulares estudiadas en
esta tesis**018, E| tiempo maximo de activacion de Rab5 por el estimulo de PGE2 fue de
6h. Los mecanismos que explican esta temporalidad no fueron estudiados en este trabajo,
sin embargo, debido a que la activacién ya era evidente en periodos cortos de tiempos
(menores a 6h), se pueden inferir dos posibles mecanismos. El primero, se puede atribuir a
una acumulacion progresiva de la cantidad de Rab5 en su estado activo debido a la
permanencia del estimulo y que se produce de una forma mas o menos directa desde los
receptores de PGEZ2, los cuales activarian vias de sefalizacion que eventualmente llevan
a la activacion de la GTPasa. Siguiendo en esta linea, se analiz6 la activacion de Rab5 por
PGE2 en presencia de antagonistas farmacoldgicos de los receptores de PGE2, EP2, EP3
y EP4, y el efecto de prevencion de la activacion de Rab5 sélo fue estadisticamente
significativo con el antagonista de EP2, AH6809. Sin embargo, no podemos descartar que
con un numero mayor de reproducciones experimentales, los otros receptores pudieran
verse implicados, ya que estadisticamente las medias de activacibn se observaron
bastantes similares a las obtenidas con AH6809 (figura 6). EP2 es un receptor acoplado a
proteina Gas, clasicamente relacionado con la activacion de la via del cAMP#’, pero que
ademas se ha descrito como el receptor responsable de activar otras vias de sefializacion,
como la via de B-catenina, la cual aumenta la proliferacion y sobrevida de células tumorales,
favoreciendo la progresion tumoral®®. Curiosamente, en un estudio reciente de nuestro
laboratorio, aunque en otro modelo celular (células epiteliales orales), se document6 que la
activacion de la via de B-catenina se relaciona con la activacién de Rab5*, por lo que no
seria descartable que esta sea, al menos, una de las vias responsables de la activacion de
Rab5 por PGE2, por lo que seria una interesante proyeccién realizar mas estudios
moleculares que especifiquen y confirmen esta teoria. El hecho de que el receptor EP2 sea
el principal involucrado en la activacién de Rab5 no es menor, ya que la expresion de este
receptor ha sido involucrada con la progresién tumoral y mortalidad en cancer®-52,
Alternativamente, pueden existir otras formas que expliquen la mantencion y
aumento de la activacion sostenida de Rab5 por periodos prolongados de tiempo, como se
observd en este trabajo. En este contexto, se puede mencionar la induccién a nivel
transcripcional de proteinas GEF, que estabilizan y favorecen el estado activo de esta
GTPasa (Rab5-GTP), asi como también, el silenciamiento de proteinas GAP implicadas en

la inactivacion de Rab5 (Rab5-GDP), aspectos que serian muy interesantes de disectar en
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el futuro. En la figura 13 se resumen los posibles mecanismos que podrian llevar a la

activacion de Rab5 inducida por PGE2.

sefializacian

desde el
receptor
activado

pbrexpresion
de GEFs

Figura 13. Posibles mecanismos de activaciéon de Rab5 inducidos por PGE2. La
activacion del receptor de PGE2 EP2 podria inducir la activacion de Rab5 por dos posibles
mecanismos, uno rapido, asociado a vias de sefalizacion que se han relacionado a la
activacion de Rab5 y otro lento que dependeria de la induccion de GEFs y/o represion de
GAPs, que podrian explicar el incremento en la activacion basal de Rab5 observada en el

modelo con mayor potencial maligno HT29(US).

Importancia del efecto de PGE2 en la internalizacién de E-cadherina

Es sabido que el silenciamiento de la funcién de E-cadherina promueve la
progresiéon tumoral en varios tipos de cancer®°+%, La pérdida de E-cadherina en células
tumorales de origen epitelial esta asociada a un programa celular adaptativo denominado
Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT), en el que las células cambian parcialmente desde
un fenotipo de diferenciacion epitelial, hacia uno mesenquimal, lo que favorece la capacidad
migratoria y por lo tanto se ha propuesto como un proceso adaptativo que favorece, entre
otros aspectos, la generacion de cancer stem cells, resistencia terapéutica y metastasis®?.
Esta transicion fenotipica puede ser mas o menos completa, pero la sola pérdida de la
expresion de E-cadherina en la membrana plasmatica de células epiteliales, ya es suficiente
para producir una serie de cambios celulares y moleculares que pueden favorecer la
adquisicion de caracteristicas de malignidad®®®’. En algunos modelos, se ha descrito que

PGE2 es capaz de inducir factores de transcripcién maestros que conducen el proceso de
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EMT (FT-EMT) como Snail, Slug o ZEB*. La induccién de estos FT-EMT es un mecanismo
a largo plazo con consecuencias fenotipicas variadas, sin embargo, no se ha estudiado
en detalle si PGE2 pudiera tener un efecto celular temprano en la
expresion/localizacion de E-cadherina. En esta tesis se estudio, cdmo PGE2 afecta la
expresion/localizacion de E-cadherina en periodos relativamente cortos de tiempo.
Los estudios de IFl y Western Blot de homogenizados totales, nos permitieron detectar que
PGE2 es capaz de inducir la internalizacion de E-cadherina desde la membrana plasmatica,
hacia el citoplasma, sin embargo, no es capaz de inducir un cambio en la expresion total de
E-cadherina en los periodos de tiempo evaluados (figura 7 y 8).

E-cadherina tiene un rol central en la formacion de uniones adherentes y su
internalizacién y posterior degradacién no solo desestabiliza la uniéon adherente, sino que
ademas altera la via de sefalizacién asociada, llevando en algunos casos a la activacion
de vias cuyos iniciadores estan a menudo secuestrados o participando en el complejo de
unién adherente, como por ejemplo, receptores de factores de crecimiento como EGFR o
B-catenina, respectivamente®23, Lomoriello et al.®®, demostraron en un modelo celular de
cancer de mama que la internalizacién de E-cadherina, incluso en condiciones en que su
expresion total no varia, se asocia a programas de EMT parciales, en donde ademas de la
internalizacion de E-cadherina se documentd un aumento de la localizacion nuclear de -
catenina con la consecuente induccion de sus genes blanco®. La presencia de E-cadherina
es altamente dinamica, siendo constantemente endocitada, para posteriormente ser
destinada hacia la degradacién o el reciclaje, dependiendo del contexto celular. Esta
dinamica permanece en un equilibrio, que mantiene la arquitectura y sefializacion asociada
del conjunto epitelial, por lo que cambios como la sobre-activacion o apagamiento de alguna
de estas rutas, afectara al equilibrio completo. Las rutas de trafico intracelular estan
reguladas por las GTPasas pequefias como Rab5, la que por medio de ciclos de activacion
y desactivacién regula el trafico desde la membrana plasmatica hacia los endosomas
tempranos, por lo que seria posible teorizar que una sobre-activacion de esta GTPasa,
como la que induce PGE2 y se observo en esta tesis, podria generar una aceleracion en la
endocitosis de E-cadherina (ver modelo propuesto, figura 16). Lo anterior, tendria lugar de
manera analoga a como se ha observado en otras moléculas de adhesion que participan
en complejos macromoleculares, como las integrinas*>3?, ya que se sabe que E-cadherina
posee dominios de unidbn a proteinas adaptadoras como AP-2 que permiten su
endocitocis?®. En esta tesis se propuso ademas un enfoque cuantitativo para analizar la

pérdida de E-cadherina en la membrana plasmatica mediante citrometria de flujo, pero por
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varios motivos no se logré conseguir una estandarizacion adecuada para obtener
resultados significativos, sin embargo, como se muestra en el Anexo 4, el resultado
obtenido apunta hacia un aumento en la internalizacién de E-cadherina en células tratadas
con PGE2, apoyando lo observado por IFI.

Ante la posibilidad de que la sobre-activacion de Rab5 inducida por PGE2 pudiera
ser la responsable, al menos en parte, del aumento en la internalizacion de E-cadherina,
realizamos una co-IFl para la deteccion de E-cadherina y el marcador de endosomas
tempranos EEAL, molécula efectora de Rab5, rio abajo de ésta y por lo tanto dependiente
de la funcion de la GTPasa. Los resultados nos mostraron que cuando tratamos las células
HT29(ATCC) con PGEZ2, se produce un aumento en la co-localizacion de ambas proteinas,
lo que sugiere que E-cadherina esta siendo internalizada hacia endosomas tempranos,
compartimientos dependientes de la activacion de Rab5. De todo lo anterior se pueden
inferir dos conclusiones. Primero, PGE2 no induce un cambio en la expresién total de E-
cadherina en los tiempos estudiados, pero si un cambio en la localizaciéon subcelular de
esta, disminuyendo en la superficie y aumentando en compartimientos intracelulares.
Segundo, ya que PGE2 aumenta la co-localizacion de E-cadherina con EEAL, podemos
inferir que E-cadherina esta aumentando su localizacién en compartimientos EEA1 (+), por
lo cual es posible pensar que la activacion de Rab5 aumenta la endocitosis de E-cadherina,
desplazando el equilibrio hacia la pérdida de E-cadherina en la membrana plasmatica. La
figura 14 resume los posibles mecanismos de deplecion de E-cadherina inducidos por
PGE2 en células HT?29.

Aceleracidn en
endocitosis de
E-cadherina

Sobreactivacian

Deplacidn

répida de Rab5

: Deplecion de
E-cadherina

Silenciamienta de la
==k expresion genetica
de E-cadherina

Activacion de
FT-EMT

—

Figura 14. Posibles mecanismos de deplecion de E-cadherina en células HT29, inducidos
por PGE2. Con los hallazgos de los objetivos especificos | y Il es posible inferir una posible via que
explique la endocitosis de E-cadherina ligada directamente a la activacién de Rab5. Ademas, con
los hallazgos obtenidos del objetivo especifico I, es posible sefialar que PGE2, incluso mediante
la activacion de Rab5 de forma permanente en el tiempo, también podria tener un efecto mas

permanente sobre la expresion de E-cadherina.
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El hecho de que la expresion total de E-cadherina no disminuya en los tiempos
estudiados, adn cuando se sabe que PGE2 es capaz de inducir la activacion de FT-EMT
que reprimen la expresion de E-cadherina, puede ser explicado si consideramos las
grandes cantidades de E-cadherina que estas células presentan, por lo que la sola
represion genética de E-cadherina no seria suficiente para ser detectada en los
homogenizados totales, ya que la gran cantidad de E-cadherina que las células
HT29(ATCC) presentan, se encuentra traficando entre la membrana plasmatica y vesiculas
intracelulares, como endosomas tempranos, en los tiempos de estimulo estudiados. En este
contexto, es posible pensar que a tiempos de estimulo mas prolongados, como por ejemplo
semanas, podria observarse una disminucién en los niveles totales de E-cadherina, tal
como ha sido reportado en otros modelos celulares tumorales que también expresan una
gran cantidad de E-cadherina®2. Para confirmar esta posibilidad, se necesitardn mas

estudios a futuro, evaluando periodos prolongados de estimulacion con PGE2.

La sobre-activacion de Rab5 y la pérdida de E-cadherina inducidas por PGE2 en
células HT29(ATCC), se encuentran basalmente alteradas en la variante mas invasiva
HT29(US), correlacionandose con estados mas malignos de las células tumorales.
Ya que los cambios inducidos por PGE2 evidenciados en este trabajo (sobre-
activacion de Rab5 e internalizacion de E-cadherina), son aspectos que, como ya se ha
discutido, facilitan la capacidad migratoria en células tumorales, hipotetizamos que la linea
celular HT29(US), al presentar caracteristicas mas invasivas, podrian tener estos aspectos
de la progresion tumoral en un estado mas avanzado, y para este efecto decidimos
considerar esta linea celular como un estado potencialmente mas maligno, al que
eventualmente llegarian las células HT29(ATCC), si los estimulos que inducen a la
progresion tumoral, como la PGE2, persisten. Para este fin, se comparoé la activacion de
Rab5 y la localizacién/expresion de E-cadherina, en estado basal en ambas lineas
celulares. Como se anticip6, las células HT29(US) presentaron una proporcion de Rab5-
GTP un 30-40% mayor que las células HT29(ATCC) en estado basal (figura 9A), lo que
sumado al hecho de las células HT29(US) presentan una mayor expresion total de Rab5,
como ya se habia demostrado anteriormente en nuestro grupo*?, nos indica que estas
células presentan una funcion de Rab5 sustancialmente aumentada. Cuando analizamos
la expresion de E-cadherina, observamos que las células HT29(US) presentan una muy
baja expresion de E-cadherina en comparacion con las HT29(ATCC), siendo un 90% menor

(Figuras 9B, 10). Como mencionamos anteriormente, la pérdida de E-cadherina en células
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tumorales de carcinoma, es considerada parte de la EMT y se asocia clinicamente a
estados tumorales mas avanzados y peores prondésticos. Esta EMT puede ser mas o menos
parcial. Para analizar si esta pérdida de E-cadherina, viene acompafiada de otro marcador
de EMT, analizamos la expresién total del filamento intermedio y marcador mesenquimal
Vimentina y logramos detectar que este marcador se encuentra significativamente
incrementado en células HT29(US) en relacion a las HT29(ATCC), lo que sumado a la baja
expresion de E-cadherina y mayor potencial invasivo, nos estarian dando cuenta de que las
células HT29(US) se encuentran en un estado de diferenciacion mas mesenquimal que las
HT29(ATCC) (figura 15). El efecto supresor tumoral de E-cadherina en células HT29 ya
habia sido documentado con anterioridad por Torres et al.**, donde se documenté que para
gue Caveolina-1 pueda ejercer su efecto supresor de tumores, es necesaria la presencia
de E-cadherina, ya que este efecto fue observado solamente en células HT29(ATCC), que
expresan altas cantidades de E-cadherina, pero en células HT29(US) que expresan muy
poca E-cadherina, el efecto de Caveolina-1 sélo se logra cuando se sobre-expresa
artificialmente E-cadherina, reflejando que el estado mas mesenquimal de las células
HT29(US), se correlaciona con un probablemente mayor potencial maligno, lo que seria
interesante de confirmar con estudios de malignidad tumoral in vivo en el futuro.

Luego, nos preguntamos si PGE2 pudiera ejercer un efecto adicional en la activacion
de Rab5 y en la limitada expresion de E-cadherina en células HT29(US). Entonces se
estimularon células HT29(US) con PGE2 y se midieron los niveles de Rab5-GTP mediante
la técnica de pulldown, sin observar diferencias significativas en ninguno de los tiempos
estudiados. Si consideramos que PGE2 puede inducir estos cambios en las células
HT29(ATCC), y que las células HT29(US) ya tienen esta alteracion en Rab5 y E-cadherina
de manera basal, pensamos que las células HT29(US) ya no pueden activar mas aun a
Rab5, al menos por la via de PGE2, por lo que hipotetizamos que PGE2 endégenamente
secretada podria tener un efecto autocrino ya saturado, en las células HT29(US), raz6n por
la que estas células no responden a estimulos con PGE2 exdgena. En concordancia con lo
anterior, y dado que el compuesto AH6809 tuvo el mayor efecto en prevenir la activacion
de Rab5 inducida por PGE2 en células HT29(ATCC) (Figura 7), se incubaron células
HT29(US) en presencia de AH6809, lograndose observar que la activacion de Rab5
disminuye significativamente en presencia de este inhibidor. Esto sugiere que la activacion
del receptor EP2 es responsable en parte, de los niveles basales elevados de Rab5-GTP
en células HT29(US). Para confirmar que estas caracteristicas son debido a la mayor

produccion endégena de PGE2 por las células HT29(US), es necesario medir la produccion
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de PGE2 en ambas lineas celulares, estrategia que por diversos motivos no pudo ser
llevada a cabo en esta tesis, pero que seria bastante interesante de comprobar en el futuro.
Sin embargo, debido a que la PGE2 actua especificamente en los receptores descritos,
podemos inferir a partir de los resultados obtenidos, que el estado basal de activacion de
Rab5 en las células HT29(US), es debido a la PGE2 secretada por estas mismas células,
ya que al inhibir al receptor de PGE2 responsable de la activacion de la GTPasa en las
células originales HT29(ATCC), el nivel de activacién de Rab5 disminuye. En este punto,
es importante mencionar que se utilizd Celecoxib como control positivo del bloqueo de los
efectos de PGE2, puesto que este farmaco inhibe su produccién a nivel de la enzima COX2,
pero a diferencia del uso del antagonista contra el receptor EP2, el uso de Celecoxib no
disminuyd los niveles de Rab5-GTP en estas células (Anexo 7). Proponemos que esto se
debe a que al inhibir una via de produccion de moléculas secretadas a un nivel tan temprano
en el metabolismo, como COX2, se esta interfiriendo con un amplio espectro de vias de
sefalizacién, ademas de considerar los efectos paralelos a la inhibicibn de COX2 que posee
este farmaco, por lo que hay muchas posibilidades que pueden explicar este
comportamiento. Sin embargo, al usar un antagonista que bloquea especificamente los
efectos de PGE2 a través de uno de los receptores mayormente implicados en la progresiéon
tumoral en estas células, se logré disminuir la activacién de Rab5 en células con un alto
potencial invasivo, reflejando a nivel celular la importancia de la utilizaciéon de terapias mas
especificas y dirigidas contra blancos moleculares discretos y no de amplio espectro, puesto
que las respuestas celulares pueden ser inesperadas. Adicionalmente, para confirmar que
el estado mas mesenquimal de las células HT29(US) se relaciona con un efecto funcional,
se realizo el ensayo de migracion celular por Transwell, estrategia experimental que no
continué su desarrollo para obtener una estadistica que respalde los resultados. Sin
embargo, en el Unico experimento que se pudo realizar, se observo que las células
HT29(US), tienen una mayor capacidad migratoria frente a la variante menos maligna
HT29(ATCC), y que estas Ultimas al ser tratadas con PGE2, aumentan su capacidad
migratoria hasta un punto que las hace similares a las HT29(US), apoyando la hipétesis de
que estas Ultimas estan en un estado més avanzado en lo que a EMT se refiere (Anexo 6).
En la figura 15 se resumen las caracteristicas de ambas lineas celulares que nos permiten
ubicarlas teéricamente dentro de una linea de diferenciacion epitelio-mesenquimal, siendo
las méas mesenquimales, es decir las células HT29(US), las que poseerian un mayor

potencial maligno y ademas se muestra como PGE2 podria estar empujando el sistema de
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diferenciacion hacia uno mas mesenquimal y como el antagonismo de su receptor EP2,

previene este efecto.

HT29(ATCC) HT29(US)

Tansicidn Epitelio-Mesenguimal

| PaE2 X AHe809 |

Adguisicion de caracteristicas de malignidad

Menos invasivas Mds invasivas
Mivel de expresion basal de Rabh més bajo Mivel de expresion basal de Rab5 mas alto
Mivel de activacidn basal de Rab5 mds bajo Mivel de activacidn basal de Rab5s mas alto
Alta expresion de E-cadherina Baja expresidn de E-cadherina
Baja expresion de Vimentina Alta expresion de Vimentina

Figura 15. La linea celular HT29(ATCC) tiene menor potencial invasivo y representa un
estado mas epitelial que su contraparte mas invasiva, las células HT29(US), las cuales
presentan caracteristicas mesenquimales. Las células HT29(US) poseen caracteristicas que
coinciden con el modelo de Transicion Epitelio-Mesenquimal para carcinomas, ya que
presentan caracteristicas mas mesenquimales que las células HT29(ATCC), como la
anteriormente descrita alta capacidad invasiva, lo que las hace potencialmente mas malignas.
En esta tesis, pudimos observar como PGE2 es capaz de empujar a las células HT29(ATCC)
hacia la pérdida de caracteristicas epiteliales como lo es la pérdida de E-cadherina en la
membrana plasmatica, lo cual parece ser influenciado por la activacion de Rab5 también
inducida por PGE2 y presente de forma basal en las células HT29(US). Ademas pudimos
observar como la incubacion con el antagonista para el receptor EP2, AH6809 fue capaz de
prevenir el efecto de PGE2 en la activacion de Rab5 e incluso disminuir el estado basal de
activacion de Rab5 en las células HT29(US), lo que nos permite inferir que el efecto sostenido
de PGEZ2 en estas células, via receptor EP2, probablemente ha contribuido a la diferenciacion
mesenquimal de estas. Complementar esta caracterizacion con estudios de migracion, otros
marcadores de EMT y estudios de malignidad in vivo constituyen una importante proyeccion
para futuros estudios

(Expresion total de Rab5 en células HT29(ATCC) y HT29(US) referenciados en 42)
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Sobre-activacion de Rab5 por PGE2 y su posible efecto rio arriba de lainternalizacion
de E-cadherinay la EMT.

A lo largo de este trabajo, hemos propuesto que la funcién de Rab5 esté rio arriba
de la localizacién/expresion de E-cadherina. Para evaluar parcialmente esta posibilidad, se
generaron lineas celulares con expresion estable de shRNA contra Rab5 y como se
muestra en la figura 10, se logré generar una linea celular HT29(US)-shRNA-B5 con una
expresion de Rab5 un 70% menor, en comparacion con las células HT29(US)-shRNA-
Scramble (control). Ya que la principal diferencia entre las células HT29(ATCC) y HT29(US)
respecto a E-cadherina, es la expresion total de ésta, se compar6 la expresion de E-
cadherina en homogenizados totales. Sorprendentemente, logramos observar que las
células que expresan la secuencia de shRNA contra Rab5, B5, expresaron una cantidad
significativamente mayor de E-cadherina en su estado basal. De este resultado podemos
inferir que Rab5 no soélo induce la internalizacion de E-cadherina desde la membrana
plasmética hacia compartimientos citoplasmicos, sino que de alguna manera esta GTPasa
incide a largo plazo en los niveles totales de E-cadherina, es decir, el silenciamiento de la
GTPasa Rab5 reestablece la expresion de la proteina supresora de tumores E-cadherina,
confirmandose el efecto oncogénico de Rab5. Ademas, quisimos evaluar la expresion de
Vimentina, pero no hubo diferencias significativas, a pesar de una clara tendencia a la
disminucién. En el futuro seria interesante seguir disectando los efectos de Rab5 en la EMT,
como también seria interesante, ademas, incubar estas células con el antagonista de EP2,
AH6809, ante lo que esperamos que se acentle alun mas, la reversion en la malignidad de
estas células. El hecho de que una GTPasa relacionada con el trafico temprano, tenga
relacion con la expresion genética de otras proteinas, genera una serie de cuestionamientos
sobre las vias moleculares que explican esta relacion, ya que se sabe que Rab5 en su
estado activo ademas de reclutar proteinas relacionadas a la dindmica vesicular y del
citoesqueleto, es capaz de reclutar y encender vias de sefializacion como la via PI3K, por
ejemplo, por lo que seria probable que ademas de tener un efecto en la localizacién de E-
cadherina temporal y espacialmente, tenga un efecto a nivel de expresién génica de esta
proteina, participando ampliamente en la malignizacién de células tumorales durante la
progresion tumoral. Seria interesante resolver esta serie de interrogantes en el futuro,
ampliando el alcance de esta diseccion molecular hacia otros modelos de estudio como
otras lineas celulares de céancer de colon u otros modelos tumorales con caracteristicas

biol6gicas similares.
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CONCLUSIONES FINALES Y MODELO CELULAR DE LOS HALLAZGOS

El modelo molecular con los hallazgos realizados en este trabajo se muestra a
continuacion (figura 11), donde podemos observar que PGE2, mediante la activacion de su
receptor EP2 en la membrana de las células HT29, induce la activacion de Rab5, por
mecanismos aun desconocidos. El estimulo de PGE2, probablemente mediante la
activacion de esta GTPasa, lleva a la internalizacion de E-cadherina en tiempos tempranos,
lo cual si bien no produce un cambio en la expresion genética de E-cadherina, ya es
suficiente para favorecer la progresion tumoral por los cambios arquitecténicos y en la
sefializacion derivada desde la molécula de adhesion. Esto eventualmente llevara a la
progresiva transformacién maligna de estas células, contribuyendo a su diferenciacion
mesenguimal, haciéndose cada vez mas parecidas a las células HT29(US) que basalmente
presentan mas Rab5 en su estado activo y menos E-cadherina y presentan un estado de

EMT mas avanzado.
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Figura 16. Resumen gréafico de hallazgos realizados en esta tesis

Finalmente, en este trabajo se realizaron hallazgos generales en cuanto a la
activacion de la GTPasa Rab5 y la internalizacién de E-cadherina en el contexto de células
tumorales que no habian sido descritos anteriormente por lo que es un aporte en el
conocimiento de una de las patologias mas importantes en el mundo actual. Quedan
planteadas muchas interrogantes por resolver en futuras investigaciones, principalmente
relacionadas a la diseccion de las vias que explican los fendmenos observados en esta

tesis.
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ANEXOS
1.Declaracién personal del autor

A continuacion, quisiera utilizar este espacio para comentar y justificar, desde mi
perspectiva personal, algunas generalidades y aclaraciones sobre el desarrollo de esta
tesis, en cuanto a aspectos técnicos, metodoldgicos y formativos.

Primero, quisiera justificar este espacio dentro de la tesis, porque considero que es
el lugar correcto para hacer un andlisis general del proceso de formacion doctoral, desde el
punto de vista del alumno. Pienso que este espacio deberia ser importante y tal vez, exigido
en alguna instancia, como por ejemplo dentro del escrito al finalizar el proceso de la
experiencia cientifica, ya que permite una retroalimentacién entre todas las partes
involucradas durante la formacion de un cientifico (autor, tutor, comisién, escuela de
postgrado en general), porgue finalmente todos somos actores con una opinién desde una
perspectiva distinta, sin embargo, considero que en general el alumno no tiene el espacio
dentro de esta conversacion para plantear la suya y es algo que debemos trabajar entre
todos, para la calidad en la formacion de capital humano.

A continuacién, quisiera resumir la serie de cambios que ha experimentado esta
tesis desde que se plante6 como un proyecto de tesis hace un par de afios y coOmo esos
cambios han impactado en el resultado final que se plasmé en este escrito.

En un comienzo la tesis se titularia “PGEZ2 induce la activacion de la GTPasa
pequefa Rab5 contribuyendo a la EMT en células de Adenocarcinoma Colorrectal”, titulo
gue fue bastante arriesgado considerando que no habia antecedentes claros que respalden
la hipotesis planteada. Luego del primer avance de tesis, con la ayuda y recomendacién de
la Comision Evaluadora, cambiamos el titulo a “PGE2 induce la activacion de la GTPasa
pequefia Rab5 contribuyendo a la internalizacion de E-cadherina en células HT29 de
adenocarcinoma colorrectal”, de manera que el estudio de EMT se re-dirigié hacia el cambio
en la localizacion de E-cadherina en el modelo celular planteado, de lo cual ya habia
resultados prometedores. Sin embargo, se planteaba como objetivo especifico, evaluar el
requerimiento de Rab5 para el cambio generado por PGE2, para lo cual se trabajé en la
generacion de lineas con expresion estable de un shRNA contra Rab5, en la cual mediante
el estimulo con PGE2 y restauracion de la funcién de la GTPasa mediante transfecciones
de mutantes para Rab5, se pretendia evaluar el requerimiento de Rab5 para el efecto que
generaba PGE2 sobe E-cadherina. Por motivos de contingencia nacional e internacional,
este experimento, junto con otros mas que se mencionaron en la discusion, no pudieron ser

completados. Esto, impuls6 un nuevo replanteamiento del disefio de la tesis, de forma que
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se pudiera dar un cierre a este estudio, con los experimentos ya realizados, hasta el
momento de dejar de asistir a realizar trabajo experimental, debido a la contigencia. Asi fue
como finalmente decidimos plantear el titulo actual, cuya hip6tesis implicita pudo ser
respondida, incluyendo estrategias experimentales que en un comienzo habian sido
desechadas, pero que sorpresivamente con los cambios introducidos, esta vez apoyaban
la hipétesis, como por ejemplo la caracterizacion del modelo celular HT29(US), la medicion
del marcador mesenquimal Vimentina y el estudio de migracion celular por Transwell, que
si bien no posee el nimero de experimentos independientes para obtener una estadistica
confiable, apoya la hip6tesis, dejando abierto un espacio para proyecciones experimentales
futuras.

Todos los cambios mencionados, no son ajenos al trabajo cientifico en general, por
lo que no queria dejar de mencionarlos, ya que pienso gue son una experiencia fundamental
dentro de la formacion cientifica y si bien, en el manuscrito para publicacion cientifica (como
generalmente se exige), hicimos una adaptacién para mostrar solamente los experimentos
que tributan hacia resultados positivos, el trabajo de tesis fue mucho mas extenso y con
una serie de obstaculos que, mas que dificultar mi formacioén, la enriquecieron y de lo cual
me encuentro bastante agradecido, porque en el trabajo cientifico debe haber capacidad
de adaptacion, lo cual finalmente conduce a un trabajo mas completo en cuanto al método
cientifico se refiere.

A continuacién, se muestran una serie de anexos, donde se exponen por orden de
objetivo especifico relacionado, estrategias experimentales que no pudieron realizarse,
resultados de experimentos que si se realizaron y complementan los resultados ya
discutidos y otros que se realizaron, pero no tuvieron las repeticiones necesarias para
obtener una estadistica significativa, pero que tributaron hacia mi formacién doctoral

independientemente del enfoque y resultado esperado orginalmente.
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2. Cinética de activacion de Rab5
Si bien se observé un maximo de activacion de Rab5 a las 6h por el estimulo con
PGEZ2, (figura 2), decidimos explorar si esta activacion aumentaba en tiempos mayores de

estimulo, sin embargo, no encontramos diferencias significativas.

A ATCC PGE2 10pM
0 12h 24h 44h
25 KDa > - Rab5-GTP
’ - Rab5 total
e - -

Rab5-GTP

T

0- T T
° K > ®

Tiempo (h)

Densidad normalizada a Rab5 total

Anexo 2: Cinética de activacion de Rab5 en células HT29(ATCC) estimuladas con PGE2 10uM.
A: Imagen representativa de Western Blot para Rab5-GTP y Rab5-total obtenidos por la técnica de
pulldown, en células estimuladas con PGE2 10uM por 0, 12, 24 y 48h. B: Grafico que representa las
medias de las densidades de 4 experimentos independientes de Rab5-GTP relativo a su respectivo
Rab5-total (ANOVA test, diferencias no significativas).
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3. Efecto de concentraciones de PGE2 mayores a 10uM en la activacién de Rab5

El efecto 6ptimo de activacion de Rab5 se logrd con una concentracion de 10uM,

sin embargo, decidimos explorar si con concentraciones mayores de PGE2 se lograba un

efecto mayor, pero no logramos observar diferencias significativas.
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Anexo 3: Niveles de Rab5-GTP en células HT29(ATCC) estimuladas con concentraciones
crecientes de PGE2 por 6h. A: Imagen representativa de Western Blot para Rab5-GTP y Rab5-
total obtenidos por la técnica de pulldown, en células estimuladas con PGE2 10, 20 y 40uM por 6h.
B: Grafico que representa las medias de las densidades de 3 experimentos independientes de Rab5-

GTP relativo a su respectivo Rab5-total (ANOVA test, diferencias no significativas).
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4. Cuantificacién de la internalizacién de E-Cadherina de superficie

Para obtener informacién cuantitativa de la internalizacién de E-cadherina inducida por
PGEZ2, se realiz6 la técnica de citometria de flujo en células no permeabilizadas, marcadas
con un anticuerpo dirigido contra la region extracelular de E-cadherina. Se observd que la
intensidad de fluorescencia para E-cadherina superficial (G media, N=1) disminuye
aproximadamente 4 veces frente al tratamiento con PGE2 10uM (G media: 21,94 y 5,45 en
condicion control y tratadas con PGE2, respectivamente). Lo anterior sugiere que si bien la
E-cadherina total no esta siendo degradada a las 6h de estimulo, si esta siendo internalizada
desde la superficie (Figura 10). La técnica quedd en etapa de estandarizacion antes de lograr
obtener repeticiones Optimas para obtener una estadistica significativa.

- kax‘ Ao

Intensidad de fluorescencia

Anexo 4: Internalizaciéon de E-cadherina por Citometria de Flujo. Histograma que muestra
namero de eventos por intensidad de fluorescencia. En negro se muestra la condicién sin anticuerpo
secundario, en rojo y verde se muestran condiciones incubadas con el anticuerpo secundario. Rojo,
células sin tratamiento (media de fluorescencia 21,94); verde, células tratadas con PGE2 10uM por

6h (media de fluorescencia de 5,45) (N=1, experimento suspendido en fase de estandarizacion).
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5. Generaciéon de lineas celulares HT29(ATCC) con expresion estable de shRNA
contra Rab5.

Anteriormente durante el desarrollo de esta tesis, se habia propuesto profundizar en
el rol directo que pudiera tener Rab5 en la internalizacion de E-cadherina inducida por
PGEZ2, lo que constituia un objetivo especifico por si solo, pero por diversos motivos estos
experimentos no pudieron ser llevados a cabo. Para evaluar el requerimiento de Rab5 en
la internalizacion de E-cadherina inducida por PGE2, primero fue necesario generar las
lineas celulares HT29(ATCC) con expresion estable de shRNA contra Rab5. Como se
detalla en materiales y métodos, se obtuvieron 3 vectores lentivirales codificantes para un
shRNA contra Rab5 (Scr, B5 y F10). Luego, se infectaron células HT29(ATCC) con los
medios enriquecidos en particulas lentivirales y posteriormente, ya que los plasmidios
utilizados poseen un gen para la resistencia a Puromicina, se realiz6 un proceso de
seleccidn, utilizando medio de cultivo con Puromicina 2ug/mL. Una vez estabilizadas las
células, estas se amplificaron y criopreservaron para su uso en los siguientes experimentos.
El silenciamiento de la expresion de Rab5 fue comprobado mediante Western Blot, en
homogenizados totales de las distintas lineas celulares y se observdé que, tanto las
secuencias de shRNA B5 y F10 disminuyen la expresién total de Rab5 significativamente,
siendo B5 el mas eficaz, ya que disminuye la expresion de Rab5 a un 24% residual, con
respecto al Scr, mientras que en F10, la disminuye a un 53% residual.

El objetivo experimental de este material fue evaluar el efecto de PGE2 en la
internalizacion de E-cadherina en células que basalmente poseen una disminucién la
expresion de la GTPasa pequefia Rab5 que, como nuestros resultados indican, pareciera
estar implicada en este proceso, primero porgue es activable por PGE2 y segundo, porque
E-cadheria es endocitada a endosomas tempranos EEAl-positivos. El siguiente paso
consistia en transfectar estas células ya sea con secuencias Wild Type, con la mutante
activa o la mutante inactiva para ver si la re-expresién de un Rab5 funcional, es capaz de
restaurar el efecto de PGE2 sobre E-cadherina. Seria interesante que en el futuro se siga
explorando esta estrategia experimental, considerando que el material ya se genero

exitosamente.
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Anexo 5. Expresion de Rab5 en homogenizados totales de células HT29ATCC que expresan
establemente un shRNA contra Rab5. En A, Western Blot representativo que muestra la
expresion protéica de Rab5 en células HT29ATCC-shRNARab5-Scr, B5 y F10, ademas del control

de carga SActina. En B se muestra la grafica en donde se comparan las densidades de las bandas

normalizadas a -Actina para cada caso, resultado de 3 experimentos independientes (p<0,05)
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6. Ensayo de migracion celular en Transwell

Durante la comparacion fenotipica y caracterizacion de las células HT29(ATCC) y
HT29(US) mostradas en las figuras 7 y 8, quisimos, ademas, estudiar la diferencia en la
capacidad migratoria de ambas lineas celulares y observar si PGE2 es capaz de inducir un
aumento en esta capacidad. Debido a uno de los cambios introducidos durante el desarrollo
de esta tesis, la continuacion de este trabajo experimental se descontinud. Sin embargo,
finalmente decidimos estudiar la sobre-activacion de Rab5 y la internalizacion de E-
cadherina como contribuyentes al estado de EMT, cuando comparamos las lineas celulares
HT29(ATCC) y su derivada mas metastasica HT29(US). En ese contexto, estos resultados,
si bien no poseen las repeticiones experimentales para obtener una estadistica significativa,
apuntan hacia el estado mesenquimal de las células HT29(US), ya que al parecer migran
mas que las células HT29(ATCC) y que estas Ultimas, al ser estimuladas con PGEZ2,
aumentan su capacidad migratoria. Seria interesante continuar con esta linea de
investigacion en el futuro, ya que es probable que la sola internalizacion de E-cadherina
inducida por PGE2 en las células HT29(ATCC), seria suficiente para permitir el aumento en
la capacidad migratoria de estas células. Asimismo, seria interesante indagar la posibilidad
de que la migracion celular inducida por PGE2 sea dependiente de la activacién de Rab5.

No tratadas PGE2 10uM 24h

HT29(ATCC)

<

élulas por campo

85¢

HT29(US)

SR

8

8,7 éélulas por campo 20X 7,4 células'pdr éémpo éox

Anexo 6. Ensayo de Transwell para evaluar migracién celular en células HT29(ATCC) y
HT29(US), tratadas o no con PGE2 10uM. Se muestran imagenes representativas del fondo
de pocillos para Transwell tefiidos con cristal violeta para identificar a las células bajo

microscopia de luz (no hay repeticiones para obtener estadistica, 20X).



7. Efecto de PGE2 sobre Rab5 en células HT29(US)

En la figura 9, se discutio sobre el posible efecto de PGE2 sobre el alto nivel
de activacion en estado basal en las células HT29(US), donde se observo que las células
no responden al estimulo externo con PGE2 sobre-activando a Rab5 por sobre el nivel
basal y ademés se demostré que al incubar las células con AH6809, antagonista de EP2,
ese nivel basal disminuye significativamente, indicando que el estado de activacion de Rab5
en estas células, es influenciado por la activacion del receptor de PGE2. En este punto
ademas utilizamos Celecoxib para inhibir rio arriba la generacion de PGE2, es decir a nivel
de la enzima COX-2, ante lo que esperabamos una situacién parecida a la observada con
AH6809, sin embargo, el nivel de activacion de Rab5 en células incubadas con Celecoxib,
no disminuyd, lo que nos genera una serie de interrogantes que serian interesantes de
estudiar en el futuro. En primer lugar, pensamos que los tiempos de incubacién con
Celecoxib y la inhibicion de la COX-2, puede no haber sido suficiente para ser evidenciados
en la eventual disminucién de la concentracion de PGE2 ya secretada en el medio de
cultivo. Tiempos mayores de incubacién, serian interesantes de analizar. Por otra parte, la
inhibicibn de COX-2 estd en un punto mucho mas alejado dentro de la cascada de
sefalizacidén que teorizamos, llega hasta la activacion de Rab5. S6lo podemos deducir que
al menos en el periodo de tiempo estudiado, la sobreproduccién de PGE2 no es la directa
responsable del nivel de activacion de Rab5 en células HT29(US), pero si, la sefializacion
desde su receptor EP2, que pudiera estar sobre-activado por diversas razones que
pudieran ser analizadas en el futuro.

Finalmente, para dar el cierre a la teoria de que las células HT29(US) al ser
mas malignas producen mas PGE2, y que debido a esto presentan una mayor activacion
de Rab5 y una minima expresion de E-cadherina, se tuvo en mente la medicion cuantitativa
de la produccién PGE2 en los medios de cultivo, mediante el uso de un kit de ELISA
Prostaglandin E2 ELISA kit monoclonal (Cayman Chemicals #514010) para la deteccién de
PGE2. Por diversos motivos de contingencia mundial, logramos conseguir el kit y disefiar
los experimentos respectivos, pero estos no alcanzaron a ser realizados, por lo que también

gueda pendiente para ser estudiado en el futuro.
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Anexo 7. Niveles de Rab5-GTP en células HT29(US) incubadas con AH6809 o Celecoxib. A:
Western Blot representativo para Rab5 y Rab5-total en homogenizados totales. B: la gréafica
muestra los promedios de las densidades de las bandas normalizadas a sus respectivos Rab5-
total de 3 experimentos independientes (test ANOVA, t test *p<0,05 entre DMSO y AH6809; entre

DMSO y Celecoxib no hubo diferencias significativas).
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