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1.- RESUMEN

Las adhesiones focales son complejos multiproteicos enriquecidos en dimeros de
integrina, que constituyen puntos de contacto entre las células ¥ la matriz extracelular,
y tienen un rol relevante en la integracion de estimulos migratorios externos y la

generacion de respuestas migratorias, a través de vias de sefializacion especificas.

La quinasa FAK, en su conformaci6n activa, ejerce roles regulatorios sobre la
migracion e invasién celular, al modular ia formacién y desensamblaje de las
adhesiones focales, la formacion de procesos de membrana y la expresién y secrecion
de metaloproteinasas de matriz. La activacién de FAK requiere su auto-fosforilacion en
tirosina 397, que promueve la fosforilacion de otros residuos tirosjna de FAK,
necesarios para su activacién maxima. En células tumorales, tanto la expresion de FAK
como su fosforilacién en Tyr397 se encuentran exacerbadas, estableciéndose como

blancos prometedores para el tratamiento del cancer.

Por ofro lado, la GTPasa Rab5 también se ha visto involucrada en la regulacion del
fenotipo migratorio de células tumorales; en donde, la forma activa de Rab5 (unida a
GTP) induce un aumento de la migracién e invasion celular. Rabs regula la dinamica
de adhesiones focales, al dirigir la internalizacion y reciclaje de integrinas, ademas,
promueve su desensamblaje. Adicionalmente, Rab5-GTP induce un aumento en ia
activacion de Rac, y en consecuencia, regula la formacién de procesos de membrana.
Finalmente, Rab5 promueve la invasién de células tumorales al estimular la secrecién y

activacion de metaloproteinasas de matriz.

A pesar de que FAK y Rab5 participan en eventos similares de la migraci6n e invasion

de células tumorales, como el desensamblaje de adhesiones focales, la reorganizacién




de filamentos de actina mediada por Rac y la secrecién de metaloproteinasas de

matriz, alin no se ha establecido si existe alguna relacién entre estas dos proteinas.

El objetivo de este Seminario de Titulo fue establecer si la fosforilacién de FAK en
Tyr397 promueve la activacion de Rab5, y consecuentemente, favorece la migracién
celular. En primer lugar, se determiné que el tratamiento con el inhibidor farmacoloégico
de FAK, PF-271, a una concentracion 1 uM, disminuye la fosforilacién de FAK en
Tyr387 en células de carcinoma de pulmén, A549. Luego, se determind que la
inhibicion de la fosforilacion de FAK en Tyr397, debido al tratamiento con PF-271 (1
pM), promueve una disminucion en la fraccion activa de Rab5 en células A549 en
estado estacionario. Adicionalmente, la sobre-expresion transitoria de FAK/wt aumenté
los niveles de Rab5-GTP en células A549. Para establecer si la interaccién funcional
entre estas dos proteinas promueve la migracién de células A548, se expres6 de forma
conjunta los plasmidos FAK/KD y Rab5/wt y se midié la capacidad migratoria en
camara de Boyden, sin embargo, no se evidenciaron cambios en la capacidad
migratoria de estas células. Tomados en su conjunto, estos resuliados sugieren que la

fosforilacién activadora de FAK regula la activacién de Rab5.




2.- INTRODUCCION

Migracién celular

La migracion celular, entendida como el movimiento de una o mas células dentro de un
tejido u organismo, es un fendmeno relevante en distintos procesos biolégicos de los
mamiferos, tales como la morfogénesis embrionaria, la regeneracion de tejidos y la
fisiologia del sistema inmune. Consistentemente, su desregulacién esta vinculada a la
etiologia de eventos patolégicos, como la tumorigénesis y la metastasis (Friedl col,

2009).

La migracion celular requiere que las células se polaricen, es decir, que redistribuyan
sus organelos de manera asimétrica; ademas, que extiendan estructuras derivadas del
citoesqueleto y la membrana plasmatica (lamelipodios) en la direccién del
desplazamiento; y que establezcan miltiples contactos de anclaje con la matriz
extracelular (ECM, por su acrénimo en inglés) en el frente de avance, los cuales deben
desensamblarse en la regidon posterior de la célula, a medida que ésta se traslada
(Ridley y col., 2003) (Fig 1A). La extension de lamelipodios en el frente de avance y la
retraccion del citoplasma en la retaguardia de las células migratorias estan fuertemente
reguladas por GTPasas pequefias involucradas en la regulacién de la dinamica del
citoesqueleto de actina, y por reguladores del tréfico intracelular y endosomal, como la
proteina Rab5 (Machesky y col., 2008). Por otro lado, las adhesiones focales (FA, por
su acrénimo en inglés) actGan como estructuras que anclan las células a la ECM,
constituyendo una conexién fisica entre ésta y los filamentos de actina polimerizada

{Wrighton, 2013).




p-Y397-FAK

Lamelipodio

Figura 1. Esquema de una célula migratoria, polarizada y sus FAs. (A) En una célula polarizada las
FAs constituyen puntos de anclaje a la ECM. (B) Representacién simplificada de proteinas que participan

en la maduracién de FAs. Fuente: Elaboracion propia.

Las FAs son complejos multiproteicos cuyo principal componente estructural son las
integrinas, glicoproteinas heterodiméricas de transmembrana, cuyo dominio
extracelular interactia con la ECM (Wehrle-Haller, 2012). Las integrinas sensan
estimulos bioquimicos, mecanicos y topogréaficos del entorno extracelular, los cuales
son integrados por efectores que interactian con sus dominios intracelulares y que
forman parte de las FAs. Estos efectores pueden emitir los estimulos de la ECM a

través de la activacion de rutas intracelulares de sefializacion (Wrighton, 2013). En este




contexto, un regulador de la sefializacion de integrinas asociado a las FAs, la quinasa
de adhesion focal (FAK, por su acrénimo en inglés), desempefia roles prominentes en
la modulacién de la polarizacion celular, la extension de protrusiones en el frente de
avance y en la refraccion de la retaguardia de la célula durante la migracién (Schailer,

2010).

La quinasa FAK es un regulador clave del recambio de adhesiones focales.

FAK es una proteina de 125 kDa, cuya estructura contiene tres dominios funcionales,
separados por segmentos ricos en residuos prolina: un dominio FERM en el extremo
amino-terminal (N-terminal), un dominio catalitico en el segmento central, con actividad
quinasa sobre residuos tirosina; y un dominio FAT en el extremo carboxilo-terminal (C-
terminal), necesario para la asociacién a FAs (Parsons, 2003). Los dominios N- y C-
terminal regulan tanto la fosforilacién activadora de FAK, como su funcién catalitica. En
su extremo N-terminal, FAK presenta un dominio auto-inhibitorio FERM que bloquea
estéricamente el dominio central catalftico, enmascarando al residuo Tyr397; y
consecuentemente, limitando su auto-fosforilacién (Lietha y col., 2007) (Fig 2A y 2B).
Por su parte, el extremo C-terminal presenta un dominio de reconocimiento de
proteinas de adhesion (FAT, por sus siglas en inglés) que participa en el reclutamiento
de FAK hacia las FAs; donde interactia indirectamente con las colas citoplasmaticas
de integrinas, a través de la unién con las proteinas paxilina y talina (Schiaepfer y col.,

2004).

FAK posee seis residuos tirosina, cuya fosforilacién regula su actividad en respuesta a

diferentes estimulos: Tyr397 y Tyr407, entre la regién N-terminal y el dominio catalitico;




Tyr576 y Tyr577, en el dominio quinasa; y Tyr861 y Tyr925, en la region C-terminal
(Cornillon y col., 2003; Mitra y col., 2005). Se ha demostrado que la auto-fosforilacion
en Tyr397 es un evento que promueve el reclutamiento de otras quinasas capaces de
fosforilar a FAK en sus otros residuos regulatorios y, por este motivo, se le denomina
fosforilacion activadora (Mitra y col., 2005). Particularmente, en respuesta a la
adhesion, la auto-fosforilacion de FAK genera un sitio de unién a proteinas con
dominios SH2, como la quinasa Src, la que promueve la fosforilacion de FAK en los
residuos Tyr576 y Tyr577, confiriendo su activacion maxima (Calalb y col., 1995; Owen

y col., 1999) (Fig 2C).

Tyr3g7

Quinasa

Activante

Tyr576
Tyr§77
Estimulo 0

Figura 2. Activacién de FAK. Con fines de simplificacién sélo se muestran los dominios FERM y quinasa
de FAK. (A) Conformacion cerrada o auto-inhibida de FAK. (B) En presencia de un estimulo activador, el
dominio FERM libera el dominio quinasa, permitiendo la auto-fosforilacién de FAK en Tyr397. (C) p-Y397-

FAK recluta a Src, la que promueve la fosforilacion de Tyr576 y Tyr577. Modificado de Lietha y col., 2007.

Cuando una célula epitelial entra en contacto con componentes de la ECM (por

ejemplo, fibronectina) se promueve la activacion y agrupamiento de integrina, su




asociacién con proteinas intracelulares como paxilina, talina y el reclutamiento de FAK
en las FAs nacientes (Mitra y Schlaepfer, 2006). Durante la maduracién de las FAs
nacientes, el dominio FERM de FAK recluta al complejo Arp2/3. La tensién del
citoesqueleto de actina, la interaccion con proteinas y fosfolipidos (Pi(4,5)P2), y la
dimerizacién de FAK (Tomar y Schlaefper, 2009; Brami-Cherrier y col.,‘201.4; Gofii y
col,, 2014), promueven la liberacién del dominio quinasa ¥, en consecuencia, la aufo-
fosforilacion de Tyr397 (Fig 2B). La activacién de FAK inhibe la interaccién del domino
FERM con el complejo Arp2/3, favoreciendo la nucleacion de filamentos de aciina en la
proximidad de la FA y, asi la formacién de lameliopodios, la polarizacic;n celular y la
migracion direccional (Tomar y Schlaefper, 2009). Curiosamente, se ha reportado que
la fosforilacion de FAK en Tyr397 también promueve un aumento de la activacion de
integrina a5B1, incrementando la adhesion celular a la ECM (Michael y col., 2009); lo

que sugiere que existe una activacién sinérgica entre FAK y dimeros de infegrina.

En fibroblastos FAK™ se reporté una disminucion de la migracién y un aumento del
numero de FAs in vitro (llic y col., 1995), sugiriendo que FAK es necesaria para el
desensamblaje de las FAs (Webb y col., 2004), Complementario a esto, se observd
que la fosforilacion en Tyr397 induce el desensamblaje de las FAs en el exiremo
posterior de las células, promoviendo un aumento de la migracién celutar (Hamadi y
col., 2005). De este modo, FAK no solo participa en la maduracién de las FAs, sino que
también en su desensamblaje, por lo que ha sido considerada como un regulador

maestro del recambio de las FAs (Tomar y Schlaefper, 2009).

Por otro lado, se ha descrito que FAK no solo participa en la migracién celular, sino que
promueve la invasién y metéstasis de células fumorales (Sulzmaier y ¢ol., 2014). EI

reclutamiento y fosforilacién activadora de FAK en las FAs nacientes promueve la




invasion local de células de carcinoma de colon (Yu y col., 2011). Otros estudios
indican que la activacion de FAK modula la expresion y localizacion de las
metaloproteinasas de matriz MMP-2, MMP-9 y MMP-14 (Lu y col., 2014; Mitra y col,
2006), promoviendo ia degradacion de la ECM vy, en consecuencia, la invasion y
metdastasis de células tumorales. En tejidos tumorales se ha observado una correlacion
entre la progresion tumoral y el grade de fosforilacion de FAK en Tyr397, sugiriendo

que la actividad de FAK es relevante en la promocién del cancer (Zhao y Guan, 20009).

La GTPasa Rab5 es un regulador de la migracion celular.

Rab5 es una proteina monomérica (24kDa) con actividad GTP hidrolasa. (GTPasa),
perteneciente a la superfamilia de proteinas Ras. Rab5 participa en la regulacién del
trafico de vesiculas (Stenmark, 2009). Espec{ﬁcamente, se ha reportado‘:que Rab5 es
necesario para la fusién homotipica de endosomas tempranos (Rubino y col., 2000), y
que promueve la formacioén de fosfatidil-inositol 3-fosfato en regiones determinadas de
la membrana de los endosomas tempranos (Christoforidis v col., 1999). Rab5 puede
ser encontrada en dos conformaciones: unida a GTP o a GDP, las que se asocian a
diferentes funciones biolégicas. Debido a que Rab5 es reconocida por la mayoria de
sus efectores cuando se encuentra unida a GTP, es gue a esta conformacion se le
denomina "activa", mienfras que la hidrolisis de GTP a GDP, redunda en su
inactivacion (Pfeffer y Aivazian, 2004). En las células existe un equilibrio dinamico entre
las configuraciones activa e inactiva de Rab5, las cuales son promovidasi'por proteinas
GEFs (factor intercambiador de nucleétidos de guanina, por sus siglasz en inglés) y

GAPs (proteina activadora de GTPasas, por sus siglas en inglés), respectivamente

(Barr y Lambright, 2010).




En los dltimos afios, diversas proteinas Rab han sido involucradas en Ia promocion de
la migracién e invasién de células tumorales (Tang y Ng, 2009}, sugiriendo que el
trafico de vesiculas podria ser un factor relevante en la regulacién de la motilidad
celular. En este contexto, Rab5 también ha sido correlacionada con la migracién e

invasion celular (Torres y Stupack, 2011).

La regulacién de la migracion ejercida por Rab5 ha sido evidenciada en modelos in
vitro e in vivo en los que se observé que Rab5 promueve el reclutamiento de Tiam 1
(GEF de la proteina Rac) en los endosomas tempranos, fenémeno que activa
localmente a Rac, promueve la reorganizacién del citoesqueleto de actina e inicia. la
formacion de lamelipodios y ruffles de membrana (Palamidessi y col., 2008; Diaz y col.,
2014). Sin embargo, Rab5 también ha sido involucrado en la formacion de
lamelipodios, a través de mecanismos que no dependen de Rac (Spaargaren y Bos,
1999). Esto evidencia la versatilidad de rutas que podrian estar involucradas en la
promocitn de la migracién celular mediada por Rab5. Interesantemente, FAK fambién
regula la activacion de Rac y su localizacién a las FAs, mediante la fosforilacion v

activacion de ofra GEF de Rac1, BPIX (Chang y col., 2007).

Como se mencioné anteriormente, Ia interaccién entre la ECM y heierodimeros de
integrina gatilla sefales infracelulares que median la generacion de respuestas
especificas como la migracion celular. Un mecanismo de reguiacién de estas sefiales
esta dado por el remodelamiento de FAs a través del trafico endocitico de integrinas,
ya sea su reciclaje hacia la membrana plasmética o su degradacién (Dé Franceschi y
col., 2015). Modelos in vivo e in vitro indican que Rab5 regula la internalizacion de
integrina B1 y su trafico a través de endosomas tempranos (Pellinen y col., 2008; Yuan

y col., 2010); y especificamente, se ha observado que la activacion de Rab5 promueve




su interaccién con integrina B1 {Torres y col., 2010). Adicionaimente, se ha reporiado
que Rab5-GTP aumenta la migracién y metastasis de células de neuroblastoma,
mediante un aumento en la tasa de la internalizacién y reciclaje de integrina p1 (Torres

y col., 2010).

Estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado que la activacién de Rab5
promueve el desensambiaje de FAs y la actividad de metaloproteinasas de matriz
(MMP-2 y MMP-9) y, en consecuencia, la migracién e invasion de células tumorales,
respectivamente (Mendoza y col., 2013). Adicionalmente, se observé que la activacién
de Rab5 promueve su re-localizacion hacia el frente de avance de células polarizadas,
donde interactia con proteinas que componen las FAs, como integrina B1, paxilina,
vinculina y FAK (Mendoza y col., 2013; Mendoza vy col., 2014). Estos antecedentes
sugieren que FAK estaria involucrada en el fomento de Ia invasion celu’iar por Rab5-
GTP, pues la inhibicion de la fosforilacién de FAK en Tyr397 limita la vasion

promovida por Rab5.

Debido a que FAK y Rab$s participan en eventos similares de la migracion e invasién de
células tumorales —desensamblaje de FAs, reorganizacién de filamentos de actina
mediada por Rac y secrecion de metaloproteinasas de matriz, entre otros—, cabe
preguntarse si ambas proteinas podrian estar participando de una via de sefializacién
en comin, que promueva la migracién e invasién celular. En este contexto, este
Seminario de Titulo explora la posibilidad de que FAK regule la actividad'.de ia GTPasa

Rab5 durante la migracién celular.
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3.- HIPOTESIS

La quinasa de adhesién focal FAK promueve la activacién de la GTPasa Rab5 Y,

consecuentemente, favorece la migracion celular.

4.- OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

4.1.- Objetivo General

Evaluar si FAK estimula la activacion de la GTPasa Rab5s ¥, &n consecuencia, la
migracion celular en las lineas celulares A549 y MEF.

4.2.- Objetivos Especificos

1.- Evaluar el efecto de la pérdida y ganancia de funcién de FAK sobre la actividad

relativa de Rab5s.

2.- Determinar el efecto de la fosforilacion de FAK, durante la migracion. celular, sobre

la activacién de Rabs.

3.- Evaluar si la migracion celular dependiente de la fosforilacion de FAK requiere la

participacién de Rab5.
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5.- DISENO EXPERIMENTAL

5.1.~ Evaluar el efecto de la pérdida y ganancia de funcién de FAK sobre Ia

actividad relativa de Rab5.

Se empleé como modelo células A549 de adenocarcinoma de pulmén humano, pues
éstas presentan un fenotipo altamente migratorio en relacién a ofras células tumorales;
y han sido utilizadas en el estudio de la migracion celular mediada por FAK (Meng v

col., 2009) y Rab5 (Mendoza y col., 2013).

Para evaluar si la fosforilacién activadora de FAK regula la activacién de Rab5 en
células A549, se utilizaron dos estrategias: (1) tratamiento con un inhibidor
farmacologico selectivo de FAK, PF-562,271; y (2) modelos genéticos de pérdida y
ganancia de funcién de FAK. En ambos casos, se determino la abundancia de Rab5-

GTP y se compar6 contra una condicion control.

El compuesto PF—562,271 (PF-271) es un inhibidor competitivo del sitio de unién a ATP
de la protefna FAK frecuentemente utilizado en estudios terapéuticos de céncer que

analizan el rol de FAK (Crompton y col., 2013; Wendt y col., 2009).

Con el fin de determinar la concentracién Eie PF-271 necesaria para producir una
inhibicion de FAK igual o mayor al 50% in vitro, células A549 fueron tratadas con PF-
271 a concentraciones finales de 0,1 pM, 0,5 uM, 1 uM, 2 UMy 5 uyM, o con DMSO (un
volumen equivalente a la concentracion 1 uM) durante 2 horas; y luego se analizé los
niveles de fosforilacion de FAK en Tyr397 en los homogeneizados mediante Western
blot, usando anticuerpos especificos para FAK y p-Y397-FAK. Para cada condicién, los
niveles de fosforilacion de FAK fueron determinados como el cucciente entre las

densitometrias de p-Y397-FAK y FAK {otal. Se establecié que una concentracion de 1
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KM es suficiente para producir una inhibicién mayor al 50%
que esta concentracién coincide con lo reportado en Ia literatura (Weis y col., 2008), se

utilizé en los experimentos posteriores.

A continuacién, se evalu6 los niveles de Rab5-GTP én células A549 que fueron
tratadas con DMSO o PF-271 1 puM durante 2 h. La activacién de Rab5 fue
determinada mediante ensayos de precipitacién por afinidad de Rab5-GTP (pull-down),
comparando la cantidad de Rab5 activo con el total de Rab5 presente en los extractos
proteicos, mediante Wesfern blof. Brevemente, el ensayo de pull-down permite
enriquecer la concentracion de Rab5-GTP desde un extracto proteico. Para ello se
incuba el homogeneizado con la protefna de fusién GST-R5BD (dominio de unién de
Rabaptin a Rab5-GTP; Mendoza y col., 2013) inmovilizada en perlas de sefarosa-

glutation; y se procede a precipitar las perlas, proceso que arrastra Rab5-GTP,

Como estrategia complementaria a la inhibicién farmacoldgica de la fosforilacion de
FAK, se sobre-expresaron mutantes de pérdida y ganancia de funcion de FAK
mediante transfeccién. Como modelo de pérdida de funcién se ocup6 el plasmido
PEGFP-C1-FAK/K454R (GFP-FAK/KD) que codifica para una profeina FAK que es
incapaz de auto-fosforilarse en Tyr397 (Lim y col., 2010). Por el contrario, el plasmido
PEGFP-C1-FAK/Y 180AM183A (GFP-FAK/CA) fue utilizado como modelo de ganancia
de funcién, pues codifica para una proteina FAK que presenta una conformacion
abierta que favorece su fosforilacion en Tyr397 (Chen y col., 2012). Por ultimo, se
utilizé el plasmido pEGFP-C1-FAK/wt para sobre-expresar FAK, ¥y como condicion
control se ocupé el plasmido pEGFP-C1. De este modo se establecieron Ia‘s siguientes
condiciones experimentales: GFP, GFP-FAK/wt, GFP-FAK/KD y GFP-FAKICA; a las

que se les realizé ensayos de pufl-down, 18 horas post-transfeccion. La- expresion de
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FAK exbgena y los niveles de Rab5 unide a GTP fueron analizados mediante western

bfot.

Finalmente, y con el propdsito de ampliar las conclusiones obtenidas anteriormente, se
estudié posibles variaciones de la fraccién activa de Rab5 debido a diferencias en la
fosforilacion de FAK en células no tumorales. Por esto, se utilizé cuatro sublineas
celulares de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF): FAK'™ (cepa silvestre), FAK™
(FAK knockouf), FAK"IGFP-FAKiwt (FAK knockout reconstituida establemente con
GFP-FAK/t) y FAK™IGFP-FAKIKD (FAK knockout reconstituida establemente con
GFP-FAK/K454R), las que han sido utilizadas previamente en ensayos de migracién

celular (Tomar y col., 2009).

En primer lugar se evalué los niveles de fosforilacion de FAK en Tyr397 en cada una
de las sublineas mencionadas de las condiciones y, posteriormente se determiné los
niveles de Rab5-GTP mediante ensayos de pull-down. Los niveles de p-Y397-FAK y

Rah5 activo fueron analizados mediante Western biof.

5.2.- Determinar el efecto de la fosforilacién de FAK, inducida durante la

migracién celular, sobre la activacién de Rab5.

De manera complementaria a los estudios realizados en el Objetivo Especifico 1, se
evalué las variaciones en la fraccién activa de Rab5 en células A549 que fueron
expuestas a un estimulo migratorio. Dicho estimulo fue provocado con el fin de
aumentar la fosforilacién de FAK y fue realizado mediante dos ensayos de migracion

complementarios: (1) multiherida y (2) expansion celular.

El ensayo de migracion por multiherida (MH) corresponde a la remocién parcial de

células adheridas de una monocapa, generando espacios vacios en la ECM donde las
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células adyacentes pueden formar nuevas FA y, consecuentemente, migrar. Células
A549 fueron incubadas por 1 h con DMEM HG 2% FBS en presencia (MH/PF-271 1
pM) o ausencia (MH/DMSO) del inhibidor y fueron mantenidas a 37° C con humedad
controlada del 95% y un 5% de CO,. Luego, se realizd una multiherida y se incub6
nuevamente por 1 h manteniendo las condiciones mencionadas anteriormente. Como
condicion control (no-multiherida) fas células fueron mantenidas en estado estacionario
(EE). Para ello, células A549 fueron incubadas por 2 h con DMEM HG 2% FBS en
presencia- (EE/PF-271 1 pM) o ausencia (EE/DMSO) del inhibidor a 37° C con
humedad controlada del 95% y un 5% de CO;. A continuacién, se realiz% ensayos de
pull-down a las cuatro condiciones experimentales antes mencionadas. Los niveles de

fosforilacion de FAK en Tyr397 y Rab5-GTP fueron analizados mediante Western biot.

¥

De forma analoga, se estimulé la fosforilacion de FAK medianfe un ensayo de
migracién por expansion celular. El ensayo de expansién celular (Exp) permite simular
las primeras etapas de la migracion en dos dimensiones: la formacién de procesos de
membrana y de FAs con la matriz extracelular. Metodologicamente, se siembran
células A549 sobre placas recubiertas con fibronectina (2pg/pL) e incuban con DMEM
HG 10% FBS en presencia (Exp/PF-271 1 pM) o ausencia del inhibidor (Exp/DMSO),
Las células fueron mantenidas a 37° C con humedad controlada del 95% y un 5% de
CO;. Como condicién control (no-expansion celular) las células resuspendidas fueron
manienidas en suspensién (Susp) a 4° C en DMEM HG en presencia (Susp/PF-271 1
KM) o ausencia del inhibidor (Susp/DMSO). Luego de 2 h se realizé ensayos de pulf-
down a las cuatro condiciones experimentales antes mencionadas. Los niveles de
fosforilacion de FAK en Tyr397 y la activacién de Rab5 fueron analizados mediante

Western blot.
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5.3.- Evaluar si la migraciéon celular dependiente de la fosforilacion de FAK

requiere la participacién de Rab5.

Para evaluar si la activacion de Rab5 es requerida durante la migracién celular
inducida por FAK, se compard la migracion de células A549 co-transfectadas con
pEGFP-C1-FAK/KD y pEGFP-C1-Rab5/wt. La expresion de FAK/KD promueve una
disminucion de la migracién celular (Tomar y col., 2009); mientras que la expresion det
Rab5/wt, aumenta la capacidad migratoria de células A459 (Mendoza y col., 2013). Por
lo tanto, en ceélulas A549 se sobre-expresé GFP-FAK/KD y GFP-Rab5/wt.
Adicionalmente, se esfablecieron ofras fres condiciones: control de transfeccion (GFP),
control de sobre-expresién de Rab5 (GFP-Rab5/wt) y control de dominancia negativa
de FAK (GFP-FAK/KD). Como ambos plasmidos se encuentran asociados a GFP, las
dos tltimas condiciones mencionadas, fueron adicionalmente co-transfectadas con
GFP. La capacidad migratoria fue determinada mediante ensayos de trans-migracién a
las 24 horas post transfeccién. La frans-migracion fue realizada por 2 h a 37° C con
humedad contro]:elda del 95% y un 5% de CO,; se utilizé como estimulo FBS al 10%. La
expresion de los plasmidos fue corroborada mediante Western blot, utilizando

anticuerpos contra GFP y FAK,
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.-Materiales

6.1.1.- Material biol6gico

Se utilizaron células A549 (American Type Cuilture Cell: CCL-185), derivadas de
adenocarcinoma de epitelio pulmonar humano, y MEF (fibroblastos emprionarios de
raton, por su acrénimo en inglés). Adicionalmente, se utilizaron f;s cepas de
Escherichia coli DH5a para la purificacion de DNA y BL21 para la purificacion de la

proteina de fusion GST-R5BD, contenida en el plasmido pGEX-6P4.

6.1.2.- Reactivos

6.1.2.1.- Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpos primarios IgG monoclonales: Rab5 (D-11) (Santa Cruz®,
sc-46692) y FAK (H-1) (Santa Cruz®, sc-1688) producidos en ratén; y policlonales:
FAK fosforilada en tirosina 397 (Cell Signalir}g Technology®, #3283), Actina (20-33)
(Sigma-Aldrich®, A5060) y GFP (Santa Cruz®, sc-8334), producidos en conejo.
Adicionalmente, se utilizaron los anticuerpos secundarios, IgG policlonales (H+L)
acoplados a HRP contra ratén (KPL®, 074-1808) y conejo (KPL®, 074-1516)

producidos en cabra.

6.1.2.2.- Vecfores de expresién de plamidios

Se utilizaron los plasmidos pEGFP-C1-RabS/wt y pEGFP-C1-Rab5/S34N para estudiar
los efectos de la sobre-expresion de Rab5; comio control se utilizé el plasmido vacio

PEGFP-C1 (Mendoza y col., 2013). Para evaluar la participacion de 'la fosforilacién de
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la protefna FAK en la activacion de Rab5, se utilizaron los siguientes plasmidos:
PEGFP-C1-FAK/wt, pEGFP-C1-FAK/K454R y pEGFP-C1-FAK/Y180AM183A, para los
que se us6 pEGFP-C1 como control (Lim y col, 2010; Chen y col., 2012).
Adicionalmente, se transformaron bacterias con el plasmido pGEX-6P14-GST-R5BD
para la purificacion de proteina de fusion utilizada en los ensayos de pull-down (Torres

y col., 2008)

6.1.2.3.- Reactivos comerciales

Los medios utilizados para la mantencién y propagacién de células A549 y MEF fueron:
DMEM high glucose (HG, por sus siglas en inglés‘) (4,5 g/L glucosa, L—glutamina y
piruvato de sodio), tripsina al 0,25% EDTA 2,21 mM, suero fetal bovino, tampén fosfato
salino y antibidticos penicilina (10 U/mL) y estreptomicina (10 ug/mL) {Corning®©).
Adicionalmente, se utilizé lipofectamina ‘Lipofectamine 2000 (lnvitrogén@) para la
transfeccion y fibronectina (Sigma-Aldrich®). E! inhibidor farmacolagico PF-562,271 se

obtuvo de Pfizer inc. y fue reconstituido en DMSO (Merck®).

Para la propagacion de culfivos bacterianos se utilizo triptona, extracto de levadura,

agar (Becton, Dickinson & Co.), ampicilina y kanamicina (US Biological).

En los experimentos bioquimicos se utilizé bisacrilamida (BioRad), Temed (Merck®),
persulfato de amonio (APS) (Sigma-Aldrich®), estandar de peso molecular de
proteinas (BioRad), membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm (GE Healthcare), reactivos
de quimioluminiscencia EZ-ECL (Biological Industries LTD) y sefarosa-glutation (GE

Healthcare).

Para las siguientes soluciones se utilizaron 4cidos, bases, sales, alcoholes y

detergentes de calidad analitica:
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Tampén de carga de proteinas 5X: Tris Base 156 mM; glicerol 25% (viv); SDS
7.5% (plv); B-mercaptoetano! 14,4 mM y azul de bromofenol pH 6,8 0,1%(pfv).
Tampén de electroforesis: Tris Base 25 mM; glicina 232 mM pH 8,3y SDS 0,1%
(p/v).

Tampén de gel de resolucién: Tris Base pH 6,8 125 mM; SDS 0,1% (p/iv); APS
0,06% (viv) y Temed 0,3% (v/v).

Tampén de gel concentrador: Tris Base pH 8,8 375 mM; SDS 0,1% (p/v); APS
0,045% (p/v) y Temed 0,15% (viv).

Tampodn de lavado: HEPES pH 7,4 256mM; NaCl 100mM; MgCl, 5 mM; NP-40
0,01%,; glicerol 10%; DTT 1mM; Na;VO; 1 mM; PMSF 1 mM, be‘nzamidina 10
ug/mL, antipaina 2 ug/mL y leupeptina 1 ug/mL. 2

Tampén de lisis (pull-down). HEPES pH 7,4 25 mM; NaCl 100 'mM; MgCl; 5
mM; NP-40 1%; glicerol 10%; DTT 1 mM; Na,VO, 1 mM; PMSF 1 mM,
benzamidina 10 ug/mL, antipaina 2 ug/mL y leupeptina 1 ug/mL. :

Tampdn de lisis (purificacién proteinas): HEPES pH 7,4 20 mM; NaCl 120 mM;
glicerol 10%; EDTA 2 mM; PMSF 1 mM, benzamidina 10 ug!ml:, antipaina 2
ug/mL y leupeptina 1 ug/mL.

Tampén de transferencia: Tris Base 25 mM; glicina 200 mM; SDS 0,1% (piv) y
metanol 20% (v/v).

Tampon fosfato salino 1X: NaCl 1,37 M; KCI 27 mM; NazHPO, 100 mM vy
KHzPO, 18 mM.

Tampoén tris salino-Tween (TBST): Tris Base pH 7,4 200 mM; 132 mM NaCl y

Tween 20 al 0,1%.
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6.2.- Métodos

6.2.1.- Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares A549 y MEF fueron cultivadas utilizando el mismo protocolo: se
descongeld un vial de células en bafio termorregulado a 37° C y la suspension de
celulas fue lavada en 3 mL de DMEM HG 10% FBS. Se centrifugé a 1500 rpm durante
5 min y se elimind el sobrenadante. El pellet fue resuspendido con 1 mL éle DMEM HG
10% FBS y sembrado en una placa 60 mm con 3 mL del misrélo medio de
resuspension. Las células A549 fueron mantenidas a 37° C con humedad controlada
del 95% y un 5% de CO;; y fueron sub—cil!tivadas cada 3 - 4 dias (evitando que
alcanzaran una confluencia mayor al 90%) realizando el siguiente proc;édimiento: se
desecho el medio de cultivo y las células fueron lavadas con PBS 1X. A continuacion
se les agregd 500-200 pL de tripsina-EDTA (dependiendo del tamario de la placa) y se
incubaron por 1 min a 37° C; se centrifugd Ia.suspensién de células a 1500 rpm
durante 5 min y se desechd el sobrenadante. Luego, el pellet fue resus_pendido en 1

mL DMEM HG 10% FBS mediante pipeteo.

Antes de sembrar las células MEF, las placas fueron pre-tratadas-con PBS 1X / 0,01%

gelatina durante 1 h a 37° C y fueron lavadas con PBS 1X.
6.2.2.- Biologia molecular

6.2.2.1.- Generacion de bacterias guimio-competentes

Se incub6 una asada de bacterias de E. coli DH5a en un tubo cilindrico de 50 mL con
20 mL de medio LB estéril a 37° C en agitacion por 5 - 6 h. Luego, se centrifugd a 5000
rpm durante 5 min y se eliminé el sobrenadante. EI peflet fue resuspendido 10 mL de

CaCl; 50 mM estéril y se centrifugé por 5 min a 5000 rpm, desechando el
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sobrenadante. Nuevamente, se resuspendi6 e‘l pellet en 10 mL de CaCl, 50mM estéril y
se incubd por 30 min a 4° C. Estas baclerias, denominadas competentes, fueron
centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min y se elimind el sobrenadante. Finalmente, el
pellet se resuspendié en 1 mL de CaCl, 50 mM estéril frio. Alicuotas de 500 uL fueron

mantenidas a 4° C para su posterior utilizacion.

6.2.2.2.- Transformacién de bacterias quimio-competentes

Se incubo 500 pl de bacterias DH5a quimio-competentes con 200 - 1000 ng de DNA
plasmidial por 30 min a 4° C. Luego, se incub6 a 42° C durante 45 s y sé agregd 2 mL
de medio LB estéril y se incubd por 80 min a 37° C con agitacién. A continuacion, se
sembr6 500 pL del cultivo bacteriano en una placa con medio Lé estéril agar
suplementado con antibiético (ampicilina o kanamicina segtin corresponda) y se incub6

durante toda la noche a 37° C.

6.2.2.3.- Purificacién de DNA plasmidial

Se pico una colonia de bacterias DH5« transformadas y se inoculd en un tubo cilindrico
de 15 mL con 6 mL de medio LB estéril guplementado con antibidlico, el que se
mantuvo en agitacion por 5 - 6 h a 37° C. En un matraz Erlenmeyer con 200 mL de
medio LB estéril suplementado con antibidtico se inoculé 20 mL del pre-inéculo y se
dejé toda la noche en agitacion a 37° C. El culfivo bacteriano fue transferido a tubos
cilindricos de 50 mL, los que fueron centrifugados a 4000 g por 10 ‘min. Para la
purificacion de DNA plasmidial se utilizé el kit "HiPure Plasmid FilEer Midiprep"

(Invitrogen ™).
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6.2.3.4.- Purificacién de proteina de fusion GST-R5BD

Se picod una colonia de bacterias BL21 transformadas con el plasmido pGEX GST-
REBD y se inoculd en un tubo cilindrico de. 15 mL con 6 mL de meg;lio LB estéril
suplementado con ampigilina 50 pg/mL (LB ampicilina), el que se mantuvé en agitacién
por § - 6 h a 37 °C. En un matraz Erlenmeyer con 200 mL de medio LB ampicilina se
inoculé 200 pL del pre-indoulo y se dej6 toda la noche en agitacién a 37° C. Se agregé
200 mL medio LB ampicilina con IPTG 0,3 mM y se incubé en agitacién a 37° C por 2,5
h. Luego, el cultivo bacteriano fue transferido a tubos cilindricos de 50 mL, los que
fueron centrifugados a 4000 rpm por 10 min. Se eliminé el sobrenadante y se
resuspendieron la bacterias en 4 mL tampén lisis (purificacién proteinas). Luego, se
sonico dos veces durante 15 s a 25 Watts, con un descanso de 1 min en hielo. Se
agregé NP-40 0,5% con tal que el volumen final fuera de 6 mL y se incubd durante 1 h
a 4° C en rotacién. A continuacién, se centrifugé a 11000 rPm durante 40 mina 4°Cy
se recuperéd el sobrenadantie en un tubo cilindrico de 15 mL, Se agregé 600 uL de
sefarosa-giutation y se incubd por 1 h a 4° C en agitacion. Luego, se realizaron cinco
lavados los que consistian se centrifugar por 1 min a 1200 rpm,- desechar el
sobrenadante y resuspender la resina en 800 pL de tampén lisis {purificacion
proteinas) NP-40 0,5%. Siguiendo las condiciones antes descritas se realizaron ires
lavados con 80O pL de tampoén lisis (purificacion protefnas) sin NP-40. ?inalmente, la
resina se resuspendi6 en un volumen de glicerol y se generaron alicuotas de 50 uL, las
que fueron enfriadas rapidamenie en una solucién de metanol con hielo seco y

almacenadas a -80° C hasta su utilizacién.
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6.2.2.5.- Transfeccion de células A549

Se utilizaron cultivos celulares con un 60-80% de confluencia y que fueron sembrados
el dia anterior. Se agreg6 1,5 - 4 pg de DNA a tubos de 1,5 mL con 250 pL de DMEM
HG; vy, en ofro tubo, 2,5 pL de lipofectamina por cada pg de DNA utilizado. A
continuacion, ambas soluciones fueron mezcladas y se defaron incubar por 20 min-a
temperafura ambiente. Se vertié el complejo DNA-lipofectamina en cada placa con
medio de cuitivo por DMEM HG, las que se incubaron por 4 h a 37° C con 5% CO, y
humedad controlada del 95%; al cabo de ese tiempo, se cambié el medio por DMEM
HG 10% FBS. Mediante inspeccién visual en microscopio de epiﬂudrescencia, se
verificd la expresién de GFP en un porcentaje de células consistente con la eficiencia

del método utilizado (30-40%).

6.2,3.- Bioguimica

6.2.3.1.- Extraccién proteinas citoplasmaticas

Se dispuso las placas de cultivo sobre hielo, se desecho el medio de cultivo y se lavo el
medio residual con PBS 1X frio. Se eliminé todo el excedente de PBS vy se agrego
tampoén de lisis (pull-down) 100-700 uL, removiendo las células adheridas con una
espatula. La solucién de células fue transferida a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
y se incubé en hielo por maximo 5 min. Luego, se centrifugé a 13000 rpm durante 5

min a 4° C y se recuper6 el sobrenadante.

6.2.3.2.- Cuantificacion de proteinas con BCA

La concentracién de proteinas en pg/mL fue determinada mediante el método del 4cido
bicinconinico (BCA). Se prepararon muestras con 1,25 uL de exiractos de proteina

citoplasmatica frescos, 11,25 pb de agua destilada, 100 pL de solucién BCA 'A'y 2 L.
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de solucién BCA 'B', y se incubaron a 37° C por 30 min. A confinuacién, las muestras
se dejaron en hielo y se procedié a cuantificar en espectofotémetro BioPhotometer Plus

(Eppendorf) a una absorbancia de 562 nm.

6.2.3.3.- Pull-down de Rab5-GTP

Placas de cultivo de 100 mm con un 90% de confluencia fueron dispuestas sobre hielo.
Se desecho6 el medio de cultivo y se lavo con PBS 1X frio. Se eliminé todo el excedente
de PBS y se agregt 450-700 pL de tampén de lisis (pull-down) y se removié las células
adheridas con una espatula. La suspensidn de células fue transferida a un tubo de 1,5
mL; inmediatamente se centrifugd durante 45 s a 10000 rpm a 4° C y se recuperd el
sobrenadante. Se incubé 400-600 pL de exiracto de proteinas con 30 p_Q de protelna
de fusién GST-R5BD durante 15 min a 4° C en agitador rotatorio, Luego, se centrifug6
durante 45 s a 3000 rpm a 4° C y se elimind el sobrenadante. A continuacién, se
realizé dos lavados, para los que se realiz6 el siguiente procedimiento: se resuspendio
el peflet en 500 pL de tampén de lavado, se procedio a centrifugar a 3000 rpm durante
45 s a 4° C y se.desech¢ el sobrenadante, Finalmente, se agregé 10 UL de tampén de

carga.

El extracto de proteinas restante (que no fue incubado con [a proteina de fusién) fue
utilizado como control de carga. Para cada condicién se utilizé 10 HL del extracto de
proteinas, 6 pL agua destilada y 4 ul de tampén de carga; realizandose en triplicado

para cada condicion.

6.2.3.4.- Western Blot

Se prepararon geles de resolucién de bisacrilamida de 8 - 12% dependiendo del

tamario de las proteinas analizadas y gel concentrador al 4% de bisacrilamida.
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Los geles fueron sumergidos en tampén de electroforesis y se cargé 30 - 100 pg de
protelna en cada pocillo. Luego, se efectu6 la electroforesis manteniendo un voltaje de
50 - 100 V. A continuacién, se transfirieron las proteinas desde los geles de
bisacrilamida hacia membranas de nitrocelulosa aplicando una voltaje co;lstante de 30
V durante toda la noche; para ello, cada sandwich fue sumergido en tampén de

transferencia.

Cada membrana se bloqued con TBST 5% gelatina por 1 - 4 h y se incubo con
anticuerpo primario durante toda la noche a 4° C en agitacion; utilizando las diluciones
recomendadas por el fabricante. Luego, se realizaron tres lavados de 5 min con TBST
y se incubd con anticuerpo secundario por 1 h en agitacién. Las membranas fueron
reveladas utilizando los reactivos de quimio-luminiscencia ECL, en un
fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare). Se realizé una
cuantificacién densitomeétrica de las imagenes digitales entregadas por el equipo con el

programa de distribucién abierta del sofiware ImageJ, FlJI.

6.2.4.- Tratamiento con inhibidor de p-Y397-FAK

El inhibidor PF-562,271 fue reconstiiuido en DMSO generandose stocks con una
concentracion de 1 mM. Acorde a las recomendaciones del fabricante,: las alicuctas
fueron mantenidas a -20° C en oscuridad y no fueron reutilizadas después de su
descongelamiento. Para la realizacion de los tratamientos, se incubaron las células con

concentraciones variables (0,1 — 5 uM) del inhibidor a 37° C, 5% 00; y humedad

controlada del 95% durante 2 h. Como control se utilizé 2 pL de DMSO.
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6.2.5.- Ensayos de migracién

6.2.5.1.- Ensayo de migracién por multiherida

Se utilizaron placas de 100 mm con células en monocapa (100% de confluencia)
sembradas el dia anterior. Con la ayuda de una peineta metdlica se rayaron las placas
varias veces, con la fuerza suficiente para desprender las células adheridas. A
continuacién, se procedié a lavar las placas con PBS 1X procurande desechar las
células desprendidas. A cada placa se le agrego 10 mL de DMEM HG 2% FBS y se

incubaron por 1 h a 37° C, 5% CO,y humedad controlada al 95%.

8.2.5.2.- Ensayo de migracién por expansién celular

6.2.5.2.1.- Recubrimiento de placas con fibronectina

Se incubd placas de 100 mm con 4 mL de PBS 1X 2 ug/mL de fibronectina (FN)
durante toda ia noche a 4° C. Antes de su utilizacion, las placas fueron lavadas con 5

4

mL de PBS 1X y se agregd 10 mL DMEM HG 10% FBS.
6.2.5.2.2.- Expansion

Se utilizaron placas de 100 mm con una confluencia celular de 70% a 90%, sembradas
el dia anterior. Para cada tratamiento, se consideré dos condiciones: (1) expansion y
(2) no-expansion. Répidamente las células fueron tripsinizadas y sembradas en placas
recubiertas con FN. Se dej6 que las células se adhirieran y expandieran:durante 2 h a

37° C, 5% CO; y humedad controlada del 95%.

6.2.6.3.- Ensayo de migracion por trans-migracion

6.2.5.3.1.- Recubrimiento de soportes con fibronectina
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Se usaron soportes permeables para Transwell® (Corning®; 6,5 mm de didmetro, 8 Hm
tamafio de poro) en una placa de 24 pacillos. Cada inserto fue orientad07 boca- abajo y
se le agregé 100 pL de PBS 1X /2 pg/mL FN. Se incub6 la placa a 4° C por12-15h.

Antes de su utilizacién, los soportes fueron lavados dos veces con 550 piL de PBS 1X.
6.2.5.3.2.- Trans-migracion

Se agreg6 550 pL de DMEM HG 10% FBS a cada pocillo. En cada soporte se sembré
3-10* - 5-10° de células resuspendidas en DMEM HG y se permitié que éstas trans-
migraran por la membrana recubierta con FN .durante 2 ha37°C, 5% CO; y humedad
controlada del 95%. Luego, los soportes fueron incubados por 30 min con 550 uL de
solucién salina con 0,1% cristal violeta en 2% metanol. Posteriormente, cada soporte
fue lavado con 2 L de agua y se procedi6 al conteo de células tefiidas. :Utiiizando un
microscopio invertido, se contabilizaron 10 campos por soporte, utilizando un

microscopio invertido en el aumento 40X,

6.2.6.- Analisis estadistico

Se realizé la Prueba Q de Dixon para identificar datos inconsistentes o que se escapan
de la tendencia (outliers). Adicionalmente, se analizaron los datos de al menos tres
experimentos independientes utilizando la Prueba t de Student (no-pareada) en el
programa GraphPad Prism 5 (San Diego, CA). Para establecer si una variacién es

significativa se considers un valor p < 0,05.
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7.- RESULTADOS

7.1.- La fosforilacién de FAK en Tyr397 modula Ia activacién de Rab5 en células

A549,

Para establecer si el inhibidor PF-271 efectivamente disiinuye la fosforilacion
activadora de FAK se comparé los niveles de p-Y397-FAK normalizados contra la
proteina FAK total, de células A549 tratadas c'on DMSO o concentraciones variables de
PF-271. El andlisis mediante Western blof de cuatro expsrimentos independientes
arrojé que el tratamiento durante 2 h con el inhibidor a concentraciones finales 1 My5
uM disminuy6 significativamente (p = 0,0466 y p = 0,0452) la fosforilacic_&n de FAK en
Tyr397 en un 61,5% y 66,8%, respectivamente, en relacién al tratamiento con DMSO
(Fig. 3A). De los valores obtenidos se puede concluir que el tratamiento por 2 h con
PF-271 efectivamente inhibe la fosforilacion de FAK en Tyr397. Es interesante destacar
que la curva de inhibicion obtenida (Fig. 3A) coincide con valores rep;)ﬁados en la
literatura (Weis y col., 2008). Debido a esto, se decidié ocupar la concentracion de PF-
271 1 pM para realizar los experimentos posteriores. Como muestra la Fig 3B, no se
observaron cambios morfol6gicos en las células A549 tratadas con F_’F-271 1 uM

durante 2 h, en comparacién al tratamiento con DMSO.
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Figura 3. El inhibidor PF-271 disminuye la fosforilacion de FAK en Tyr397. (A) Células A549 fueron
tratadas con DMSO o concentraciones variables (0,1 — 5,0 uM) de PF-271 durante 2 h. Se analiz6
mediante Western blot los niveles de fosforilacion de FAK en Tyr397. Resultados expresados como
promedio + SEM (n = 4). *P < 0,05 (t test no pareado). (B) Imagenes representativas de células A549

tratadas durante 2 h con DMSO (panel superior) o PF-271 1 uM (panel inferior).

A continuacién, se determiné la abundancia de Rab5-GTP en células A549 que fueron
incubadas por 2 h con PF-271 1 uM y se comparé contra una condicion control
(DMSO). El promedio de cuatro experimentos independientes mostré una disminucién
significativa (p = 0,0069) de un 30% en la fraccién activa de Rab5 en las células
tratadas con el inhibidor (Fig. 4B). Adicionalmente, y en concordancia a lo expuesto
anteriormente, se observé una reduccién significativa (p = 0.0021) del 69% en la
fosforilacion de FAK en Tyr397 en las células que fueron incubadas con PF-271 1 uM

(Fig. 2A). No se observaron diferencias significativas en la abundancia de FAK (1,00 +
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0,22; 1,31 + 0,26) y Rab5 total (1,00 + 0,26; 1,07 + 0,45) (ambos normalizados
respecto a actina) entre la condicién control y el tratamiento con el inhibidor de FAK.
De los resultados obtenidos se puede concluir que la inhibicion de la fosforilacion de
FAK en Tyr397 causa una disminucién de la fraccion activa de Rab5, la que no se debe

a variaciones en la abundancia de Rab5 ni de FAK.
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Figura 4. La inhibicién de la fosforilacién de FAK en Try397 disminuye la activacion de Rab5.
Western blots de (A) FAK fosforilado en Tyr397 y (B) Rab5-GTP de células A549 tratadas con DMSO o
PF-271 1 pM durante 2 h. Resultados expresados como promedio + SEM (n = 4). **P < 0,01 (t test no

pareado).

Para complementar los resultados anteriores, en células A549 se realizo ensayos de
sobre-expresion de mutantes de pérdida y ganancia de funcién de FAK y se determind

los niveles de Rab5 activo. En la Fig. 3A se observa que en las cuatro condiciones
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experimentales las proteinas de fusién fueron eficientemente expresadas y presentaron
la migracién electroforética esperada, correspondientes a 150 kDa bara los fres

mutantes de [a p§oteina FAK acopladas a GFP, y 37 kDa para GFP.

El analisis de cinco experimentos independientes mostré que en las condiciones
experimentales GFP-FAK/wt, GFP-FAK/KD y GFP-FAK/CA, ex'ister_l diferencias
significativas enfre los niveles de fosforilacion de la proteina F_AK exbgena
concordantes a lo reportado en la literatura (Lim y col,, 2010; Cheny col.,:2012). A este
respecto, se enconirdé que la fosforilacion en Tyr397 de la mutante inactiva de FAK
(GFP-FAK/KD) es un 70% menor que la condicién GFP-FAK/wt (p= 0,0(‘5)77). Por otro
lado, la mutante constitutivamente activa (GFP-FAK/CA) presenta una fc;sforilacién en
Tyr397 7,7 veces mayor (p = 0,0013) que la condicién GFP-FAK/wt (Flg 5A). Cabe
mencionar que no se observaron variaciones significativas en la fosforilacién en Tyr397
de la proteina FAK enddgena que pudieran deberse a la transfeccion, obt;niéndose los
siguientes valores: 1,00 = 0,11; 0,88 = 0,12; 0,83 = 0,07; 0,87 = 0,16. De éstos datos se
puede concluir que las construcciones transfectadas fueron expresados correctamente

y presentan los niveles de fosforilacion de FAK en Tyr397 correspondientes.

De esta forma, se analizd la activacién de Rab5 en las cuatro condiciones antes
mencionas. Como se muestra en la Fig. 5B, se observ6 un aumento significativo (p =
0,0499) de Rab5-GTP de un 37% cuando las células fueron transfectadas con GFP-
FAK/wt, respecto a la condicién control (plasmido vacio); mientras que, y como era de
esperar, la expresion de FAK/KD no modificé los niveles de Rab5 aclivo (Fig. 5B). A
partir de estos datos, se puede concluir que la sobre-expresién de FAK/wt aumenta la

activacion de Rab5.
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Figura 5. La sobre-expresion de FAK/wt aumenta la activacion de Rab$. Células A549 fueron
transfectadas con distintos constructos de GFP-FAK y se detemind mediante Western blots (A) la
fosforilacion de FAK en Tyr397 y (B) la activacion de Rab5. Resultados expresados como promedio + SEM

(n=5).*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,0001 (t test no pareado).

7.2.- La fosforilaciéon de FAK en Tyr397 no modifica la activacién de Rab5 en

células MEF.

Alternativamente, se quiso evaluar el efecto de variaciones del nivel de fosforilacion de
FAK sobre la activacién de Rab5 en un modelo celular no tumoral, por lo que se utilizé
células MEF. Como muestra la Fig. 6A, y segun lo indicado en estudios previos (Tomar
y col., 2009), no se detecté proteina FAK endégena (125 kDa) en los homogeneizados

de células MEF FAK”, FAK'/GFP-FAK/wt y FAK’/GFP-FAK/KD; sin embargo, se

32




observé expresién de la proteina FAK exégena (150 kDa) en estas dgs altimas. Al
comparar los niveles de fosforilacion de FAK en Tyr397 se observé qu;e la sublinea
FAK"/GFP-FAK/KD presenta una fosforilacion 16,6 veces menor (p = 030011; N = 4)
que I.a condicion FAK"*. De los valores obtenidos, se puede concluir que las sublineas
celulares estudiadas efectivamente presentén diferentes niveles de fosforilacion de
FAK en Try397, los que son acordes a los reportado en la literatura (;I' omar y col.,

2009).

Una vez estandarizadas estas lineas celulares, se procedi a determinar los niveles de
Rab5-GTP. El andlisis mediante Western blot de los pull-down realizados a las cuatro
condiciones experimentales estudiadas, no mosiré diferencias significativas entre la
activacion de Rab5 de las cuatro sublineas estudiadas. Por lo gue se pt{ede concluir,
que en la linea celular no tumoral MEF, variaciones en la fosforilacion de FAK en

Tyr397 no redundan en cambios de la activacion de Rab5.

T
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Figura 6. La fosforilacién de FAK en Tyr397 no modifica la activacion de Rab5 en células MEF.
Western blots de (A) fosforilacion de FAK en Tyr397 y (B) Rab5-GTP en sublineas celulares MEF,

Resultados expresados como promedio + SEM (n = 4). *P < 0,05 (t test no pareado).

7.3.- La inhibicion de FAK disminuye la activacion de Rab5 en estado

estacionario.

Con el fin de ampliar los resultados obtenidos para la linea celular A549 (seccién 7.1),
se quiso inducir la fosforilacion de FAK en Tyr397 a través de un estimulo migratorio,
para luego determinar los niveles de Rab5-GTP. Para ello, células A549 fueron

sometidas a ensayos de multiherida en presencia de DMSO o PF-271 1 uM.
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El analisis de cuatro experimentos independientes evidencio que el tratamiento con el
inhibidor disminuye significativamente (p = 0,0129 y p = 0,0070) la fosforilacién de FAK
en Tyr397, tanto en las células que se mantuvieron en estado estacionario (EE) como
las que fueron sometidas al ensayo de multinerida (MH), respecto a su control
(tratamiento con DMSO) correspondiente. La fosforilacion de FAK de las células en EE
fue inhibida en un 35%, mientras que para las células sometidas a MH se observé una
inhibicién del 38% (Fig. 7A). Es interesante mencionar que los porcentajes de inhibicién
obtenidos tanto en EE como MH son menores a los observados anteriormente (Fig. 3A
y 5A). Curiosamente, al comparar las condiciones EE-DMSO y MH-DMSO, no se
observé un aumento de la fosforilacion de FAK debido a la multiherida { 1.,600 + 0,0805;
1,063 = 0,0837) (Fig. 7A). A partir de estos datos, se pueden concluir quef (1) PF-271 1
pM es capaz de inhibir p-Y397-FAK en células sometidas a un ensayo deﬁmultiherida, y
que (2) el estimulo migratorio inducide por multiherida no logrd promove‘ll un aumento

de la fosforilacién de FAK en Tyr397.

Por otro lado, se observé que la activacién de Rab5 de células en EE disminuyé en un
35% debido al fratamiento con PF-271 1 pM, y que esta inhibicién es significativa (p =
0,0104) (Fig. 7B). Este porcentaje de variacién de la fraccién activa de Rng es similar
a la obtenida en experimentos anteriores (Fig. 4B y 5B). Si bien es pos;ible observar
una disminucién de Rab5-GTP de células en MH tratadas con el inhibidqr, esta no fue
significativa respecto a las células en MH tratadas con DMSO, pero si a:l compararlas
con las células en EE tratadas con DMSO (p = 0,0047) (Fig. 7B). Los dafos mostrados,
permiten concluir que la inhibicién de la fosforilacion de FAK en Tyr397 promueve la

disminuciéon de Rab5-GTP en células A549 que se encuentran en estado estacionario.
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Figura 7. La inhibicién de FAK disminuye la activacién de Rab5 en estado estacionario. Células A549
fueron mantenidas en estado estacionario (EE) o sometidas a un ensayo de multiherida (MH) durante 2 h
en presencia de DMSO o PF-271 1 pM. Se analizé mediante Western Blot (A) la fosforilacion de FAK en
Tyr397 y (B) la abundancia relativa de Rab5-GTP. Resultados expresados como promedio £ SEM (n = 4).

*P < 0,05; **P < 0,01 (t test no pareado).

De forma complementaria se quiso estudiar los niveles de Rab5-GTP en células A549
sometidas a un ensayo de migracién por expansion celular en presencia de DMSO o

PF-271 1 uM.

El analisis de cuatro experimentos independientes indicé que en las células tratadas
con DMSO, la expansién celular induce un aumento de cuatro veces en la fosforilacién

de FAK en Tyr397 (p = 0,0472). Ademas, se observé una disminucion significativa (p =
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0,0256) del 62% en la fosforilacion activadora de FAK cuando las células sometidas a
ensayos de expansion fueron tratadas con PF-271 1 pM, en comparacién a las células
tratadas con DMSO (Fig. 8A). Este nivel de inhibicién coincide con los porcentajes
mostrados en la Fig. 3A y 4A. Por el contrario, no se observaron cambios en Ia
fosforilacion de FAK debido al tratamiento con el inhibidor en las células mantenidas en
suspensién (1,000 + 0,649; 0,547 + 0,451) (Fig. 8A). De estos datos se p?uede concluir
que el ensayo de expansion celular promueve un aumento de Ia; fosforilacion

activadora de FAK, la que se ve inhibida al tratar las células con PF-271 1 uM.

Como muestra la Fig. 8B el analisis de los ensayos de pufl-down indicé que no existen
diferencias significativas en la fraccién activa de Rab5 enire las cuatrc; condiciones
experimentales estudiadas, sin embargo, es posible advertir algunas te_ndencias. En
este contexto, se observa que el ensayo de expansién celular aumento lélactivacién de
Rab5, independientemente de si las células fueron tratadas con DMSO o PF-271 1 HM.
Lo anterior sugiere que la inhibicién de FAK en Tyr397 no es suficiente para disminuir
la activacion de Rab5 promovida durante la expansion celular; lo que podria deberse a
que hay ofros factores involucrados en la promocion del aumento de Rab5-GTi3
durante este proceso. Adicionalmente, el tratamiento con el inhibidor no disminuyé la
activacion de Rab5 de células mantenidas en suspensién (respecto a la condicion
DMSO) (Fig. 7B). A pesar de que, a partir de los datos mostrados por la Fig. 8B no es
posible concluir que existan variaciones de Rab5-GTP debido al ensayo ,de expansion
celular, es interesante mencionar que estas tendencias contrastan con los resultados
obtenidos en el ensayo de multiherida y en los experimentos anteriores, Por tltimo,

cabe mencionar que no se observaron diferencias significativas en la abundancia de
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Rab5 (normalizadas respecto a actina) en las cuatro condiciones experimentales

(1,000 + 0,0413; 1,047 + 0,0489; 1,182 £ 0,146 y1,018 £ 0,0713).
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Figura 8. Ensayo de expansion celular. Células A549 fueron incubadas sobre una superficie cubierta con
FN (2ug/ul) (Exp) o mantenidas en suspension (Susp) sometidas a un ensayo de expansién durante 2 h
en presencia de DMSO o PF-271 1 uM. Se analizo mediante Western blot (A) la fosforilacion de FAK en
Tyr397 y (B) la activacién de Rab5. Resultados expresados como promedio + SEM (n = 4). *P < 0,05 (t test

no pareado).

7.4.- Ensayo de trans-migracion de células A549

Por Ultimo, se quiso correlacionar los resultados observados anteriormente con efectos
en la migracién de células A549. Para esto, se comparé la migraciéon celular, mediante

ensayos de trans-migracion de células A549 co-transfectadas con FAK/KD y Rab5/wt.
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En la Fig. 9A se observa que en las cuatro condiciones experimentales las proteinas de
fusion fueron expresadas y presentaron Ia migracion electroforética esperada: 150 kDa

para GFP-FAK/KD, 62 kDa para GFP-Rab5/wty 37 kDa para GFP.

El promedio de cuatro experimentos independientes mosiré que no h‘éy diferencias
significativas en la migracion de las células A549 co-transfectadas (Fig. 9B y 9C). Los
resultados obtenidos para las condiciones GFP-Rab5/wt y GFP-FAK/KD: discrepan de
lo que se ha reportado en la literatura (Tomar y col., 2009; Mendoza y col., 2013), pues
se espera que la sobre-expresi6n de Rab5/wt promoviera un aumento en la migracion
celular, mientras que la sobre-expresién de FAK/KD deberia disminuirla. Por este
motivo, los resultados obfenidos no permiten establecer una conclusion satisfactoria,
pues los controles Rab5/wt y FAK/KD no presentan los fenotipos migratorios

esperados.
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Figura 9. Ensayo de trans-migracion de células A549. Células A549 fueron co-transfectadas con GFP-
Rab5/wt y GFP-FAK/KD y se dejaron migrar durante 2 h en cdmara de Boyden. (A) Se analizé mediante
Western blot la expresién de los constructos transfectados y (B) se contabilizaron las células que trans-
migraron. (C) Imégenes representativas de células A549 contabilizadas en B, correspondientes a las

condiciones GFP, Rab5/wt / GFP, GFP / FAK/KD y FAK/KD / Rab5/wt. Resultados expresados como
promedio £ SEM (n = 4).
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8.- DISCUSION

8.1.- La fosforilacién de FAK en Tyr397 modula la activacion de Rab5 en células

A549,

Se determin6 que en células A549 el tratamiento por 2 h con PF-271 1 uM redujo la
fosforilacion de FAK en Tyr397 en un 9%, y que esta inhibicion promovit una
disminucién de RabS5-GTP en un 30%. El tratamiento con el inhibidor no produjo
cambios en la abundancia de FAK y Rab5 total, lo que se époya en que un tratamiento
de 2 h no es suficiente para generar cambios en la expresion de proteinas, los gue son
evidentes a partir de las 6 h. Esto sugiere que la disminucion en la fosforilacion
activadora de FAK reduce los niveles de Rab5-GTP, y que este fenémeno no se debe

a variaciones en la abundancia de ambas proteinas.

Es poco probable que el fratamiento con PF-271 pudiese estar inhibiendo direciamente
a Rab5, pues este compuesto presenta un alto grado de especificidad por FAK {ICs0 =
0,0015 uM). Mas alin, analisis comparativos han reportado que PF-271 es cuatro veces
mas potente en inhibir la fosforilacién de FAK que de PYK2, proteina tirosina quinasa
con funcién similar a FAK (PYK2 ICsp = 0,013 uM). Adicionalmente, PF~27'1 no afecta la
actividad de ofras profeinas quinasas como Aurora-A, CDK4 o EGFR {ICs > 100)

(Roberts y col., 2008).

PYK2 es una proteina tirosina quinasa rica en prolinas que comparte una organizacion
similar a FAK, y cuyo dominio catalitico tienen un 60% de homologia de secuencia con
FAK, ademas de presentar cuatro sitios de fosforilacion en tirosina analogos a los de
FAK (Lipinski y Loftus, 2010). PYK2 participa en diversas rutas de sefializacién que son

importantes en la migracién de macr6fagos y monocitos (Okigaki v col., 2003; Watson y
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col., 2001), mientras que en ratones que carecen de PYK2 el desarrolio de células B de
la zona marginal del bazo se ve afectado. (Guinamard y col., 2000). Sin embargo, a
diferencia de ratones knockout para FAK que presentan inviabilidad fetal y anomalfas
en el desarrollo (llic y col., 1995), ratones knockout para PYK2 son viables, fértiles y no
presentan aberraciones aparenies en su desarrollo (Okigaki y col., 2003); sugiriendo
que, a pesar de las similitudes estructurales y fincionales entre estas proteinas, PYK2
tiene una participacién menor en la regulacion de Ia migracion de células no inmunes

(Lipinski y Loftus, 2010).

Por otro lado, se observé que la sobre-expresidn de FAK/wt en células A549 induce un
aumento del 37% en los niveles de Rab5-GTP, mientras gue la sobre-expresion de
FAK/KD (mutante inactivo) no induce variaciones en la actividad de Rab5 con respecto
a la condicién control (GFP). Curiosamente, la sobre-expresion de la mutante
constitutivamente activo de FAK promovié un aumento aparente de la activacién de
Rab5, pero sin diferencias significativas. Esta diferencia probablemente se debe a que
se obtuvieron valores experimentales muy variables gue le quitan robustéz estadistica
a los efectos de FAK/CA sobre la activacion de Rab5. Estos resultados permiten
suponer que el aumento de los niveles de Rab5-GTP inducidos por la sobre-expresion
de FAK/wt se deben a un incremento en la disponibilidad total de FAK fosforilado en
Tyr397, pues erl aumento en la abundancia de FAK total debido a la sobre-expresion de
FAK/KD (que es incapaz de auto-fosforilarse) no genera cambios en la fraccion activa
de Rab5. A través de estas dos estrategias experimentales se demostrd que existe una

relacion entre la fosforilacién de FAK en Tyr3g7 y la activacion de Rab5 en células

A549. Como experimento adicional a las dos metodologias utilizadas, se podrfa
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estudiar los niveles de Rab5 activo al disminuir la abundancia de FAK mediante un

interferente de RNA.

Estudios previos de nuestro grupo indican que FAK y Rabb interactian en células
tumorales sometidas a un estimulo migratorio (Mendoza y col.,, 2013), lo ‘(‘:que sumando
a los resultados de esta tesis, sugiere que p-Y397-FAK podria estar interactuando con
Rab5 y, en consecuencia, promeviendo su activacién. Sin embargo, aun falta por
dilucidar si dicha interaccién es directa o indirecta. Lo mas probable es que FAK y
Rab5 interactien de forma indirecta, pues a la fecha, sblo se ha evidenciado un
mecanismo de fosforilacion de Rab5 durante la migracioén celular de células T, en el
que la proteina PKCe fosforila un residuo treonina de Rabs {Ong et a., 2014). Sin
embargo, en este trabajo se deferminé que la activacién de Rab5 no depende de dicha
fosforilacién. Por lo tanto, es de suponer que FAK module de forma indirecta la
actividad de Rab5 a través de su interaccion con proteinas intermediarias, como GEFs

y GAPs.

Las proteinas GEF catalizan la liberacién del nuclestide GDP, permitiendo que Rab5
capte el GTP presente en el medio v, por lo tanto, se active. Por el contrario, la union
de una profeina GAP a Rab5-GTP promueve su actividad GTP-hidrola;sa intrinseca,
inactivando la proteina (Barr y Lambright, 2014). En el contexto de la migracién celular,
varios son ios reguladores de Rab5 que se han identificado; entre los que se
encuentran RIN, ALS2/Alsin, RN-Tre, p85«, p120RasGAP y TSC2 (revisado en
Mendoza y col., 2014). En este contexto, la proteina GAP p85c. ha sido postulada

como un regulador relevante de la actividad de Rab5, pues participa como mediador en
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la generacién de respuestas migratorias inducidas por las proteinas pro-migratorias

Caveolinal y Caspasa8 (Diaz y col., 2014; Torres y col., 2008).

p85a corresponde a la subunidad reguladora de Ia protefna dimérica PI3K
(fosfatidilinositol 3 quinasa, por su siglas en inglés). En su exiremo amino terminal
presenta un dominio SH-3, seguido por una regién BH con actividad GAP y tres
dominios SH-2 en el extremo carboxilo terminal (Liu y col., 2014). Se ha oﬁbservado gue
pB5a es capaz de interactuar con p-Y397-FAK en las FA, la que es recor;oci_da por los
sitios SH-2 de p85c (Chen y col., 1996). Esto sugiere a p85a com’o un posible

mediador en la interaccion funcional entre FAK y Rabs.

Por otro lado, existen antecedentes en la literatura que evidencian gue FAK modula la
actividad de proteinas GTPasas a través de su interaccién con proteinas GEFs y
GAPs. Un ejemplo de esto es la regulacion ciclica de la GTPasa Rho en el frente de
avance de celulas que experimentan migracién direccional. La activacion de Rho
promueve la polimerizacidn de actina y la contraccién celular, a través de la activacion
de miosina li; factores claves en la polarizacién celular (Hall, 2005), Se ha observado
que en las primeras etapas de la expansion celular, FAK interactua con las proteinas
GAPs p190RhoGAP y p120RasGAP, promoviendo la inactivacién de RhoA Y, en
consecuencia, disminuyendo la contraccion celular (Tomar y col., 2009). Sin embargo,
en periodos tardios de la expansion celular, FAK interactia con Rgnef (GEF de RhoA),
promoviendo que la célula se contraiga, estabilizando el frente de avance (Lim y col.,
2008). Especificamente, [a interaccién entre FAK y p120RasGAP es dependiente de la
fosforilacién activadora de FAK, pues p120RasGAP presenta sitios SH-2 que
reconocen Tyr397 fosforilada (Hecker y col., 2004). Por lo tanto, es una posibilidad muy

intrigante que la formaci6n de este complejo podria estar secuestrando a p120RasGAP
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en las FAs, impidiendo que esta proteina ejerza su actividad GAP sobre Rab5 ¥, por lo
tanto, promoviendo indirectamente su activacién. En este contexto, serfa interesante

estudiar si p120RasGAP constituye un mediador entre FAK y Rab5.

8.2.- En células MEF, ia fosforilacién de FAK en Tyr397 no modifica la activacién

de Rab5.

En contraposicién a los resultados obtenidos en células A549, los experimentos en
células MEF mostraron que variaciones en la fosforilacion de FAK de las diferentes
sublineas celulares no correlacionaban con diferencias significativas en los niveles de

Rabb activo.

Esta discrepancia puede deberse a que las células analizadas corresponden a tipos
celulares distintos (donde las células A549 corresponden a una linea celular de cancer,
mieniras que las células MEF son fibroblastos primarios inmortalizados) o a que las
células MEF, a diferencia de las células A549, se encuentran esfablemente
transducidas yfo transfectadas, permitiendo Ia generacién de mecanismos
compensatorios. Esto se ha observado en células endoteliales humanas, en las que el
silenciamiento de FAK mediante RNA interferente induce un aumento en la expresion
de PYK2 a los 7 dias post tratamiento (Weis y col., 2008). Ademas, las células MEF
FAK" presentan una mayor expresién de PYK2 que células FAK™ Y una mayor
actividad de Src (Sieg y col., 1998), evidenciando que octirre una adaptacion de las
células debido a la carencia de FAK. En células endoteliales y leucocitos se ha
reportado que PYK2 se asocia con PI3K (Melikova y col., 2004), probablemente a
través de la interaccion del dominio SH-2 de p85 (Cain y col., 201 0). En este contexto
serla interesante estudiar si PYK2 podria estar compensando Ja funcién de FAK en el

contexto de la activacion de Rab5 de células MEF.
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8.3.- La inhibiciobn de FAK disminuye la activacién de Rab5 en estado

estacionario.

Como se observo en los experimentos anteriores, el tratamiento con PF-271 1 yM de
células A549 en estado estacionario promueve la inhibicién de la fosforilacién de FAK
en Tyr397 y, en consecuencia, la disminucion de la activacién de Rabs. Sin embargo,
las células sometidas al ensayo de multiherida no experimentaron un aumento de la
fosforilacion de FAK y, por consiguiente, no se observé un incremenio de Rab5-GTP.
Esto puede deberse a que el porcentaje de células que se encuentra expuesia al area
de la herida es de aproximadamente un 20% (Mendoza y col., 2013}, ;por lo que el
estimulo de multiherida podrfa haber sido insuficiente para provocar un aumento en la
activacion de FAK que sea detectable por Western biof. Estos resultados-diﬁeren de lo
observado en células de adenocarcinoma mamario, MDA-MB-231, en las que el
ensayo de multiherida promueve un aumento de la activacién de Rab5 (Mendoza y
col., 2013), lo que puede deberse a diferencias intrinsecas entre las lineas celulares.
En este contexto, serla muy interesante evaluar la fosforilacién de FAK en células
MDA-MB-231 tratadas con PF-271 y sometidas a una ensayo de multihe_;}da, cen el fin
de estudiar una posible asociacién con la activacién de Rab5. Por otro lado, en las
células sometidas al ensayo de multiherida el tratamiento con PF-271 redujo los niveles
de p-Y397-FAK, sin embargo, no se observé una disminucién significativa de Rab5-
GTP con respecto a las células tratadas con DMSO en multiherida, pero si con
aquellas que se encontraban en estado estacionario. Esto puede deberse a que los

datos obtenidos en esta condicion experimental fueron muy variables.
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Por su parte, el ensayo de expansién celular logré promover un aumento sustantivo (de
cuatro veces) de la fosforilacion de FAK en Tyr397, el que se vio inhibido por el
tratamiento con PF-271 1 uM. Esta induccién se deberia a que en este caso, todas las
células se encuentran en contacto con la ECM de forma sincronizada, generando una
sefial detectable por Western blot. Adicionalmente, comeo se utilizé fibronectina como
matriz de adhesion se promovié la activacién de integrina B1 y, en consecuencia, la
fosforilacion activadora de FAK (Mitra y Schlaepfer, 2006; Michael y col., 2009). En
consecuencia, se observé un aumento en la activacién de Rab5 debido al ensayo de
expansion, sin embargo, los niveles de Rab5-GTP se mantuvieron elevados, alin en
presencia del inhibidor PF-271. Esto sugiere que hay otros mecanismos involucrados
en [a activacién de Rab5 que se ven favorecidos por la expansion celular, como por

ejemplo, a través de caspasa-8 (Torres y col., 201 0).

En conjunto, los resultados expuestos en este trabajo indican que la fosforilacién
activadora de FAK es necesaria para la activacion de Rab5 en células A549, pues (1)
la inhibicién de p-Y397-FAK al utilizar un inhibidor farmacol6gico disminuye la fraccién
activa de Rab5, y (2) la sobre-expresién de FAK/wt promueve un aumgnto de Rab5-
GTP. La Fig. 10 resume el modelo propuesto. Sin embargo, los resuitaéos obtenidos
en el ensayo de expansion celular indican que la fosforilacién de FAK en Fyr397 no
seria suficiente por sf sola, pues existirian otros factores involucrados en el aumento de

Rab5-GTP y que serian inducidos por la expansion celular,

47




8.4.- Ensayo de trans-migracion de células A549

La migracién de las células A549 co-transfectadas con FAK/KD y Rab5/wt no varié con
respecto a los controles respectivos. Mas aun, entre las cuatro condiciones estudiadas
no se observaron diferencias en la migracion. En contraste a lo reportado en la
literatura (Tomar y col., 2009; Mendoza y col.,, 2013), las células que expresaron
FAK/KD o Rab5/wt no presentaron variaciones en la migracién con respecto a la
condicién GFP. Probablemente, los resultados obtenidos se deben a que la proteina de
fusion no se expresd lo suficiente como para compensar el efecto de sus
correspondientes proteinas enddégenas (véase Fig. 8B) o la co-expresion de estas
construcciones en conjunto con GFP hayan producido efecto secundarios, como

pérdida en la viabilidad celular.
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Figura 10. Modelo Propuesto. La fosforilacion de FAK en tirosina 397 favorece —directamente o a través

de algun efector— la disociacién de GDP unido a Rab5 y su intercambio por GTP, es decir, promueve un

aumento en la activacion de Rab5. Fuente: Elaboracion propia.
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9.- CONCLUSIONES

9.1.- El fratamiento con PF-271 a una concentracién 1 UM disminuye en un 60% la
fosforilacién de FAK en el resido tirosina 397 en células de adenocarcinoma de pulmén

humano (A549).

9.2.- La inhibicién farmacol6gica de la fosforilacién de FAK en el residuo tirosina 397
promueve una disminucién relativa en la conformacion activa de Rab5 en células A549

en estado estacionario.

9.3.- La sobre-expresion de FAK induce un aumento relativo de fa abundancia de

Rab5-GTP en células A549.

9.4.- En su conjunio, estos resultados sugieren que la fosforilacion acfivadora de FAK

regula la activacion de Rab5.
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