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. . RESUMEN
Las pequefias GTPasas de la familia Rho estan involucradas en una serie de procesos
celulares tales como la reorganizacién del citoesqueito de actina, la adhesién célula-
célula, la migracién celular y la defensa contra patogenos, a través de la fagocitosis y 1a

aptividad NADPH oxidasa

-

En este trabajo hemos utilizado una linea tumoral de origen mamario (MCF-7), para
investigar el efecto de la actividad de Raci sobre propiedades que modulan la
rnotilidad celular. Observamos, que la disminucién de la actividad de Rac, mediante la

4

sbbre-expresién de una version dominante negativa de Rac1 (RacN17), es capaz de
disminuir la expresién de Caderina E, y aumentar la expresion de snail, represor
transcripcional del promotor de Caderina E.

Por ofra parte; utilizando la versién dominante negativa y la permanentemente activa
(Racv12) de Racl, establecimos que su actividad estd asociada con 1a produccién

de ROS intracelulares, los cuales modulan la migracion celular proceso que, involucra

un aumento en la expresion de Uroquinasa dependiente de la activacion de NF«B.

Adicionalmente, nuestros resultados evidencian una posible participacion de la NADPH
oxidasa como fuente geheradora de los ROS en respuesta a la actividad de Ract. Esto
sugiere que Rac1 juega un rol en la migracién celular, no solo limitado a su conocida
funcién en la reorganizacion. del citoesqueleto, sino. también como. parte de la

maquinaria intracelular encargada de controlar el balance redox.




ABSTRACT
. ;
Rho GTPases are involved in a variety of cellular processes such as organization of the
aclin cytoskeleton, cefl — cell contact, cell migration and microbial killing thought

phagocytosis and NADPH oxidase activity.

In the present study we demonstrated that changes in Rac1 activity associated with the
production of intracellular ROS modulate the migratory properties in a human mammary
cell line MCF-7. Our results show that down-regulation of Rac1 activity enhanced the
expression of Snall and, consequently, diminished E-cadherin expression in dominant
negative Rac1 clones. Additionally, using both the dominant negative (RacN17) and
permanently active form (RacV12) of Racl, we established that the activity of this
GTPase modulates cell invasion, in a process that combines the modification of the
intracellular Redox state, the consequent activation of Nuclear Factor kappa B (NFxB)
and Urokinase (uPA) production.

These results e'mphasize the importance of redox balance in the acquisition of
malignancy and support previous data sustaining that an oxidative environment
predisposes cells to activate signal-transduction pathways actively involved in cellufar
oncogenesis.

Our data also provides evidence that NADPH oxidase could constitute the main source
of intracellular ROS in response to changes in Rac1 activity. We suggest that Rac1
plays a role in cellular migration not only limited to its known function in reorganization
of the actin cytoskeleton; but also-as part of the-intracellular machinery that-controls-the

redox balance.
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1. INTRODUCCION. i
Un :"porcentaje mayoritario de los canceres humanos corresponden a carcinomas, es
decir, derivan de células epiteliales (Hanahan y Weinberg 2000). En los estados
avanzados de la enfermedad, las células que provienen de un carcinoma in situ
pierden muchas de sus propiedades epiteliales (Woodhouse, Chuaqui y Col. 1997).
Entre los rasgos caracteristicos de este cambio fenotipico podemos identificar: la
pérdida de adhesion y posicién restringida dentro de un tejido organizado; la pérdida de
polaridad y Ia adquisicion de fa capacidad de migrar e invadir territorios distantes,
fer;émeno conocido como metastasis (Thiery y Chopin 1999).
Las seis alteraciones mas comunes en el cancer humano son: la capacidad de [a célula
de adquirir independencia de sefiales de crecimiento, presentar insensibilidad a las
sefiales inhibitorias del crecimiento, evadir la muerte celular programada, poseer
potencial replicativo ilimitado, producir angiogenesis sostenida e invadir nuevos tejidos
formando metastasis (Hanahany Weinberg 2000). Estas dos ultimas alteraciones son
caracteristicas comunes a los tumores mas agresivos y mortales siendo los pasos
limitantes la pérdida de adhesion célula-célula, la adquisicién de propiedades matiles y
la autonomia de crecimiento. Estos procesos S€ asocian a una transformacion
morfolégica designada a menudo como transicion epitelic-mesénquima (TEM).

1.1. Transicion Epitelio-Mesenquima.
La TEM es un fenémeno que se produce de manera controlada desde etapas
tempanas- del desarrollo-y- que se asocia a la reorganizacion de tefidas y organos en
varios de los procesos morfogenéticos (Hay y Zuk 1995; Boyer, Valles y Col. 2000;

Savagner 2001). Sin embargo, en células cancerosas, la TEM refleja una falla en los

mecanismos que median el reconocimiento célula-célula y una falla en el




mantenimiento de la forma y polaridad de las células (Thiery 2002). Este fendmeno,
rela:cionado con la modulacién de propiedades funcionales que permiten que !a célula
invasiva se movilice y sobreviva en un ambiente distinto al que le dio origen, va
asociado con la reestructuracion del citoesqueleto que permite la movilizacion,
reorganizacion de complejos de adhesion y cambio en el patrén de expresion de la
maquinaria invasiva—degradativa que caracteriza a la célula metastasica (Thiery y
Chopin 1999).

La degradacion de ja matriz extracelular es un proceso necesario tanto para la
migracién de las células endoteliales y mesenquimales como para ia invasion y
metastasis tumoral a distancia.

Una de las propiedades que determinan la capacidad invasiva, es la produccion de
proteasas que degraden la matriz extracelular (MEC) (Liu, Crepin y Col. 2002). Este
concepto de célula invasiva-célula degradadora ha sufrido modificaciones con la
descripcion (para la familia de serin-proteasas de uroquinasa, uPA) de receptores de
membrana (UPAR) donde la enzima localizaria su actividad proteolitica pericelular y
adt;més activaria una ruta de sefalizacion que, dependiendo del tipo celular, constituye
un estimulo para la proliferacion o la migracion (Andreasen, Egelund y Col. 2000; Blasi
y Carmeliet 2002).

Junto a las proteasas de la familia uPA, la de las metaloproteasas, que incluyen las
colagenasas, gelatinasas, metaloelastasa, estromelesina y matrisilina también
desempefian una funcion clave en el proceso invasivo tumoral (Liu, Crepin y Col.
2002).

La importancia de uPA en la invasion del tumor, la progresién maligna y fa metastasis a
distancia no solo por estd dada por la conversion del plasminégeno en plasmina,

requisito previo para la degradacion proteolitica de la matriz extracelular, la invasion




extracelular de la mairiz y la migracion de la célula, sino ademas por la capacidad del
par"uPAluPAR pal:a activar rutas de sefializacion {Guerrero, Santibanez y Col. 2004).
Existe evidencia experimental abundante de que uPA desempefia un papel significativo
en la metastasis maligna durante la progresion del tumor (Andreasen, Egelund y Col.
2000) y adicionaimente se a reportado que existe un aumento de uPA y de su receptor,
en muchos tumores humanos. De este modo, UPAR pasa a cumplir una funcién clave
en el proceso me{astésico dado su potencial de unir uPA generada desde diversas
fuentes y desencadenar un conjunto de reacciones que estimulan la expresion del
fenotipo invasivo (Kruger, Soeltl y Col. 2000). Los altos niveles de uPA y uPAR en
tumores se asocian con un mal prondstico de pacientes con cancer de mama, pulmén,
cabeza y cuello, cervico uterino, la vejiga, y el ovario (Reuning, Magdolen y Cal. 1998).
: ¢
La }nstalacidn de un potencial motogénico en una célula epitelial transformada supone
una re-organizacion molecular que incluye muitiples componentes. Dentro de las
moléculas que aportan al proceso migratorio, se incluyen entre muchas ofras, los
receptores de factores de crecimiento, las proteinas que participan en la unién

intercelular (E-cadherina), en la unién a matriz (integrinas) y en la remodelacion del

citoesqueleto, como las Rho GTPasas (Thiery y Chopin 1999).

1.2. GTPasas de la Familia Rho.
La GTPasas de la familia Rho, son interruptores moleculares que controlan procesos
celulares complejos- usando- una- estrategia- bioquimica. simple. Para. ello,. requieren la
capacidad de completar un ciclo entre un estado inactivo unido a GDP y un estado

activo unido a GTP (ver Cuadro 1}, bajo el estricto control de los activadores (factores

intercambiadores de nucleétido guanina, GEF) y de los inactivadores  (proteinas




activadoras de GTPasa, GAP) (Etienne-Manneville y Hall 2002). Hasta la fecha, la
familia de las Rho GTPasas en mamiferos, contempla por lo menos a 20 miembros,
dentro de las cuales las mas estudiadas debido a su rol en la organizacion del

citoesqueleto son: Rho, Cdc42 y Rac.

Cdc 42, que participa en la formacién de filopodios, la adhesion célula-célula, la
desaparicién de las fibras de estrés.

Rho, que ha sido implicada en la formacion de fibras de estrés y adhesiones focales,
morfologia celular, agregacién celular, motilidad celular, contraccion de musculo
esquelético y citoquinesis.

Rac, cuya activacion esta asociada a la formacién de lamelipodios y es responsable de
la motilidad celular, polimerizaciéon de actina y la adhesion célula-célula mediada por

cadherinas. (Hall 1998; Kaibuchi, Kuroda y Col. 1999)

Inactiva

GAP |

Respuesta
Biologica

Esquema # 1: Ciclo de activacién-Inactivacioén de las Rho GTPasas.




Adé:més de la reconocida capacidad de estas proteinas de regular el citoesqueleto de
actina durante los procesos de migracion (Hall 1998), las Rho GTPasas también
juegan un papel clave en la conduccién de una variedad de otros procesos celulares,
como por ejemplo la proliferacién celular, |2 transformacion, y la transcripcién de genes
(Caceres, Guerrero y Col. 2005). De hecho, participan, entre ofros procesos, en la
activacion del factor nuclear kB (NFxB) (Perona, Montaner y Col. 1997; Montaner,
Perona y Col. 1998), un grupo de factores transcripcionales, estructuralmente
re!écionados y evolutivamente conservados, implicados en la regulacién de ia
expresién de los genes requeridos para las respuestas inflamatorias, el crecimiento

celular, y supresion de la apoptosis (Ghosh, May y Col. 1998).

1.3. Estado Redox y Cancer.
La importancia del proceso inflamatorio como uno de los factores que predisponen el
cancer se refleja en la propuesta que un tercio de los canceres puede ser atribuido a
efectos de la inflamacion cronica (Coussens y Werb 2002). No obstante la solidez de
esta proposicion, lo cierto es que actualmente, no existe un marco tedrico que permita
explicar los mecanismos moleculares que de cuenta de esta asociacién causal. Las
especies reactivas de oxigeno (ROS) constituyen un conjunto de moléculas
directamente asociada con la inflamacién tisular que se han vinculado de modo directo

con el proceso carcinogénico (Coussens Y Werb 2002).

Se ha descrito que el cambio en el equilibrio redox intracelular provocado por un
aumento transitorio de la concentracion de ROS puede provocar la oxidacién de

proteinas, lipidos y DNA. Ei dafo genémico expresado como alteraciones permanentes




(mutaciones ‘puntuales, deleciones, etc.) que afecten en el largo plazo a proto-,
oncogenes o'genes supresores es el fenomeno que de un modo mas consensuado ha
permitido vincular los procesos de inflamacion y cancer (Coussens y Werb 2002).

Desde el punto dé vista de! aporte de ROS a la célula epitelial, objeto tanto de!
fenémeno inflamatorio come de la transformacion, el consenso tradicional es que éstos
son originados por células de del sistema inmune, que migran al sitio inflamado y
generan ROS prioritariamente a través de la actividad de una NAPH oxidasa (NOX)
unida a membrana (Lambeth, Cheng y Col. 2000). No obstante, en la actualidad se
acepta que isoformas de esta enzima también es posible encontrarlas en células de
origen no hematopoiético, lo que abre la posibilidad de que la generacion endogena de
ROS por la propia célula epitelial juegue un papel central en el fenémeno de

transformacion (Banfi, Molnar y Col. 2001).

Al potencial generador de ROS propuesto para las NOX se agregan otros que incluyen
la actividad de la 5lipoxigenasa (LOX} originalmente descrita en linfocitos  (Los,
Schenk y Col. 1995), la “derivacion” de electrones en la mitocondria hacia la formacion
de superoxido (Boveris, Oshino y Col. 1972) y los fenémenos adhesivo (Werner y Werb
2002) y de activacion de receptores de tipo tirosina quinasa (Bae, Kang y Col. 1887)
entre otros. Todos ellos, en mayor 0 menor medida, producen estallidos de ROS de
duracién y magnitud variable que provocan cambios significativos en rutas especificas

de sefializacidn.




1.4. Las GTPasas de la familia Rho en la generacién de ROS.
Las GTPasas de la familia Rho, en particular Rac, han sido sugeridas como piezas
clave en la modulacién de la respuesta celular a los cambios intracelulares de ROS
(Werner 2004). La propuesta mas aceptada para la accién de Racen la produccion de
ROS se asocia con el hecho de que en su versidn activa (Rac-GTP) constituye una
subunidad de la NOX en células fagociticas lo que permite que su activacion (Rac2 en
células fagocitica55 lleve asociada una elevacién transitoria de las ROS (Bokoch y
Diebold 2002). Como se mencionara, muchas células no fagociticas expresan tambien
isoformas de NOX cuya actividad también depende del nivel de activacién de Rac (en
este caso, Rac1) que producen niveles discretos de ROS intracelulares a los que se les

ha asignado un rol importante en sefializacion celular (Werner 2004).

El estudioc de la asociacion entre la Transicion epitelio-mesénquima (TEM), la
activacion de GTPasas y la produccion de especies reactivas derivadas de oxigeno
(ROS), ha generado un cuadro complejo de resultados que no permite aun establecer
un mecanismo molecular Unico que de cuenta de la posible asociacion entre los
cambios en el equilibrio redox y la malignidad ceiular.

Se ha propuesto —por ejemplo- que la exposicién prolongada de células mamarias
murinas (NMuMG) a peroxido de hidrégeno (H.0.) produce una elevacion del potencial
invasivo secundario a un incremento de la producci’énlacﬁvacién de MMPs (MMP-13 y
MMP-3) y a un incremento de la activacion de Rac (Mori, Shibanuma y Col. 2004).
Estos autores también analizan- el- efecto del H,O, en la produccion. de MMPs por
células estromales llegando a la conclusion que la expresion de MMP-3 (Estromelisina)
es notablemente incrementada por el estimulo oxidativo exégeno. En un estudio mas

reciente (Radisky, Levy y Col. 2005), al exponer las células mamarias murinas SCp2 al




estimulo externo de MMP-3 se obtuvieron cambios fenctipicos y funcionales propios de
la TEM, un aumento de la expresion de la isoforma de Raci1b y un consecuente
aumento de la produccién endogena de ROS. Los autores proponen que el efecto
primario de Ja accién de MMP-3 es sobre Rac1b el que, a su vez, provoca un aumento
de las ROS, fendmeno que gatilla un incremento en la expresion del factor de
transcripcion Snail gue, finalmente, desencadena la TEM. El andiisis de los datos
contenidos en estos dos estudios realizados en células de similar origen, permite
entonces deducir que, en el primer caso, la produccion de ROS es necesaria para la
activacion de Rac y en el ofro, por el confrario, la elevacion de los ROS es la

consecuencia de la activacion previa de Rac.

1.6. La via de NFxB.
El factor de la transcripcion NFxB se conoce por su funcién en la regulacién de las
respuestas inmunes e inflamatorias. Sin embargo, datos recientes sugieren gue NFxB
también desempefia un papel clave en el controi de la proliferaciéon celular, la
apoptosis, y la migracién celular (Sun y Xiao 2003). La activacion desregulada de
NFxB ha sido observada en varios tipos de cancer. Durante ios ultimos afios, se ha
hecho un significativo progreso en dilucidar los mecanismos de activacién de NF«xB en
células normales y tumorales, encontréndose que una gran cantidad de proteinas
quinasas pueden estimular la actividad de NFOB bajo diversas condiciones, y que
algunas de estas quinasas se encuentran aberrantemente activadas en células

tumorales (Sun y Xiao 2003).




En mamiferos, 1a familia de NFxB consiste de cinco miembros: Rel (c-Rel), RelA (p65),
Reli_B, NFxB1 (p50‘_y su precursor p105), y NFxB2 (p52 y su precursor p100). Estas
moléculas son capaces de formar homo y heterodimeros, cuya forma mejor
caracterizada, es un heterodimero integrado por las subunidades p50 y p65. (Fan y
Maniatis 1991). Lla funcién de NF«B es regulada por una familia de proteinas
inhibitorias, conocida como inhibidor B (IxB) (Baldwin 1996). Una caracteristica
estructural comun de las proteinas kB es la presencia de un dominio de repeticién de
ankirina que media su asociacion con NFxB (Rice, MacKichan y Col. 1992; Mercurio,
DiDonato y Col. 1993). Hasta ahora, los miembros bien definidos de la familia de kB
incluyen IxBo, IKB.B, IxBe, p100, y p105 (Baldwin 1996). Estas proteinas inhibitorias
funcionan b[;aqueando |a transiocacién nuclear y la capacidad de union al DNA de los
NFkBs.

‘Segln sabemos, NFxB puede ser activa_d‘cl por una gran variedad de estimulos, tales
como, citoquinas inflamatorias, factores de crecimiento, agentes dafiinos al DNA,
componentes bacterianos, y proteind$ virales (Pahl 1999). Un paso principal en la
activacion de NFxB es la degradaciéfi de su lxBs asociado, que permite a los dimeros
de NFxB translocarse hacia el nicleo donde se une a secuencias reguladoras de sus
genes blanco. (Huber, Azoitei y Col. 2004). Las sefiales que conducen a la activacion
de NFxB-accionan una via de transduccién responsable de la fosforilacion de IkBs en
dos residuos especificos de serina. La fosforilacion permite la poliubiquitinacién de
1xBs en residuos especificos de lisina y la subsecuente degradacion proteolitica por el
proteosoma 26S. Después de la degradacion de 1xBs, el homo o heterodimero de

“NFxB esta libre para desplazarse al ntcleo y transactivar alguno de los genes blanco

(Baldwin 1996).



La accién de NFxB puede activar genes implicados en diversas funciones celulares,
talés como ;;roliferacién de la célula, inhibicion de la apoptosis, adhesion celular, y
migracién de la célula (Pahl 1999). Bajo condiciones normales, las sefiales que median
la activacion de NFxB son transitorias, en virtud de las necesidades de proliferacion y
supervivencia programada de la célula. Sin embargo, la activacién desregulada de
NF«xB puede contribuir al establecimiento de diversas etapas de la tumorigenesis
(Rayet y Gelinas 1989; Baldwin 2001). De hecho, la activacion constitutiva de NFxB ha
sido detectada en una gran variedad de enfermedades en humanos, tales como, la
enfermedad de Hodgkin (Bargou, Leng y Col. 1896), la leucemia linfoblastica aguda
(Kordes, Krappmann y Col. 2000), el cancer de mama (Nakshatri, Bhat-Nakshatri y Col.
1997; Sovak, Bellas y Col. 1997), el cancer de colon (Lind, Hochwald y Col. 2001), el
cancer ovarico (Huang, Robinson y Col. 2000), el cancer de la prostata (Palayoor,
Youmell y Col. 1999), el cancer del higado (Tai, Tsai y Col. 2000), y en melanomas
(Meyskens, Buckmeier y Col. 1999; Yang y Richmond 2001). Un papel esencial de
NFxB en el crecimiento y la supervivencia de las células malignas ha sido demostrado
por numerosos estudios, ohservandose una contribucién directa en la oncogenesis y
también en la resistencia de las células del cancer a las terapias anticancer (Barinaga

1996; Wang, Mayo y Col. 1996; lwanaga, Mori y Col. 1998).

Considerando que las distintas modificaciones que sufre una célula para alcanzar un
estado maligno, se deben en parte a la perdida de las uniones celulares ylo a la
activacion de rutas de sefializacion que conducen a la expresién de la maquinaria
degradadora de matriz extracelufar, en este trabajo de tesis, pretendemos estudiar el

papel que cumple Rac1, un proteina clasicamente asociada al reordenamiento del
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citoesqueleto, en la adquisiciéon de caracteristicas propias del fenotipo maligno.
Partiendo de fa base, de que en nuestro sistema Rac1 en su forma activa es parte

esencial del complejo NOX, se formulo la siguiente hipotesis.
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2. HIPOTESIS.
El éstado de lactivacién de la GTPasa Rac1, determina la conducta invasiva de células

epiteliales mamarias humanas, a través de la modulacién de los niveles intracelulares

de las especiés reactivas derivadas de oxigeno (ROS).

3. 'OBJETIVOS.

3.1, General: Asociar la actividad de la GTPasa Rac1, con la produccion de
especies reactivas derivadas de oxigeno (ROS) e identificar algunos
mecanismos celulares que median la influencia del equilibrio redox en la

adquisicion de propiedades invasivas en células tumorales humanas.

3.2, Especificos:
Obtener clones que sobre-expresan la versién dominante negativa de Rac1
(RacN17) evaluando la actividad de la GTPasa mediante ensayos de pulldown.
Caracterizar en los clones RacN17 Ia expresién, distribucion y funcionalidad de
la Cadherina-E y asociar estos datos con la motilidad celular.
Analizar y evaluar en células transfectadas transitoriamente con distintas
formas de Raci (RacN17 y RacV12) funciones celulares asociadas con la
capacidad invasiva de las células y la produccion intracelular de ROS.
Evaluar la influencia de la actividad de Rac en la actividad de la via de NF«B,
el posible rol de los ROS en la activacion de ésta via y el papel de NF«kB en la
expresion de uPA y en la capacidad invasiva de estas células.

Evaluar la participacién de la NADPH Oxidasa, en la producciéon de ROS

intracelular.
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4. ‘MATERIALES.
'4.1. Instrumentos y equipos:

Los instrumentos y equipos utilizados para realizar todos los procedimientos
necesarios para dar respuesta a la hipotesis planteada son: Campana de bioseguridad
forma Scientific modelo 1129; Incubador Lab-Line CO, automético; Camaras de
trahsferencia Bio-Rad, Centrifuga Biofuge prime R Heraeuns; Microscopio de
fluorescencia Nikon !abophot-2; Microscopio invertido de contraste de fase Nikon
modelo TMS-F y Lector de ELISA modelo Eix-806. Fluorometro Spectra MAX, Gemini

EM, Molecular Devices; Luminometro MGM instrument, OPTOCOMP-P; Termociclador

TECHNE, TC-312.

4.2, Reactivos:

¥

« DMSOQ, Hepes, NEM, Temed, p-mercaptoetanol, Albumina de Suero Bovino
(BSA), Matrigel, Glicina, TEMED, Tris, Acrilamida, Bis-acrilamida, Agarosa,
Glutation Sepharosa y Ortovanadato de sadio (SIGMA-Aldrich, st Louis, MO).

o Formaldehido, Giicina, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), Cloruro de Sodio,
Bicarbonato de Sodio, Cloruro de Magnesio, Cloruro de Petasio, Fosfato
dibasico de Potasio, (Merck Damstadt, Alemania).

« Metanol y Acido Acético (TCL, Chile).

o Membranas PDVF y estdndar de peso molecular pretefiido broad range
(BioRad).

e Antibiéticos Penicitina - Estreptomicina y Fungizona (GIBCO).

« Leupeptina hemisulfato, Pepstatina A (US Biological).
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Oligo dT 12-18 Primer, Taqg DNA Polimerase, Recombinant, TRIzol Reagent,
dATP 100 mM, dCTP 100 mM, dGTP 100 mM, dTTP 100 mM, LipofectAMINE
2000, (lnvitpgen, Carlsbad, CA).

M-MLV Reverse transcriptase, Luciferase-assay system E1500, (Promega,
Madison, WI).

50 pb y 100bp DNA Lader, (New England BiolLabs).

Plasmid Maxiprep Kit (E.Z.N.A.).

Matrigel (Becton-dickinson).

Galacto-Light Plus System (Applied Biosystems, Bedford, MA).

: 4.3. Anticuerpos generales:

Poli.clonal;es: anti Rac1 (Cytoskeleton, Denver, CO).

Monoclonal: anti Cadherina-E (Calbiochem, San Diego, CA).

Secundario: anti conejo conjugado con peroxidasa y anti raton conjugado con
peroxidasa IgG (Rockland, Giibertsville, PA).

Inmunofluorescencia: anti ratén conjugado a FITC (SIGMA-Aldrich, st Louis,

MO).
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\ 5. METODOS.
5.1. Cultiygm celular.
Células MCF-7 provenientes de cancer mamario (adquiridas en ATCC', Manassas, VA,

USA) fueron cultivadas en ambiente himedo con 5% de CO,, con medio de cultivo

|

]

|

|
DMEM-F12 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Gibco) con una dosis de Gentamicina de 2 mg/L. (Best Pharma) que se renovo
cada dos dias. Las células se subcultivaron antes que alcanzaran la confiuencia por

tratamiento con Tripsina-EDTA (Gibco) seguida de una corta incubacion con suero fetal

para frenar fa actividad proteolitica.

5.2. Crio-preservacion de las células.
Las células se liberaron de la placa con tripsina-EDTA (Gibco), en la cual se agrego
4 volimenes del medio de cultivo y se centrifugaron durante 5 minutos a 1800 rpm. El
peliet resultante se resuspendié con mezcla de criopreservacion (90% suero fetal
bovino y 10% DMSO) a una densidad de 1X10° células/mL.. Se distribuye 1 mL de la
solucién en criotubos rotulados y se congela mediante el descenso gradual de ia

temperatura hasta alcanzar —-196 °C. las células criopreservadas se almacenan

sumergidas en el N; liquido.

r ! American Type Culture Collection
[‘
\




: 16
|
| 5.3. Método de transfeccidn:

‘ En placas de 35 mm, se transfectaron 400.000 células con 2 pg/ml. de plasmidio
utilizando el método de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carisbad, CA). Este consiste
en preparar una mezcla DNA:Lipofectamina en una proporcién 1:3 y ponerla a
interactuar por 15 minutos, luego agregarla sobre las células e incubarlas por 6 horas.
Luego de [a incubacién con la mezcla DNA:Lipofectamina, las células son lavadas y
cultivadas en el medio con 10 % suero fetal por 48 horas. Luego de este tiempo son
utilizadas para realizar los experimentos.

Los vectores utilizados fueron construidos en el plasmidio pcDNA3 (5,4kb) al cual se le
agregaron las formas mutantes de la proteina Rac1: permanentemente activa

(RacV12) o dominante negativa (RacN17), las cuales fueron donadas por Alan Hall

(Self y Hall 1995). Como control se utilizo el vector vacio pcDNA3 (Esquema # 2).

Pyul

Esquema # 2: Esquema del Plasmidio en el que se clond la forma permanentemente

activa y dominante negativa de Rac1.
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En adelante las células obtenidas de la seleccion de clones y que portan [a version
dominante negativa de Rac1, se denominaran DN acompaiiadas del numero del clon y
las células transfectadas de manera transitoria con la version activa y dominante
negativa de Rac1 se nombraran como RacV12 y RacN17 respectivamente. Por su
parte las células transfectadas con el vector vacio se llamaran VV y corresponderan a

las células controles.

5.4, Separacion de la GTPasa por ensayo de pull-down.
Este procedimiento tiene por objeto separar la fraccion de GTPasas en su forma activa
de la poblacién total. Para ello, se recurre a la afinidad por efectores especificos de la
forma activa (unida a GTP) de la GTPasa respectiva. En el caso de Rac1 utilizamos un

fragmento de PAK fusionada con Glutatién Transferasa (PBD-GST).

Obtencién proteina de fusién PBD-GST. Las bacterias DH5a (AmpR) con el
pldsmido que contiene el cDNA de [a proteina de fusion fueron donadas por el Dr.
Keith Burridge (University of North Caroline).

Las bacterias que contenian el plasmido pGEX4T fueron crecidas a 37°C con
agitacion en 40 mL de medio LB que contenia 100 pg/mL del antibiético de seleccion
Ampicilina durante toda la noche. Luego el cultivo se amplificé a un volumen final de
500 mL con el mismo medio de cultivo creciendo hasta una DOgoo de 1,8. Luego, las
bacterias se indujeron con 0,3 mM IPTG por 16horas. Finalmente, las bacterias se
separaron por centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se resuspenden
en 10 mL de tampén de lisis B (50 mM Tris pH 7,4, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1TmM

DTT, 1mM PMSF, 1% Triton X-100 y 10 pg/ml de Aprotinina y Leupeptina). Ei lisado
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bacteriano se, sonicéd 6 veces por 20 segundos y se centrifugd a 4 °C por 10 minutos a
12050 rpm. {él volumen total del sobrenadante que contenia la proteina de fusidn se
incub® mediante rotacion por una hora con 1 mL de Glutation Sefarosa diluida al 50%
en PBS, se lavé 3 veces en tampén de lisis B, luego 2 veces con tampon de lisis B sin
Tritén X-100 y se almacend en 50% glicerol a —70 °C.

Ensayo de Actividad de Rac:

Cultivos de 1,2 X 107 células, fueron sembrados en dos placas de 100 mm e incubados
en :ausencia. de suero por 12 horas. Luego, las células fueron lavadas 2 veces con
tampon (Hepes 20 mM pH 7,4, NaCl 0.15M) para luego ser lisadas con tampén A (50
mM Tris pH 7,6, 500 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% DOC, 1% Tritén x-100, 0,5 mM MgCI2
e Enhibidores: 1 mM PMSE, 10 ug/mL Leupeptina y 10ug/mL Aprotinina). A
continuacion, el lisado se centrifugd por 5 minutos a 14000 rpm y el sobrenadante se
incubé en rotacion a 4 °C por una hora con la proteina de fusion purificada previamente
y unida a Glutatién-Sefarosa. Luego de esta incubacion se separ6 la fraccién de lisado
unida a Sefarosa por centrifugacion durante 1 minuto a 1400 rpm, se lavd 2 veces con
tampén de lisis y luego se mezcld con tampén de carga concentrado (4x). La mezcla se
calenté por 5 minutos a 100 °C y el sobrenadante se cargd en un gel al 16 % SDS-
PAGE siguiendo el protocolo convencional de un Western Blot el que se reveld con un

anticuerpo monoclonal anti Rac1.
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5.5, Western Blot:
Lae;.‘ células fueron raspadas desde la placa de cultivo con un volumen pequefio de
tampon C (Hepes 50mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, 10% glicerol, 1% Triton x-
100, MgCl; 2mM e inhibidores de proteasas: PMSF 0.15 mg/mL, Ortovanadato 2
mg/mL, Leupeptina 5ug/mL y Pepstatina 10pg/mL).
¢

La concentracion de proteinas de cada muestra se determino por el método de
Bradford y.se normalizaron entre ellas por dilucion. Cada muestra (con igual
concentracion de{ proteinas) se les agregé tampon de carga 4X con 1% de
p-mercaptoetanol. La mezcla se calenté a 100 °C por 5 minutos, se centrifugé por 2
minutos a 14000 rpm y el sobrenadante se cargé en un gel SDS-PAGE que se corrié a
80V hasta pasar el gel concentrador y luego a 120 Volt el gel separador. Dependiendo
del tamafo de la proteina a identificar, la transferencia se realizo en lapsos entre 1
hora a 100 V o 12 horas a 30V. Finalizada la transferencia, las membranas se
bloguearon con leche o BSA af 5%, después se incubé con los respectivos anticuerpos

primarios y secundarios conjugados con peroxidasa. El revelado de las proteinas se

realizé por quimioluminiscencia utilizando el kit de Pierce.

5.6. Inmunofluorescencia:
Células controles y células RacN17 fueron sembradas sobre cristales de vidrio
redondos de 13 mm durante 24 horas a 37 °C. A continuacion, las células se lavaron
una vez con PBS y posteriormente se fijaron con paraformaldehido 4% por 10 minutos
a temperatura ambiente. Con el propdsito de permitir ! acceso del anticuerpo al
interior de la célula, éstas se permeabilizaron con Triton X-100 0.025% durante 2

minutos. Luego se realizaron 2 lavados con PBS y se blogued. durante una hora con
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BSA 5% en P;88. Posteriormente se incubaron los cristales con el anticuerpo primario
diluido en BSA al 1% en PBS, durante una hora. A continuacion se realizaron 2
lavados con PBS durante 10 minutos Yy se incubé con el anticuerpo secundario
conjugado con FITC también disuelto en BSA al 1% durante otra hora. Finalmente, los
cristales se montan sobre un portaobjeto con una gota de reactivo de montaje (Kodak}

y se observajon en un microscopio de epifluorescencia.

5.7. Ensayo de invasion: ]
Co; el propésito de evaluar la capacidad invasiva de las células, utilizamos el ensayo
de invasion en camaras Transwell (Corning, NY) con tamafio de poro de 8 ym
(esquema # 3). El filtro poroso de las camaras se incubo previamente durante 12 horas
con 10 pg de Matrigel (Becton-dickinson) y luego se sembraron en el, 5 x 10* células
en ;nedio libre de suero y en contacto con ia proteina de MEC. Las células se dejaron
migrar por 36 horas bajo el estimulo quimiotactico del medio suplementado con 10% de
SFB en el compartimiento inferior de la camara Transwell. Concluido este tiempo las

células se fijaron en una solucién de metanol y cristal violeta por 10 minutos y se lavo

con agua para retirar el exceso de colorante.

Luego se eliminaron por faspado, todas las células que no migraron y finalmente se
fotografiaron cuatro campos de cada filtro, con las que se determino por conteo directo,

el nimero de células tefiidas con cristal violeta. El experimento se realizé por triplicado,

obteniéndose un promedio de células por campo, para cada condicion del experimento-

(Nguyen, Hussaini y Col. 1998).
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Sistema de Doble Camara

Inserto Transwell

e Compartimento superior

Microporo de la membrana

Compartimento inferior

Esquema # 3. Sistema de doble camara en el cual se realizaron los ensayos de

invasion.

5.8. Ensayo de Agregacion:
Células MCF-7 wild-type y el clon DN1 se liberaron de la placa con tratamiento con
trispsina/EDTA y luego de la neutralizacién, se diluyen hasta una concentracion de
1x10° células/mL. Posteriormente las células fueron sembradas e incubadas a 37 °C
por dos horas en placas de 96 pozos previamente tratadas con una solucién de leche
5% y abundantemente lavadas con PBS 1X. Luego de este tiempo se agregan 100 pL
de PBS 1X a cada pozo y las células se pasan 3 veces por una punta de pipeta de
1000. A continuacién las células se transfieren a una placa de 48 pozos que contiene
250 uL de paraformaldehido al 6% en PBS 1X y se fijan por 10 minutos. Cuando las
células se han fijado se toman alicuotas de cada pozo y se ponen en una camara de
Neubauer para su conteo. Se tomaron cuatro alicuotas de cada pozo y cada condicién

se realizé por cuadruplicado.
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‘5.9, Determinacion de ROS.
Células controles o previamente transfectadas con las distintas formas de Rac
(RacN17 y RacV12) fueron sembradas en placas de 96 pozos y cultivadas por 24
horas a 37 °C, en presencia o ausencia de NAC, DPIl y H,0,. Luego se realizaron 3
lavados con PBS 1X y se mantuvieron en medio de cultivo DMEN-F12 sin suero y sin
rojo fenol ‘por media hora. Posteriormente se reemplazo por el mismo medio
suplementado con 2,7—Dicloro—dihidro—ﬂuorecin-diacetato (DCHF-DA), uno de las
moléculas mas Ejsadas como indicador del estado redox Intracelular (Halliwell y
Whiteman 2004). La DCHFDA se incubo por media hora, juego de los cual se lavaron
las células nuevamente con PBS 1X y se lisaron en NaOH 0,2 N por 5 minutos.
Finalamente se paso el lisado a una placa de 96 pozos especial para mediciones
fluorométricas (F!uoronunc) y se cuantifico la intensidad de fluorescencia a A 480 nm
de excitacién, A 530 nm emision y A 495 n'm de autocat (Halliwell y Whiteman 2004).

1

CH .
3 Transformacion
por la celula

Des-acetllacion
por eslerasas

2" 7'-Diclorodihidrofluoresceina

lHOS /RNS

2' 7-Dicloroflucresceina (DCF )

Esquema # 4. Conversién de la Diclorodihidrofluoreceina-diacetato (DCHF-DA) en

Diclorofluorecina (DCF’), indicador fluorescente del estado redox intracelular.
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5.10. Ensayos de actividad transcripcional, utilizando un gen reportero.

Actividad del promotor de Uroguinasa.

Células MCF-7 fueron sembradas en placas de 24 pozos e incubadas a 37°C hasta
60% de confluencia, luego las células fueron lavadas con PBS 1X y cotransfectadas en
medio DMEM/F12 sin suero ni antibiético por 5 hrs, con 2,0 ug/mL de una mezcla de
DNA. Dicha mezcla contiene 0.8 pg/mL. de vector reportero puPA-Luc cuyos controles
son pGL2 (C-) y pSV40-Luc (C+), 0,2 ug/mbL de vector para p-galactosidasa y 1,0
pg/mL con alguna de las formas de Rat. pN17Rac1 (dominante negativo de Rac1) 6
pV12Rac1 (Ract permantemente activo) cuyo control es pCDN3 (VV). Para la
transfeccion se utilizé el método de LipofectAMINA 2000 reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Luego de 48 hrs las células fueron lisadas para medir actividad luciferasa, que es
proporcional al grado de actividad del promotor de uPA y B-galactosidasa, que se
utilizo como control de transfeccién. La intensidad luminosa se determino por

luminémetro y se expresa unidades relativas de luz (URL).

Actividad de la via de NF«B.

Células MCF-7 fueron sembradas en placas de 24 pozos t; incubadas a 37°C hasta
60% de confluencia, luego las células fueron lavadas con PBS vy cotransfectadas en
medio DMEM/F12 sin suero ni antibiético por 5 hrs, con 2,0 pg/mL totales de una
mezcla de DNA. Dicha mezcla contiene 0,8 pg/mL de vector reportero pNFkB-Luc
cuyos controles son pGL2 (C-) ¥ pSV40-Luc (C+), 0,2 pg/mL de vector para beta-
galactosidasa y 1,0 pg/mL con alguna de las formas de Rac, pRacN17 (dominante
negativo de Rac1) 6 pRacV12 (Rac1 permanentemente activo) cuyo control es pCDN3

(VV). Para la transfeccidn se utilizd el meétodo de lipofectAMINA 2000 reagent
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(Invitrogen, Carishad, CA). Luego de 48 hrs después de la transfeccion las células
fuerﬁn lisadas para medir actividad luciferasa. Como control de transfeccion se
determino actividad-galactosidasa por medio de un luminémetro.

Adicionalmente para la evaluacién de la actividad de la via NFkB en respuesta al
estado redox se transfectaron células MCF-7 con el sistema reportero pNFkB-Luc y
luego de 24 horas de la transfeccion se trataron con distintos agentes modificadores

del estado redox (NAC, DPly H05).

-

Protocolo para la medicién de Luciferasa (Luciferase-assay system E1500).
« Remover &l medio de cultivo.
¢ Lavar las células 2 veces con PBS 1X.
o Lisar por 5 minutos con 50 pl. de buffer de lisis.
e Centrifugar y recolectar el sobrenadante.
» Agregar 20 pl del lisado a 50 pl de sustrato y mezclar bien.

o Luego medir en luminémetro.

Protocolo para la medicion de p-Gal (Galacto-Light Plus System):
o Tomar 10uL del lisado y agregan 50 pL. de sustrato previamente diluido 1:100.
e Incubar por 45 minutos y luego se agrego 75 0L de acelerador.

s Mezclar bien y medir en lumindémetro.
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5.11. : RT-PCR:
Aislamiento de RNA:
Homogenizacién: las células fueron sembradas en placas de 35 mm y luego de la
transfeccion o de terminado el tratamiento por 48 horas, fueron lisadas agregando 1
mL de Trizol y homogenizando mediante el pas6 del lisado varias veces por la punta de
una" micropipeta de 1000 pL.
Separacion inicial: se incubd el homogenizado por 5 minutos a temperatura ambiente
luego se agregd 200 pL de cloroformo se tap6 cada tubo y se agité enérgicamente por
15 segundos, dejando incubar nuevamente por 3 minutos. Las muestras se
centrifugaron a 12000 g por 15 minutos, luego de cual la muestra queda dividida en
tres fases: la inferior de color rojo (fase de fenol-cloroformo), una interfase y la superior
sin‘:color y acuosa,: en donde se ubica el RNA.
Precipitacién del RNA: Se fraspasé la fase acuosa de la muestra a un tubo nuevo y
se precipita el RNA presente mezclando con 500 pL de alcohol isopropilico. Se
incubaron las muestras a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se
centrifugaron a 12000 g por 10 minutos a 4 °C. El RNA precipitado se observé como un
pellet tipo gel.
Lavado del RNA: se removio el sobrenadante con 1 mL de etanol al 75 %, se mezcld
en Voriex y se centrifugd a 7500 g por 5 minutos a 4 °C.
Redisolucion del RNA: se secd completamente el pellet de RNA colocando los tubos
a temperatura ambiente y se disolvid el RNA en agua libre de nucleasas pasandolo
varias veces por la punta de una micropipeta. La concentracién del RNA se evalud

espectrofotometricamente y se almacend a -80 °C.
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Sintesis de cDNA:

Se ;tomaron 2 pg de RNA y se mezclaron con 1 pL de Oligo dT 50 pM y agua libre de
nucleasa en cantidad suficiente para alcanzar un volumen de 15 pl, esta mezcla se
calentd durante 5 minutos a 72 °C, para luego dejar en hielo durante 3 minutos.
Posteriormente se agreg6 5 pl de bufer de enzima 5x, 1,5 uL de dNTP 10 mM, 0,8 ul.
de transcriptasa reversa 200 U/ul y agua libre de nucleasas hasta completar 25 ul de
volumen de reaccién. Finalmente se realizo [a sintesis de cDNA a 42 °C por una hora.
Una vez obtenido el cDNA de cada muestra, se hizo una dilucién 1/100 {en agua libre
de nucleasas) y se leyo en un espectrofotémetro para conocer la concentracion de

cDNA obtenida en: cada muestra. El cDNA se almacené a —20°C.

Obtencién de productos por PCR:

En tubos de PCR de 0,2 mL, se agregaron 0,5 pl de dNTP 10mM, 0,75 pL de MgCl;
50 mM, 2,5 ik de bafer de PCR 10X, 0,5 pL de Taq 5 U/pL, 0,2 pg de cDNA, 0,5 pL de
cada primer 10 pmol/uL y agua libre de nucleasa en cantidad suficiente para completar

25 L de reaccion.



1

27

Tabla # 1. Partidores para RT-PCR.

N° Producto
ciclos (pb)

Proteina Partidores Tm

5 ACC ACAGTC CATGCCATCACY¥

GPDH .
5' TCC ACC ACCCTG TTGCTG TA ¥

62° 25 456

5 TCC CAT CAG CTG CCC AGA AA ¥
Cadherina E 56° 31 500
. 5 TGACTC CTG TGT TCC TGT TA ¥

5 TTC CAG CAG CCC TAC GAC CAG 3’
Snail 64° 31 206
5' GCC TTT CCC ACT GTC CTC ATC 3’

5" TCC AAG CCA TAT ATG GAC GTT ¥’
MMP-1 . 58° 29 255
5' ACT TCA TCT CTG TCG GCA AAT ¥

5" GCA GGA ACC CAG ACAACCG ¥
Uroquinasa 58° 29 357
5' GAC CCA GGT AGA CGA TGT AG ¥’

5.12, Test Estadistico.
La significancia estadistica fue determinada, utilizando el test de T Student. Los valores

de P < 0,05 fueron aceptados come estadisticamente significativos.
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6. BESULTADOS.

. Generacién de clones estables que sobre-expresan una versién dominante
negativa de Rac1 {(Rac1N17).

La sobre-expresion de Rac ha sido identificada como un factor de mal pronostico en los
tumores de mama invasivos. (Sahai y Marshall 2002). Con el propésito de estudiar los
mecanismos moleculares dependientes de Rac que subyacen a la adquisicién de
pro;;iedades invasivas, transfectamos en forma éstable células MCF-7, que si bien

conservan predominantemente caracteristicas de células epiteliales, muestran algunos

rasgos de célula invasiva.

Para la obtencién de células que sobre-expresan la forma dominante negativa de
Rac1, se transfectaron células MCF-7 con un plasmidio pcDNA3 que contenia el cDNA
de I;ac1N‘[7. Esta version de la protefna, que porta una mutacion que le confiere a la
molécula la incapacidad de unir GTP, resuita en una acumulacién de la forma inactiva

unida a GDP.

Luego de transfectadas, las células fueron seleccionadas al agregar en el medio de
cultivo 1 mg/mL de G418 durante 3 semanas. En los clones resultantes (identificados
como DN) comprobamos el efecto de la sobre-expresién de la proteina mutada, sobre
la actividad de Rac1, mediante un ensayo de Pull-Down. En este ensayo, nos permite
evaluar la fraccién de Rac-GTP presente en las células respecto de Rac total. Un
procedimiento similar se utilizé para la obtencion de células controles que portaban un

vector vacio (VV).

E



29

Actividad de Rac1 en clones RacN17 en células MCF-7.

A

i o 0 TR Rac-GTP

Rac-Total

Figura 1. A. Microfotografia de los clones seleccionados. B. Ensayo de Pull-Down para
las células controles (VV) y los clones RacN17 (DN). La fila superior corresponde a la
fracciébn de Rac1 activo (unido a GTP) y la inferior corresponde a la masa total de
Rac1.

Del resultado de la Figura 1, podemos deducir que el procedimiento de transfeccién y

posterior seleccion produjo 2 clones que al sobre-expresar efectivamente la proteina

RacN17 presentan una reduccion significativa de la fraccion activa de la GTPasa Rac.
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Esto permitid estudiar los efectos de ia actividad de Rac en el fenotipo maligno, con

una poblacion de células con baja actividad de Ia GTPasa.

Il. Caracterizacién fenotipico-funcional de los clones estables con la version
dominante negativa de Rac1 (RacN17).

A. Expresién y localizacion de Cadherina-E.

El nivel de expresidn de Cad-E en células epiteliales constituye un elemento limitante
en ;!a formacion de complejos de adhesién célula-célula (Gumbiner 2000). En células
normales, la transcripcion basal de cadherina-E, estd constitutivamente activa por un
complejo transcripcional donde se combinan factores como RB, ¢-Myc o AP-2
(Batsche, Muchardt y Col. 1998). Esta activacion constitutiva se considera un rasgo
central en la expresion de! fenotipo epitelial. Por su parte, factores nucleares como la
Smad Interacting Protein (SIP1), E12/E47 o miembros de la familia de Snail, se unen al
promotor de cadherina-E e inhiben su transcripcion (Cano, Perez-Moreno y Col. 2000;
Peinado, Marin y Col. 2004). La sobre expresion de Snail en celulas epiteliales provoca
la desestabilizacién del aparato de adhesién celular e induce el proceso de transicién
epitelio-mesénquima en estas celulas (Batlle, Sancho y Col. 2000; Perez-Moreno,
Locascio y Col. 2001}.

Con el proposito de estudiar el efecto que los cambios en el nivel de actividad
de Rac1 provocan en la adhesién célula-célula mediada por cadherina-E (Cad-E),
evaluamos en los clones DN; la expresién y funcionalidad de Cad-E, la capacidad
migratoria y la produccién basal de uroguinasa. Adicionalmente, verificamos la
expresion de Snail (represor transcripcional de la expresion de Cad-E) y la expresion

de MMP-1, un gen blanco de la actividad de Snail.
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La sobre-expresion de RacN17 en células MCF-7 disminuye la expresiéon de

Cadherina-E, sin afectar su localizacion.

A B
VV DN1 DN2

500 pb Cad-E
VvV
500 pb
Snail
DN1
500 pb
MMP-1
ahia - GPDH

Figura 2. A. Inmunofluorescencia indirecta para Cadherina-E en células controles (VV) y en
clones DN1 y DN2 (Aumento 100X). B. RT-PCR para: Cadherina-E (500 pb), Snail (206 pb),
MMP-1(255 pb) y como control de carga GPDH (456 pb). De izquierda a derecha los carriles
corresponden a: marcador de PM; células controles (VV); clones DN1 y DN2.

De la figura 2, podemos deducir que la sobre-expresion de la versién DN de Rac en
células MCF-7, disminuye la expresion de Cadherina-E, sin afectar su localizacién.
También observamos que la disminuciéon de la expresion de Cad-E, es concordante
con la expresién de Snail, principal elemento represor de su expresion. Adicionalmente,
Snail es un factor de transcripcién que modula la expresiéon de genes asociados a la

TEM (De Craene, van Roy y Col. 2005) y en este caso su actividad transcripcional se

verificé analizando la expresion del mRNA para uno de sus genes blanco que
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corresponde a la metaloproteinasa 1 (MMP-1). Lo que como se observa en el RT-PCR

de la figura 2B, es consistente con el aumento de Snail en estas células.

B. Funcionalidad de las Cadherinas.
Con el propdsito de evaluar si los cambios observados en la expresion de cadherina-E
tienen un correlato funcional con la capacidad de interaccién célula-célula, se realizo
un ensayo de agregacién, consistente en determinar el porcentaje de celulas que se
agregan luego de transcurrido un tiempo en que éstas se mantienen en suspension

luego de ser liberadas def cultivo en presencia de un agente guelante de calcio.

Los clones RacN17 presentan una menor capacidad para formar agregados
celulares, consistente con la disminucion en la expresion de Cadherina-E.
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Figura 3. La grafica muestra el porcentaje de células Controles (VV) y DN2, agregadas después
de 2 horas. Las barras corresponden a los promedios relativos al control y la barra de error
corresponde al error estandar. (x)} Diferencias significativas con respecto al control, p<0,05.
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Como se observa en la figura 3, el clon dominante negativo utilizado en este ensayo,
preéenta una significativa reduccién de la capacidad de formar uniones adherentes en
suspension que se correlaciona perfectamente con la baja expresién de Cadherina-E
observada anteriormente. Los resultados anteriores sugirieren que la actividad de
Ract, participa en forma determinante en la interaccién célula-célula, que es un

elemento clave enlla adquisicion de capacidades migratorio-invasivas.
C. Evaluacién de la capacidad migratoria.

Dado que la capacidad migratoria en células tumorales es un elemento crucial para la
adquisicion de propiedades invasivas asociadas al fenémeno metastasico (Yoshioka,
Nakamori y Col. 1999), quisimos evaluar si la actividad de Rac1 (que demosiramos
influye en la expresion de Cadherina-E) también jugaba un rol en la invasividad celular.
La habilidad de las células para migrar a través de filtros constituye una buena
aproximacién a este fenémeno, pues la célula debe poner en operacién sus sistemas

de modificacién de la arquitectura celular y -de ser necesario- activar fa maquinaria de

degradacion de matriz extracelular para conseguir el movimiento.
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Los clones que sobre-expresan Raci1N17 presentan una menor capacidad

invasiva respecto de las células controles.

A

DN1 DN2

1.5
1
1.0 4

0.5 -

Células por campo
relativo al control

0.0 -
A" DN1 DN2

Figura 4. Ensayo de invasién en insertos bicamerales (Transwell) para células controles (vw) y
células dominante-negativas para Rac1 (DN). En A, se muestran microfotografias de las células
en el lado inferior de los filtros que representan, por tanto, las células que migraron en el tiempo
de duracién del ensayo. En B, las barras corresponden al promedio de celulas por campo |,
relativo al control y las barras de error corresponden al error estandar. (*) Diferencias
significativas con respecto al control p<0,05.
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La figura 4 muestra que las células que sobre-expresan la version dominante negativa
de Raci, poseen una menor capacidad migratoria que las células controles
transfectadas con el vector vacio. Este resuitado se contrapone a lo esperado en virtud
de lo observado anteriormente en el ensayo de agregacion celular, puesto que se
esperaria que células que se agregan menos expresaran una mayor capacidad
migratoria.

Los cambios identificados en la capacidad migratoria sugieren que otros rasgos
fenotipicos propios de las células invasivas también pueden estar siendo regulados por

; .

la actividad de Rac, por lo cual evaluamos si una de las proteasas involucradas en la

magquinaria degradativa estaba siendo afectada.

D. Determinacién de la expresion de Uroquinasa (uPA).

La degradacién de la matriz extracelular es un proceso necesario tanto para la
migracién de las células endoteliales y mesenquimales como para la invasion vy
metastasis tumoral a distancia. Este fendmeno estd comandado por una bateria de
proteasas, dentro de las cuales se le ha atribuido gran importancia a las

a—---»ami:q_:
metaloproteinasas B (MMP-9) y Uroguinasa (uPA) (Liu, Crepin y Col. 2002). Teniendo
en cuenta la importancia del sistema Uroquinasa y la reducida capacidad invasiva que

observamos en las células dominante-negativas, es que quisimos estudiar la influencia

de la actividad Rac1 sobre la expresion de esta proteina.
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Los clones dominante negativos de Rac1 presentan una expresion reducida de

Uroquinasa consistente con la reducida capacidad migratoria.

vv DN1 DN2

500 pb
uPA

500 pb I e A GPDH

Figura 5. RT-PCR para uPA (357 pb) y GPDH (452 pb). De izquierda a derecha los carriles
corresponden a: marcador de PM; células controles; clones DN1 y DN2.

Como observamos en la figura 5, los clones que expresan la forma dominante negativa
de Rac1 presentan una menor expresion de uPA, lo que se correlaciona con ta menor
capacidad invasiva observada en estas células. Los resultados presentados
previamente indican que la actividad de Rac estaria relacionada con el control de

propiedades celulares directamente asociadas con el fenotipo invasivo.
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. Efecte de la actividad de Ract sobre propiedades asociadas al fenotipo
invasivo.

Con el propgsito de ampliar los resultados obtenidos con [os clones estables que
expresan la versién dominante negativa de Rac1, decidimos estudiar un conjunto de
propiedades fenotipicas de estas mismas células provocando un aumento y/o una
disminucién de la actividad de Rac1. Para ello, transfectamos las célutas de manera
transitoria con una version permanentemente activa (RacV12) y con la utilizada
anteriormente RacN17.

1]

+ A. Evaluacién de la capacidad invasiva.

Dado que ia disminucion de la actividad de Rac1 provoca una menor capacidad
invasiva d‘e ias células, esperamos que la sobre-expresion de la version
permanentemente-activa de Rac1 provoque un efecto contrario. Para verificar este
supuesto, repetimos el ensayo de invasion en Transwell, ahora con células

transfectadas transitoriamente con ambas versiones de Rac1.
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La actividad de Racl modula la capacidad invasiva de células mamarias
humanas MCF-7.

2,5 -

2,0

1,5 -

1,0 -

Células por campo
relativo al control

0,5 -

0,0

RacN17 RacVi2

Figura 8. Ensayo de invasién en insertos bicamerales (Transwell) para células controles (W),
células dominante-negativas (RacN17) y células permanentemente-activas (RacV12). El grafico
muestra el promedio de células invasivas por campo, relativos al control y la barra de error
corresponde al error estandar. (+) Diferencias significativas con respecto al control p<0,05.

La Figura 6 muestra que, en forma consistente con lo observado en los clones DN, la

actividad de Rac1 modula la capacidad invasiva de estas células, asociandose una

mayor actividad de Rac con una mayor capacidad migratoria.
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B. Medicién de la actividad del promotor de Uroquinasa (uPA).

Dado que la capacidad invasiva se ha asociado directamente con la
expresion/actividad de uPA (Andreasen, Egelund y Col. 2000; Rabbani y Mazar 2001),
evaluamos, en las células que expresan transitoriamente las versiones Dominante
Negativa (RacN17) y permanentemente activa de Rac1(RacV12), la actividad del
promotor de uPA. Para ello, co-transfectamos células MCF-7 que expresan las distintas
formas de Rac (N17 y V12), con el vector “uPA promoter pGL2” construccion  que
contiene la secuencia del promotor de uroguinasa, unida al gen que codifica para

luciferasa, lo que permite evaluar la actividad transcripcional del promotor de uPA.

Rac1 modaula la actividad del promotor de Uroquinasa.
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Figura 7. Actividad del promotor de uPA utilizando una construccién que contiene como gen
reportero  luciferasa. Las barras representan el promedio de las unidades relativas de luz,
relativas al control, para las células VV, RacN17 y RacV12. La actividad luciferasa fue medida
en un lumindémetro y normalizadas con B-Gal. La barra de error corresponde al error estandar.
(*) Diferencias significativas con respecto al control (VV) p< 0,05




40

El resultado :presentado en la figura 7 demuestra que ta actividad transcripcional del
profnotor de uPA es regulada por la actividad de Rac1, lo que representa una

respuesta muy similar a la obtenida en la figura 6 para la capacidad invasiva.

C. Determinacion de la produccién de especies reactivas derivadas de
oxigeno (ROS), en células con distintos niveles de actividad de Rac.

Se ha descrito que en células fagociticas Rac constituye una subunidad del complejo
NAPPH oxidasa (NOX), enzima directamente involucrada en la generacion endégena
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Werner 2004, Hordijk 2006). En células no
fagociticas, como las epiteliales, se ha postulado que un fenémeno similar podria
ocurrir teniendo, en este caso, a Rac1 como elemento regulador de la actividad de la
NOX en la produccién de ROS (Werner 2004). Con el proposito de evaluar si la
actividad de Rac es capaz de modular los niveles endogenos de ROS, transfectamo.s
transitoriamente células MCF-7 con RacN17, RacV12 y VV, luego evajuamos

fluorométricamente los niveles intracelulares de ROS seglin como se describe en

materiales y métodos.
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La actividad de la GTPasa Rac1 determina el nivel endégeno de ROS.

2,0 -
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DCF (530 nm), relativa al control
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Figura 8. Determinacién de los niveles de ROS utilizando DCFDA, en células controles (VV),
células que expresan la version dominante negativas (RacN17) y permanentemente activa
(RacV12) de Raci. Las barras muestran el promedio de las intensidades de fluorescencia (A
530 nm), relativas al control y las barras de error, corresponden al efror estandar. (%)
Diferencias significativas con respecto al control p< 0,05

Como se observa en la figura 8, la capacidad productora de ROS evaluada por
fluorescencia estd directamente asociada con la actividad basal de Rac. Si bien no
podemos asegurar que la fuente productora de ROS sea NOX, al menos este resultado

permite suponer que, corriente abajo de Rac, existan mecanismos celulares en los que

la participacion de especies reactivas de oxigeno pueden jugar un papel.
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IV. .Correlacion entre los niveles de ROS y la capacidad migratoria.
A. Efecto de antioxidantes en la migracién celular.

Con el objetivo de estudiar si los cambios en los niveles endégenos de ROS
determinan la capacidad invasiva de células MCF-7, analizamos el efecto que tienen
sobre la motilidad celular dos agentes que disminuyen el estado redox intracelular.
Para ello utilizamos N-acetyll cysteina (NAC) y Metiony! sulfonyl reductasa A (Msr-A),
en;ima que al reducir las metioninas oxidadas reestablece la proporcion de sustratos
(m;ationinas) susceptibles de ser oxidados lo que provoca una baja en los niveles de
ROS.

Previo a este experimento, evaluamos la capacidad de Msr-A de modular los ROS en
nuestras células para lo cual transfectamos células MCF-7 con un plasmidio que
codifica para Msr-A y medimos el nivel intracelular de ROS, utilizando DCHFDA del

mismo modo que en el experimento anterior.
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La sobre expresion de la proteina MsrA reduce los niveles intracelulares de ROS.

Intensidad de fluorescencia
DCF (530 nm), relativo al control

Vv MSR-A

Figura 9. Cuantificacion de los niveles intracelulares de ROS utilizando DCFDA, para las
células MCF-7 controles (VV) y fransfectadas con Msr (Msr-A). La grafica muestra el promedio
de las intensidades de fluorescencia DCF’ (530 nm), relative al control y las barras de error
corresponden al error estandar. Adicionalmente se muestra un WB para Myc-MsrA, para
verificar la expresién de la proteina en las ¢élulas transfectadas, (+) Diferencias significativas
con respecto al control p< 0,05.

En la figura 9, observamos que en las células MCF-7 la sobre-expresion de Msr-A
reduce significativamente los niveles intracelulares de ROS. Posteriormente,
sometimos a un ensayo de invasién en Transwell, tanto a las células transfectadas con

MsrA como a las tratadas durante el ensayo de invasién con N-acetyl cysteina (NAC),

un conocido atrapador de ROS permeable a la célula.
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La reducciéon de los niveles intracelulares de ROS disminuye la capacidad

invasiva de células epiteliales.
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Figura 10. Ensayo de invasion en insertos bicamerales (Transwell). Las células controles (w),
células transfectadas con Msr-A y células tratadas con N-acetyl cysteina 10 uM (NAC), durante
48 hrs. En A, se muestran microfotografias de las células en el lado inferior de los filtros que
corresponden a las células que migraron en el tiempo que dura el ensayo. B El grafico muestra
el promedio de células por campo relativo al control y la barra de error corresponde al error
estandar. () Diferencias significativas con respecto al control, p< 0,05.



Como observamos en la figura 10, el cultive de células MCF-7 con ambos agentes
reduce marcadamente la capacidad invasiva de estas respecto a las controles. Esto
suglere que el equilibrio redox juega un papel en la adquisicién de propiedades

invasivas por parte de la célula,

B. Efecto de un agente oxidante, en la migracion celular.
Con el propésito de identificar a continuacion si el aumento de los niveles intracelulares
de ROS promueve la capacidad invasiva, evaluamos el efecto de un agente generador
de ROS, como el H,O; sobre la migracién celular. Para ello, pre-iratamos células MCF-
7 durante 36 horas con H,O, 50 pM y [uego evaluamos su motilidad en insertos

bicamerales.

El tratamiento con peréxido de hidrogeno aumenta la capacidad invasiva de

células epiteliales.
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Figura 11. Ensayo de invasion en insertos bicamerales (Transwell) para células controles y
células pre-tratadas con H;0O; 50 pM durante 36 horas, dejadas a invadir durante 36 horas. El
grafico muestra el promedio de células por campo, relativas al control y la barra de error
corresponde al error estandar. (*) Diferencias significativas con respecto al control p<0,05.
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Los:datos mostrados en la figura 11 muestran que las células tratadas con peréxido de
hidrogeno, bresentan un significativo aumento de su capacidad de invasién en
comparacién con [as células no tratadas. Este resultado en conjunto con el anterior,
sugieren que en' nuestras condiciones experimentales, la migracidn celular es
dependiente del estado redox. Esto asociado a los datos anteriores, que mostraban
que- el nivel de actividad de Rac determina la produccion endogena de ROS, nos
permite sugerir que la actividad de Rac modula la capacidad invasiva a través de [a

produccion de ROS.

C. Evaluacién de la participacién de NOX en la generacién de los ROS.

La participacién de Rac en el control de los niveles intracelulares de ROS se ha
asociado directamente a la participacion de la GTPasa en el complejo NAPH oxidasa
(NOX). Para evaluar si los niveles de ROS en estas células estaban determinados por
la actividad de N;OX, evaluamos la produccion de ROS por DCHF-DA en células
sometidas a concentraciones crecientes de diphenyleneiodonium (DP!), un reconocido

inhibidor de 1a NADPH oxidasa.
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La produccion de ROS intracelular depende de la actividad de la NADPHoxidasa.

1,5 7

1,0

0,5

intensidad de fluorescencia
DCF (530nm), relativo al control

0,0 |
Cantrol DPI S DPI 10

Figura 12. Cuantificacion de los niveles de ROSm utilizando DCHFDA. En células MCF-7
controles y tratadas con DPl 5y 10 pM. La grafica muestra el promedio de las intensidades de
fluorescencia DCF (530 nm), relativos al control y las barras de error corresponden al error
estandar. (*} Diferencias significativas con respecto al control p< 0,05.

De los resultados presentados en la figura 12, es posible sugerir que, al igual como
ocurre en las células fagociticas, el complejo NOX tendria un rol importante en [a
generacion basal de ROS. Como una manera de asociar el aumento de la capacidad
invasiva, promovida por la actividad de Rac con la participacion de la GTPasa en el
complejo NOX, responsable de la produccion de ROS, analizamos el efecto de DPI

sobre la invasividad, en células controles y transfectadas con RacV12.
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V. Evaluacion del papel de NOX en la invasividad dependiente de la actividad de
Ract.
Con el proposito de evaluar la participacion de NOX en la generacion de ROS

promotores de la invasividad celular, sometimos a tratamiento con DPI tanto a células
transfectadas con el VV como aquellas transfectadas con la forma activa de Rac, que

habian mostrado una mayor capacidad invasiva.

NOX participa en la produccién de ROS que promueve Rac y que modula la

capacidad invasiva.

n< 0,05

2,0 1 p< 0,05

Células por campo,
relativo al control

- + - + DPI 10

\'AY Racvi2

Figura 13. Evaluacién de la capacidad invasiva de células MCF-7 fransfectadas con vector
vaclo (VV) y con [a versién activa de Rac (RacV12) en presencia y ausencia de DPI 10 pM. La
grafica muestra el promedio de células invasivas por campo, referidas al control (VV sin
inhibidor) y las barras de error corresponden al error estandar. (+) Diferencias significativas con
respecto al control p< 0,05,

Estos resultados (Figura 13) sugieren que un porcentaje significativo de la invasividad
asociada a la actividad permanente de Rac y que depende de la produccién endogena

de ROS es sensible a DP| y por tanto, sugieren fuertemente la participacion de NADPH

oxidasa.
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VI. Evaluacién de la participacién de NFkB en la sefializacién de Rac mediada por
ROS.

A. Efecto de los ROS en la activacion de la via NFkB.
Es un hecho conocido que uno de los principales blancos transduccionales de los ROS

a nivel intracelular, es el sistema NF«B (Gloire, Legrand-Poels y Col. 2006). Con el
propésito de verificar que en este sistema celular las modificaciones del estado redox
intracelular afectan el nivel de activacion de la via de NFxB evaluamos el efecto de
distintos agentes moduladores del estado redox, sobre la activacion de NFxB.

La actividad de fa via de NFxB es modulada por ROS.
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Figura 14. Determinacién de la activacién de la via NFxB utilizando un constructo con
luciferasa. La actividad luciferasa fue medida en un luminémetro y normalizada con B-Gal. Las
barras corresponden al promedio de las unidades relativas de luz (URL) relativos al control,
para cada uno de los distintos tratamientos: células tratadas con N-acety] cysteina 10 mM
(NAC), células tratadas con 10 pM de DPI y céluias tratadas con Agua Oxigenada 50 pM
(H,0,). La barra de error corresponde al error estandar. (*) Diferencias significativas con

respecto al control p<0,05.
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B. La actividad de Rac es capaz de modular la via de NFxB.
Basados en los datos del experimento anterior, evaluamos si la actividad Rac1 —que
provoca cambios a nivel del tenor oxidativo celular- también ejerce cambios en la
actividad NFxB. Para ello, transfectamos en forma transitoria células MCF-7 con
RacN17, RacV12 y evaluamos la actividad de NFxB a través de una co-transfeccioén
con un constructo reportero luciferasa (pNF«B-luc), que contiene 5 repeticiones en

tandem de la secuencia de unién para NFxB.

Rac1 modula la actividad de la via de NFKB.
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Figura 15. Determinacion de la activacién de [a via NFxB utilizando un constructo con
luciferasa. La actividad luciferasa fue medida en un luminémetro y normalizada con §-Gal. Las
barras corresponden al promedio de las unidades relativas de luz (URL), relativas al control,
para cada una de las células: controles (VV), dorinante-negativas de Rac1 (RacN17) y células
permanentemente-activas de Rac1 (RacV12). La barra de error corresponde al error estandar.
(*) Diferencias significativas con respecto al control p<0,05.
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En’la figura. 15, se observa que el nivel de actividad de Ract se correlaciona
diréctamente con la actividad de la via de NFxB, asocidndose una mayor actividad de
la GTPasa con una mayor actividad de dicha via. Como observamos en las figuras 14 y
15, la actividad basal de NFxB es modulada tanto por los niveles de ROS como por la
actividad de Rac. Esto sugiere —dado que Rac modula los niveles de ROS- que la
modulaciéon de NFxB esta dada primariamente por la actividad Rac, expresada en la
célula como cambios en Ja produccion endégena de ROS.

Finalmente, con el propdsito de investigar si los cambios en la conducta invasiva y la
produccion de uPA modulados por Rac requieren de la participacion del sistema NFxB,
transfectamos en células MCF-7 intactas, el vector plkBa que codifica para el inhibidor

principal del desplazamiento nuclear de NFxB y posteriormente analizamos la

expresion de uPAy la capacidad invasiva de las células.

C. Evaluacion de la expresién de uPA, en funcién de la actividad de NFkb.
Datos previos indican que la expresion de uPA es sensible a los cambios en el estado
redox intracelular (Santibanez, Frontelo y Col. 1999). Para estudiar si esta regulacion
depende de cambios en Ia via de NFxB analizamos la expresién de uPA por RT-PCR
en células transfectadas con distintas concentraciones de un vector que codifica para

el represor de NFkB (IxBo).
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La expresion de uPA es dependiente de la actividad de NFxB.

- 2.0 2.5 ug/mL pIkBa

uPA

Figura 16. RT-PCR para uPA (357 pb) y GPDH (452 pb) como contro! de carga, los carriles
corresponden a células transfectadas con el vector vacio (VV) y células transfectadas con 2,0 y
2,5 pg/mL del plasmidio que codifica para el inhibidor de NF«xB (IxBa).

Como se observa en la figura 16, las células que fueron transfectadas con pixBa,
presentan una menor expresion del mRNA de Uroguinasa lo que sugiere gue la
actividad transcripcional del promotor de uPA regulada por Raci, posiblemente
depende de la activacion de la via NFxB, a través de una sefializacion mediada por
ROS. Teniendo en cuenta estos resultados, investigamos si la capacidad invasiva de
estas células, que como mostramos anteriormente depende de la actividad de Rac,

estaria determinada por la activacion de la via de NFkB.
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D. Evaluaciéon de la capacidad invasiva, en funcién de la actividad de
NFxb.

Para asociar la actividad NFxB con la invasividad de células MCF-7, realizamos un
ensayo de invasién en el cual las células fueron previamente transfectadas con el

plasmido que codifica para [xBg.

La actividad de NFxB media la capacidad invasiva de células MCF-7.

1,5 -

1,0

0,5

Células por campo,
relativo al control

0,0 - T
Vv IKBC

Figura 17. Ensayo de invasién en insertos bicamerales (Transwell) para células controles {VV)
y células transfectadas con plkBa durante 12 horas y dejadas a invadir durante 36 horas. Ei
grafico muestra el promedio de células invasivas por campo, relativas al control y la barra de
error corresponde al error estandar, (+) Diferenclas significativas con respecto al contro! p<0,05.

En las figuras 16 y 17 se demuestra que el bloqueo de la activacion de NF«xB provoca

una inhibicion de la expresion de uPA y del potencial invasor, lo que subraya la

importancia de la via de NFkB en el potencial invasivo de las células MCF-7,
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VIl. DISCUSION

1

Los procesos de malignizacidén de tumores epiteliales suponen la pérdida de algunas
propiedades que definen la morfo-funcionalidad del epitelio y la adquisicion de un set
de funciones que permiten el desarrollo de una conducta migratoria (Lozano, Betson y
Col. 2003). De este modo, las células, junto con perder su morfologia cuboidal, su
polaridad y la fuerte adhesion célula-célula adquieren otras propiedades que inducen
un aumento de la motilidad, elemento clave en la adquisicion de caracteristicas
metastasicas (Pawlak y Helfman 2001). Ademas de la adquisicion de propiedades
métiles, y producto de la transformacion, la célula epitelial comienza también a producir
un conjunto de enzimas proteoliticas cuya actividad se suma a las propiedades
migratorias intrinsecas con lo que se constituye el fenotipo metastasico (Santibanez,

Guerrero y Col. 2002).

Sobre la base de estas consideraciones, en el presente trabajo establecimos un
modelo de estudio utilizando las células MCF-7, que constituyen una linea celular de
caracteristicas epiteliales, débilmente invasiva. En estas células, intentamos evaluar el
papel de la GTPasa Rac , que juega un papel central enla motilidad celular (Keely,
Westwick y Col. 1997; Kaibuchi, Kuroda y Col. 1999) y ha sido involucrada en la
generacion de ROS dado su participacién en la activacién de la NADPH oxidasa
(Bokoch y Diebold 2002; Ray y Shah 2005; Hordijk 2008), en la adquisicion de

caracteristicas propias de un fenotipo maligno.

Para ello, realizamos dos tipos de experimentos: por una parte analizamos la expresion

y funcionalidad de E-Cadherina y su relacion con la invasividad en clones estables de
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células MCF-7 que expresaban la forma dominante negativa de Rac (RacN17) y por
otro, sobre-expresamos en forma fransitoria en las mismas células tanto la versién
activa (RacV12) como la dominante negativa de Racl para analizar un conjunto
propiedades funcionales que definen la adquisicion de propiedades malignas
asociadas a la capacidad de estas células de generar ROS infracelutares.

Estudios en clones estables RacN17.

Re§pecto del primer grupo de resultados, pudimos observar que dos clones que sobre-
expresan en forma estable RacN17, presentaban una disminucién en la expresion de
Cadherina-E que se manifiesta marcadamente en las uniones célula-célula (Fig. 2a).
Este hallazgo esta de acuerdo con la propuesta de Takaishi que asocia [a actividad de
Rac con una mayor expresion de cad-E (Takaishi, Sasaki y Col. 1997) vy
adicionalmente con estudios recientes (Noren, Niessen y. Col. 2001; Noritake,
Watanabe y Col. 2005) en que se establece que Rac1 gjerce a través de su efector
IQGAP1, un papel central en la regulacién de los procesos de migracién y ensamblaje
celular por medio de cadherina-E. En dicho trabajo, la forma activa de Rac1 provoca un
incremento en la localizacion de cadherina-E y una acumulacién de actina, permitiendo
la formacion de uniones célula-célula, evento que es inhibido con la sobre-expresion

del dominante negativo de Rac1.

E! hallazgo que en los clones DN se obsetve una mayor expresion de Snail y MMP-1 lo
interpretamos-como-el-hecho- que-la- actividad-de- Rac esta. afectando un. sistema.de.
regulacién reconocido como el mecanismo predominante de contro! de [a expresion de
cadherina-E (Cano, Perez-Moreno y Col. 2000; Nieto 2002). Por ofra parte, la

disminucién en la expresion de cadherina-E se correlaciona directamente con la
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capacidad de agregacién de la célula lo que refleja el nivel de funcionalidad que
alcanza la expresién disminuida de esta proteina. Interesantemente, la expresion
disminuida de cadherina-E no trajo consigo un aumento en la capacidad invasiva de las
células como podria esperarse si consideramos que [a unidn célula-célula constituye el
principal obstaculo para la migracion (Huber, Kraut y Col. 2005) (Figura 4). El hecho
que-} hayamo$ encontrado una menor capacidad invasiva en las células DN sugiere muy
enfaticamente que la actividad de Rac controla corriente abajo ofras funciones
celulares responsables de la migracién que no dependen de la asociacion intercelular.
En ese sentido, cuando estudiamos la expresion del mRNA que codifica para uPA,
serin proteasa de reconocida participacion en el fendmeno invasivo tumoral (Reuning,
Magdolen y Col. 1998), identificamos un patrén de respuesta perfectamente
coincidente con el referido a la invasién (Figura 5) lo que ratifica que otras funciones

celulares que definen la capacidad invasiva celular son objeto de control por Rac y

presentan mecanismos de regulacion independientes de la agregacion cefular.

Estudios en células que expresan en forma: transitoria RacN17 y RacV12.

Con el propésito de asociar de un modo mésmglobal las funciones celulares que
promueven la migracion y la actividad de Rac1, y como parte del segundo grupo de
experimentos que constituyen este tr_abajq, sobre-expresamos transitoriamente las

versiones DN (N17) y permanentemente activa de Rac (V12) en las células MCF-7.

Como era de esperarse; tanto-la-capacidad- invasiva- (Figura-6)- como- la-actividad. del
promotor de uPA (Figura 7} resultaron ser directamente proporcionales con los niveles
de actividad de Rac, siendo menores en las células RacN17 y mayores en las RacV12.

En la busqueda de mecanismos que den cuenta de esta modulacion de la capacidad
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invasiva por Rac, determinamos el nivel de produccion de ROS intracelulares y
encontramos un patrén en el estado redox intracelular que imita casi perfectamente los
dos hallazgos anteriores (Figura 8). Resuitados mostrados en las figuras siguientes
permitieron confirmar que el tenor oxidativo de la célula es capaz de modular
efectivamente la capacidad invasiva (Figuras 9, 10y 11).

Considerando entc;nces gue Rac1, formando parte de la estructura de la NOX, puede
ser parte de la maquinaria infracelular que produce ROS, nos preguntamos que
pro;aorcién de la produccién endégena de ROS es responsabilidad del sistema NOX, y
por tanto, de la actividad de Rac y que consecuencia fiene este fendmeno en la

adquisicion de propiedades invasivas asociadas al fenotipo maligno.

En este sentido, l(;S resultados de la figura 12 y 13 muestran respectivamente que los
niveles intracelulares de ROS y la capacidad invasiva -tanto basal como la resultante
de la sobre-expresion de ia versién permanentemente activa de Rac- son sensibles
(cerca de un 60%) a DPI, inhibidor especifico de NOX, lo que sugiere fuertemente que
tanto en la produccién de ROS como en la capacidad invasiva de estas células

participa de manera importante fa actividad NOX.

En la busqueda de una ruta de sefializacién modulada por ROS que de cuenta de los
cambios funcionales asociados a la motilidad celular regulada por Rac, identificamos la
participacién de-la-via-de-NF«B; factor de-transcripcion. reconocidamente. asaciado a fa
modulacion del estado redox intracelular (Gloire, Legrand-Poels y Col. 2006} y que
adicionalmente tiene una participacién en la regulacion transcripcional de uPA (Das,

Mahabeleshwar y Col. 2003; Mahabeleshwar y Kundu 2003). Nuestros resultados




' 58

muestran queé la actividad de Rac es directamente proporcionai al encendido de la via
de NFxB y qt:[e esta modulacion también depende de los niveles intracelulares de ROS
(figuras 14 y 15). Del mismo modo, también identificamos que la actividad NF«B regula
la expresion transcripcional de uPA y la adquisicion de propiedades invasivas. l.os
resultados de esta seccién nos permiten sefialar que, corriente debajo de Rac, [a
actividad de ‘NFxB juega rol central en la modulacién de las propiedades invasivas
(Figuras 18, 17).

Tomando en consideracion los resultados obtenidos en ambos tipos de experimentos
realizados en el presente trabajo podemos sugerir, a modo de discusion final, los

siguientes aspectos:

1. En primer lugar identificamos la existencia de una disociacion funcional entre la
estabilizacion de las uniones célula-célula y la adquisicion de propiedades
invasivas dependientes de ROS en clones que expresan la version DN de Rac.
Ei hecho que las células pierdan la capacidad de agregacion, debido a una
disminucién en la expresién de cadherina-E, pareciera no ser suficiente
estimulo para que para las células alcancen un potencial motogénico. Este
hecho puede ser entendido como que para la adquisicion de movilidad la célula
requiere de la orquestacién de varios fendmenos simultaneos, donde la
GTPasa Rac, puede estar cumpliendo muitiples funciones en las que el estado

redox celular y la via de NFxB juegan también un rol central.
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2. En segundo lugar, podemos deducir de nuestros resultados que la produccion
endogena de ROS, resultante de la actividad de Rac, es un elemento
determinante en el proceso de adquisicion del fenotipo maligno. Si bien la
participacion de Rac en la produccion de ROS, derivados de la actividad de la
NOX, ha sido ampliamente reportada en células fagociticas, la accidon
sefalizadora del balance redox en células no fagociticas es, no solo mas
reciente, sino también menos entendida. La importancia que tienen los ROS en
la aqquisicién de propiedades propias del fenotipo invasivo, radicaria en la
muitiplicidad de blancos potenciales y la diversidad de mecanismos que un
cambio en'§ el tono redox puede desencadenar. Este hecho convierte la
produccién -de ROS en un punto de interés en el estudio de posibles terapias
contra el cancer. Ciertamente, la NOX no es la tnica fuente productora de
ROS, y es un hecho conocido que la célula puede estar expuesta al estimulo de
ROS externos, no obstante, los resultados del presente trabajo indican que
NOX es, efectivamente, responsable mayoritaria de [a produccion de ROS que
estimula la invasividad dado que Ia inhibicidon con DPI, provoca la pérdida de la

invasividad alcanzada con Ia forma activa de Rac.

3. Los resultados presentados en esta Tesis permiten establecer una directa
correlacion entre los niveles de produccion endégena de ROS vy la invasividad.
Ello no significa necesariamente que las lineas celulares que expresen un
mayor nivel de- invasividad expresen. un mayor potencial productor de ROS.
Datos no mostrados en esta tesis han mostrado que una linea celular invasiva y
gran productora de UPA como la MDA-MB 231, presenta niveles de ROS

basales significativamente inferiores a los de la linea MCF-7, claramente menos
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invasiva. Estos datos podrian sugerir que por un lado, las ROS pueden jugar un
papel diferente dependiendo del status invasivo basal de las células y por otro,
que la mantencion de! estado maligno supone la puesta en marcha de una
variedad de procesos (uno de los cuales es la produccion de ROS) y cuya

complementariedad determina la perpetuacion del fenotipo maligno.

4. Finalmente, los datos presentados en esta tesis, indican que en células MCF-7,
la modificacién del balance REDOX, inducida por la actividad de Rac, es uno de
los componentes principales de la modulacion rio abajo de la actividad del
sistema del NFxB. Estos resultados establecen un nuevo panorama para
analizar la asociacién funcional entre las GTPases de la familia Rho y la
invasividad celular, ampliando nuestra vision con respecto al papel del equilibrio
oxidativo en funciones celulares, y proporcionando por una parte nuevos
blancos posibles para la accidén de agentes terapéuticos, que pueden ser

desarrollados bajo esta mirada, y por otra un potencial papel protector para los

antioxidantes naturales y sintéticos.

PERSPECTIVA BIOTECNOLOGICA.

La adquisicién de propiedades invasivas constituye e! evento decisivo en el desarrollo
de metastasis en el proceso canceroso. En este fenémeno, la re-estructuracion del
citoesqueleto de Actina es un requerimiento esencial pues otorga a la célula
caracteristicas migratorias. En este- frabajo- de- tesis- hemes- descrito- que. la. sobre-
expresion de la forma activa de la proteina Rac1 promueve la adquisicion de

propiedades que se configuran como caracteristicas de un fenotipo maligno, a través

de un proceso en el cual se ven involucrados los niveles intracelulares de ROS y la




activacion de vias transcripcionales que implican un aumento en los niveles de
expresion de algunos genes propios de una célula tumoral y que se asocian
fuertemente al aumento en la capacidad invasiva. Estos datos permiten sugerir que el
proceso iniciado por la activacion de Rac y su participacién en el complejo NOX,
cumple con algunos de los requisitos necesarios para convertirse en un blanco

terapéutico potencial para tratar tumores invasivos.

VIll. CONCLUSIONES.

3

Esta tesis muestra evidencias sobre algunos aspectos de la adquisicion y mantencion
del fenotipo maligno, en los cuales existiria un importante rol regulador por parte de ia

GTPasa Rac, en células epiteliales mamarias humanas.

A. La sobre-expresion de la forma dominante negativa de Rac1 (RacN17), en
células epiteliales mamarias MCF-7, disminuye la expresion de Cadherina-E,
posiblemente como resultado de una desestabilizacién del los anclajes
Cadherina-Catenina, en los cuales Rac-GTP tiene un rol importante. Asociado a

esto se observa un aumento en la expresién de Snail.

B. Aun existiendo una pérdida de las uniones célula-célula debido a la
disminucién de las cadherinas, estas células no muesiran una mayor capacidad

migratoria. Posiblemente debido a la disminuida expresién de Uroquinasa.

C. En células transfectadas en forma transitoria con plasmidios que cedifican

para la forma DN y activa de Rac1, identificamos que la actividad de Rac
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modula la capacidad invasiva de células epiteliales mamarias y ésta se

correlaciona con un aumento en la actividad del promotor de uPA.

D. La actividad de Rac1 también modula la capacidad invasiva de células
epiteliales mamarias a través del control de los niveles de produccién de ROS

los cuales son sensibles a la accién de agentes como NAC y DPIL.

E. La actividad de Rac1, es capaz de modular la actividad de la via de NFxB,
Ia cual esta: directamente vinculada con el estado redox intraceiular y determina

fuertemente los niveles de expresién de UPA.

Esto resultados en su conjunto nos permiten sefialar que existe una estrecha
relacion. entre la actividad de Rac y la produccion de ROS provenientes del
complejo NOX y la adquisicién de propiedades invasivas a través de un proceso

que involucra fa activacion de la via de NFkBy la produccion de uPA.
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