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RESUMEN

En la enfermedad cancerosa, la célula tumoral manifiesta una serie de
alteraciones funcionales y marfolégicas, que le permiten tanto el crecimiento auténomo
como la movilizacién a tejidos distantes. El Factor de Crecimiento Transformante -B1
(TGF-B1) ha sido asociado a la carcinogénesis con funcién bimedal. En los inicios del
proceso, TGF-B1 actita como inhibidor de la proliferacion epitelial; mieniras que en

etapas mas avanzadas de la enfermedad, promueve [a malignizacion.

W

En este t;abajo se utilizé una linea celular de queratinocitos transformados de
ratén (linea celular PDV) para investigar la posibilidad de que el Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR), molécula frecuentemente sobre-expresada en
canceres epiteliales, forme parte del complejo de sefializacion intracelular activado por
TGF-B1. Los resultados indican que, TGF-B1 provoca la transactivacion de EGFR y la
subsecuente fosforilacion de ERK 1,2 (quinasas reguladas por sefiales exiracelulares),
activando una ruta é];ernativa a la via candnica de TGF-B1. Se observé también que la
inhibicion de la fos:fori[acién de EGFR, mediante su inhibidor especifico AG1478

(Tirfostina), impide la activacion de ERK 1,2 por TGF-31.

Se dqt’ezrminé que TGF-B1 estimula la migracion celular y [a produccion de uPA
(activador del plasminégeno similar a uroquinasa) soluble, acciones que fueron
parcialmente blogueadas ante la inhibicion de EGFR. Se observé también que la
incubacion de células PDV con TGF-B1, provocd la disociacion de los contactos

intercelulares mediados por Cadherina E y la reorganizacion del citoesqueleto de




actina en fibras de estrés; mientras que la adicién de los inhibidores de TERI (receptor

de TGF- tipo I} y EGFR, impidieron esta respuesta.

Se observo que en células PDV, TGF-§1 provoca un aumento en los niveles de
mRNA de uPA y de PAI-1, efecto que fue inhibido por SB431542 (inhibidor especifico
de TBRI) pero no por AG1478. En tanto, el nivel de transcripcién de Cadherina E, no
fue modificado con ninguno de los factores utilizados. Ademas, TGF-1 provocd un
aumento en los niveles del transcrito de Vimentina, efecto que fue bloqueado cuando
se inhibi6 EGFR y TBRI. Lo anterior sugiere que la participacién de EGFR en los
cambios estimulados por TGF-B1 afecta en forma desigual la expresion de marcadores

especificos.

Los resultados permiten sugerir que la activacion de EGFR podria estar
involucrada en la sefializacion inducida por TGF-B1, lo cual permite plantear un
mecanismo que explicaria la activacion de la ruta de las ERK-MAPK (proteina quinasa

activada por mitégeno) por TGF-B1.
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ABSTRACT

In cancerous diseases, tumor cells manifest a series of morphological and
functional changes, that allow both autonomous growth and mobilization to distant
tissues. The Transforming Growth Factor -B1 (TGF-B1), has been implicated in
carcinogenesis in a bimodal manner. At the onset of the process, TGF-$1 acts as an
inhibitor of epithelial proliferation, whereas in more advanced stages of the disease, this
factor promotes malignancy.

In this study was used a murine transformed keratinocyte cell line (PDV cell
line), to investigate the possibility that the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR),
which is frequently overexpressed in epithelial cancers, constitutes part of the
intracellular signaling complex induced by TGF-B1. The results indicate that TGF-f1
inducess EGFR transactivation and subsequently ERK 1,2 (extracellular signal-related
kinase) phosphorylation, through an alternative route to the main activation pathway of
TGF-B1. Also noticed that inhibiting the auto-activation of EGFR (with its specific
inhibitor AG1478) prevented the activation of ERK 1,2 by TGF-B1.

Was determined that TGF-B1 stimulates cel!u!ar migration and the production of
soluble uPA (urokinase-type plasminogen activator). Actions that were partially blocked
through the inhibition of EGFR. Also noticed that incubation of PDV cells with TGF-B1,
causes dissociation of E-Cadherin mediated intercellular junctions and stimulates the
formation of stress fibers, while the inhibition of TBRI (TGF-B type | receptor) and EGFR
prevented this response at different degrees.

It was found that TGF-B1 stimulated an increment in the level of uPA

transcription and this effect was inhibited by SB431542 (specific inhibitor of TBRI) but

xiii




not by AG1478. E Cadherin transcript levels did not change with any of the factors
used. TGF-B1 increased the level of vimentin transcripts, effect that was blocked by
AG1478 and SB431542.

Results presented suggest that activation of EGFR could be an important event
in TGF-B1 induced signalling and would point to a mechanism that explain the

activation of the MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) pathway by TGF-B1.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad cancerosa es una patologia cuya principal caracteristica es la
pérdida del control de la proliferacion celular y la manifestacion, por parte de la célula
tumoral, de una gama de alteraciones funcionales y morfolégicas que le permiten su
crecimiento auténomo y movilizacion a tejidos distantes (Hanahan y Weinberg, 2000).
Esta ultima caracteristica se observa en los estados avanzados de esta enfermedad y

deriva en un fenémeno conocido como metastasis (Thiery y Chopin, 1999).

La evidencia acumulada en los Ultimos afios, apunta a la existencia de
mecanismos celulares especificos durante el proceso de invasién local, que
representan la primera etapa en la cascada metastasica de los carcinomas, la forma
predominante de tumores del humano adulto (Hanahan y Weinberg, 2000; Stetler-
Stevenson y col., 1993). En general, se puede decir que la carga mutacional de una
célula tumoral metastasica es superior a la de una célula en proceso de iniciacion
(etapa inicial del proceso carcinogénico en el que ocurren alteraciones a nivel
gendmico por accion de carcinbgenos). Sin embargo, son muy pocos los proto-
oncogenes cuya activacion se asocia directamente con la capacidad metastasica
(Nguyen y Massagué, 2007; Yarden y Sliwkowski, 2001). Mas bien, lo mas comun es
que la célula sobre-exprese moléculas que normalmente cumplen un papel regulatorio

en la proliferacién y/o movilizacion celular (Yarden y Sliwkowski, 2001). Un ejemplo de

estas proteinas lo constituye el Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico




(EGFR), cuya sobre-expresion se asocia a estados avanzados de malignidad,
fundamentalmente en células epiteliales (Aguirre-Ghiso y col., 1999; Maheshwari y col.,
2001; Prenzel y col., 2000). La célula tumoral que sobre-expresa EGFR presenta una
“ventaja de crecimiento” respecto de sus congéneres normales puesto que esta
provista de muchas copias de un receptor que se activa por la unién de un factor (EGF)
caracteristicamente ubicuo, lo que permite su proliferacion en territorios diversos

(Ullrich y Schlessinger, 1990; Yarden, 2001; Yarden y Sliwkowski, 2001).

Se ha postulado también, que la adquisicién de motilidad por la célula epitelial,
incluye la sobre-expresion de un conjuntc de proteasas que degradan la matriz
extracelular (MEC), facilitando la migracién de la célula tumoral (Friedl y Wolf, 2003; Liu
y col.,, 2002; Murphy y Gauvrilovic, 1999; Santibafiez y col., 2002), Esta propiedad
también esta asociada a [a activacion de rutas de sefializacion especificas que activan
la expresion de proteasas (Santibafiez y col., 2000; Santibafiez y col., 2002). Sin
embargo, existen proteasas que, ademas de degradar MEC, son también responsables
de la activacién de rutas de sefializacion, actuando como ligandos de receptores de
membrana. Un caso es el del activador del plasminégeno similar a uroquinasa (uPA),
cuya unién a su receptor (UPAR) activa una ruta de sefializacion especifica que, a su
vez, es un elemento modulador de la motilidad celular (Andreasen y col., 2000; Blasi y
Carmeliet, 2002; Irigoyen y col., 1999). En nuestro laboratorio, se ha demostrado que la
uniéon de uPA a su receptor, resulta en la transactivacién de EGFR, un fenémeno que
depende de la actividad de metaloproteasas de matriz (MMPs) inducidas por la
interaccién uPA/UPAR, que —muy probablemente- libera un ligando insoluble de EGFR

responsable de la activacion del receptor (Guerrero y col., 2004),




1.1. Factor de Crecimiento Transformante — B1

Los factores de crecimiento transformante (TGF-B) son polipéptidos que forman
parte de una superfamilia que incluye 2 subfamilias: la subfamilia TGF-
B/Activinas/Nodal y la subfamilia BMP (proteinas morfogenéticas de hueso)/GDF
(factor de crecimiento y diferenciacion)/MIS (de! inglés, muellirian inhibiting substance)
{Massagué y Chen, 2000; Massagué y Gomis, 2006; Shi y Massague, 2003; Sporn y
Roberts, 1992). La actividad de TGF-B1, ha sido asociada con el proceso
carcinogénico de una manera bimodal (Valdés y col., 2004): en los inicios del proceso
TGF-B1 actuarfa como inhibidor de la proliferacién epitelial (Pierce y col., 1995),
mientras que en estados mas avanzados de la tumorigénesis, se convertiria en un
activo promotor de la malignidad (Akhurst y Derynck, 2001). Este faceta dual ha sido
interpretado como la evasién del control antiproliferativo por las células tumorales
mediante mecanismos que van, desde una sensibilidad alterada a TGF-B1 mediada por
mutaciones inactivantes de sus receptores, hasfa alteraciones en sus mecanismos de
transduccién (Chen y col., 1998; Grady y col., 1999; Markowitz y col., 1995; Massagué,

1998).

Como ocurre con [a mayoria de los factores de crecimiento de tipo polipeptidico,
la actividad sefializadora de TGF-B1, depende inicialmente de la union del factor a
receptores de membrana. En este caso particular, se trata de dos receptores con
actividad serina/trecnina quinasa (conocidos como tipo | y 1) {Lin y col., 1992). Ambos

tipos de receptores estan constituidos por aproximadamente 500 aminoacidos,



organizados en: un dominio N-terminal de unién a ligando, una regién transmembrana
y un dominio C-terminal con actividad quinasa. Solo los receptores tipo | poseen un
segmento regulatorio de 30 aminoacidos o region GS, rio arriba de su dominio quinasa
que es fosforilado por la actividad quinasa del receptor tipo Il unido a ligando
(Massagué y Gomis, 2008; Shi y Massagué, 2003). La union del ligando se realiza
predominantemente al receptor tipo Ii (TBRII), evento que luego permite la fosforilacion
en la regién GS y activacion del receptor tipo | (TBRI). Una vez activado el receptor
tipo |, se desencadena la activacion de la llamada via canénica de sefializacién (figura
1), que incluye la fosforilacion de las proteinas Smad 2,3, que forman un complejo con
la proteina Smad 4, para asi fraslocar al niclec donde regulan la transcripcién de
ciertos genes (Jayaraman y Massague, 2000; Massagué y Chen, 2000; Shi y
Massagué,} 2003; Sporn y Roberts, 1992). Existe abundante evidencia de que el
exceso de produccion yfo activacion de TGF-B1 en tumores puede fomentar la
progresion del cancer por mecanismos autocrinos y paracrinos (Dumont y Arteaga,
2003; Newman, 1993). En modelos murinos de cancer de mama, se ha observado que
la sefializacion activada por TGF-B1 promueve el desarrollo de metastasis (Siegel y
col., 2003; Muraoka-cook y col., 2004), lo que incluye [a inhibicién.de los mecanismos
de respuesta inmune del huésped y el aumento de: la motilidad celular, Ia sobrevida, la
neo-angiogénesis tumoral y la expresiéon de metaloproteasas tumorales (Dumont y

Arteaga, 2000; Muraoka y col., 2003; Siegel y col., 2003).
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Figura 1. Via de sefalizacion TGF-B1. El factor de crecimiento transformante-f1 se une
predominantemente al receptor tipo I, recluta al receptor tipo | y lo fosforila en la regién GS. El receptor
tipo | activado fosforila a las proteinas Smad (Smad 2/3) en el motivo SXS C-terminal, lo que les permite
traslocar al ntcleo. La incorporacién de las proteinas Smads activas al nicleo se realiza luego de la union
a Smad 4. Una vez en el nlcleo, las proteinas Smads activas forman un complejo que regula la

transcripcién de ciertos genes (Massagué y Gomis, 2006).

1.2. Transicion Epitelio-Mesénquima

Uno de los eventos que determina la progresion tumoral (desarrollo del
carcinoma) de células epiteliales, es la pérdida de sus caracteristicas y la adquisicion
de rasgos de tipo mesenquimatico, fenémeno que se conoce como Transicion Epitelio-
Mesénquima (TEM) (Boyer y col., 2000; Hugo y col., 2007, Savagner, 2001; Thiery,

2002). El modelo de la carcinogénesis de piel de raton, ha permitido definir con




precision este proceso y se ha descrito que TGF-B1, es responsable directo de la
adquisicion por la célula epitelial de algunas propiedades de célula mesenquimatica
(Caulin y col., 1995; Santibafiez, 2006). En nuestro laboratorio hemos estudiado este
fendmeno utilizando una linea celular que corresponde a queratinocitos transformados
de raton (Iinea PDV) que, bajo el estimulo de TGF-B1, pierden consistentemente los
rasgos epiteliales y adquieren marcadores de tipo mesenquimatico, como lo es la
expresion de proteasas tumorales, enfre otros rasgos y gue, en conjunto, le confieren a
la célula propiedades invasivas (Santibafez y col., 1999; Santibafiez y col., 2002;

Santibafiez, 2006).

Ademas de la ruta canénica, caracterizada por la activacidén de las proteinas
Smad, se ha descrito qgue TGF-§1 también es capaz de activar la ruta de las MAPK
(proteinas quinasas activadas por mitdgenos) (figura 2), lo que ha sido interpretado
como un incremento de versatilidad de la capacidad activadora del factor (Akhurst y
Balmain, 1999; Mulder, 2000; Tian y col., 2007). Los datos de nuestro laboratorio, que
permitieron asignar a TGF-$1 un papel en la TEM de queratinocitos transformados de
ratén, mostraron que la adquisicién de propiedades malignas secundarias a la TEM
estaban asociadas a la activacion de la ruta de sefializacion ERK 1,2 (Santibafiez y

col., 2000; Santibafiez y col., 2002).

En algunos sistemas celulares, se ha descrito que la inducciéon de una TEM
dependiente de TGF-B1, requiere del establecimiento de una cooperacion sinérgica

entre la activacién de Ha-Ras y la sefializacion TGF-B1 (Derynck y Zhang, 2003;




Gotzmann y col., 2002; Janda y col., 2002; Kretzchmar y col., 1999; Mulder, 2000; Oft y
col., 1996). La participacion de estas vias de sefalizacion especificas abre la
posibilidad de que, a nivel de receptores, también se produzcan eventos de

cooperacion.
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Figura 2. Via de sefalizacién ERK-MAPK. La union del factor de crecimiento epidérmico (EGF) a su
receptor (EGFR), provoca la activacion éste por auto-fosforilacion en tirosina. El recetor de EGF activo,
transduce la sefal a través de proteinas adaptadoras (Shc, Grb2 y Sos) a la GTPasa Ras, la cual se une a
Raf y la activa. La proteina Raf activada, fosforila a MEK 1,2 que a su vez fosforila y activa a ERK 1,2. El
dimero ERK activo puede regular blancos en el citosol o traslocar al nucleo donde fosforila varios factores
de transcripcion, regulando asi la expresion de ciertos genes (modificado de Dhanasekaran y col., 2007;;
Dhillon y col., 2007).

La activacion de EGFR constituye uno de los mecanismos centrales para la
mantencion del fenotipo maligno (Fischer y col. 2003). De hecho, la expresion de
formas activas del receptor se asocia con estados avanzados de la enfermedad

cancerosa (Salomén y col., 1995). La activaciéon de EGFR es un proceso que supone la




union de ligandos al segmento extracelular de la molécula del receptor (Yarden y
Sliwkowski, 2001). La célula tumoral utiliza maltiples mecanismos para lograr este
objetivo de activacion, entre los que podemos mencionar: la generacion autocrina de
ligandos; y la fosforilacién del receptor como resultado de [a activacién de otro receptor
no relacionado por unién a su ligando (transactivacién). Este ultimo caso, ha sido
estudiado en nuestro laboratorio para la transactivacion de EGFR estimulada por la

unién de uPA a su receptor (Guerrero y col., 2004).

Tomando en consideracidn estos antecedentes se planted estudiar la
posibilidad de que, en la induccién por TGF-B1 del fendmeno de transicién epitelio-
mesénquima y la activacion de la ruta de las ERK-MAPK, la fosforilacion de EGFR sea
el elemento que active la ruta de sefalizacion MAPK; y por tanto, sea en parte

responsable de la transicién epitelio-mesénquima.




2. HIPOTESIS.

“La activacion del receptor de EGF es un evento central en la sefializacion
mediada por TGF-f1 y determinaria la progresion tumoral en queratinocitos

transformados de ratdon”.

3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo General

Determinar el papel que juega el receptor de EGF en la progresién tumoral

mediada por TGF-B1 en células PDV,

3.2. Objetivos especificos.

1.- Estudiar el pape! que juega el receptor de EGF en las vias de sefializacion

activadas por TGF-B1 en células PDV.

2. Estudiar el papel del receptor de EGF en el estimulo de la expresién de proteasas

tumorales como uroquinasa, inducido por TGF-B1 en células PDV.

3. Analizar el papel del receptor de EGF en el aumento de la actividad migratoria

inducida por TGF-B1, en queratinocitos transformados.

4. Determinar el papel del receptor de EGF en la induccién de la transicién epitelio-

mesénquima (TEM) mediada por TGF-B1 en queratinocitos transformados.



4. MATERIALES.

4.1. Material Biologico.

4.1.1. Células.

Las células utilizadas corresponden a la linea celular PDV, donada por el Dr.
Miguel Quintanilla (Instituto de Investigaciones Biomédicas, Madrid, Espafia) y
corresponden a queratinocitos epidérmicos transformados de raton. Esta linea celular
se obtuvo mediante el tratamiento in vitro de células epidermales primarias con el
carcinégeno DMBA (dimetil benzoantraceno), el cual provoca una fransversion A a T
en el codon 61 del gen ras, generando la forma oncogénica de esta proteina (Akhurts y
Balmain, 1999; Bremner y Balmain, 1990; Fusenig y col., 1978; Quintanilla y col.,
1991). Esta linea celular produce carcinomas escamosos cuando son inyectados
subcutaneamente en el dorso de ratones desnudos atimicos (un tipo de ratén sin pelo,
que posee un timo anormal y un sistema inmune defectuoso por mutacion genética)
(Caulin y col., 1995; Diaz-Guerra y col., 1992; Quintanilla y col., 1986, Quintanilla y

col., 1991).

4.1.2. Anticuerpos.

« Monoclonales: anti-p-ERK (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), La

anti-p-Tyr (4G10) fue donada por la Dra. Maria Rosa Bono (Facultad de




Ciencias, Universidad de Chile) y la anti-Cadherina E fue donada por el Dr.

Miguel Quintanilla (Instituto de Investigaciones Biomédicas, Madrid, Espania).

e Policlonales: anti-ERK, anti-EGFR, anti-Smad 3 y anti-p-Smad 2,3 fueron

obtenidos de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA.

« Secundarios: peroxidasa anti-raton, peroxidasa anti-conejo y peroxidasa anti-

cabra fueron obtenidos de ROCKLAND, Gilbertsville, PA.

« Fluorescentes; anti-ratén FITC, anti-conejo FITC y Faloidina Alexa Fluor® 594

fueron obienidos de Molecular Probes, Eugene, OR.

4.1.3. Partidores.

Proteina Partidores °C Ciclos Producto {pb)
GPDH § 5 ACC ACA GAT CCATGC CATCAC S’ 60 25 458
AS 5' TCC ACC ACC CTG TTGCTG TA Y
uPA § 5 CCTAAGGCAGTITTGTCCY 52 33 392
AS 5 CTTCCC TGTAGTATTCGTG ¥
CadherinaE | S 5°CGT GAT GAA GGT CTC AGC cy¥ 52 30 615
AS 5 ATG GGG GCTTCATTICACY’
Vimentina S 5 GAACGGASAGTGGAATCCTIGC Y 66 30 591
AS 5 GGT TGG CAG AGG CAG AGAAATC Y
PAlI-1 § 5 ATCCTGCCTAAGTTICTCTCTGY 60 30 290
AS 5 ATTGTCTCTGTC GBG TIGTG ¥
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4.1.4. Factores de Crecimiento.

TGF-B1 y EGF fueron obtenidas de R&D (MN, USA) y Upstate-Cell Signaling Solution

(New York) respectivamente.

4.2. Reactivos.

4.2.1. Medios y Suplementos de Cultivo.

Para el cultivo de células PDV se utilizaron los medios DMEM y F-12
(Invitrogen, Carisbad, CA), suero fetal bovino (Hyclone, Logan, UT) y gentamicina

(Laboratorio Bestpharma S.A.)

4.2.2. Marcadores de Peso Molecular.

Para geles de DNA se utilizo un marcador de 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Para geles de poliacrilamida-SDS se utifizaron los estandares pretefiidos Bio-Rad
(Hercules, CA) (Miosina 211,24 kDa; B-Galactosidasa 117,76 kDa; BSA 99,81 kDa;

Ovoalbumina 49,78 kDa).

4.2.3. iInhibidores.

« Ortovanadato: Inhibidor de tirosina-fosfatasas (SIGMA-Aldrich, St. Louis, MQ).

« PMSEF: Inhibidor de serina proteasas (SIGMA-Aldrich, St. Louis, MO).
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o Leupeptina: Inhibidor de cisteina/serina proteasas (Calbiochem, San Diego,

CA).

¢ NaF: [nhibidor de serina/treonina-fosfatasas (MERCK, Damstadt, Alemania).

o NEM: Inhibidor de grupos sulfhidrilos (Calbiochem, San Diego, CA).

e AG1478: Inhibidor de la auto-fosforilacion de EGFR (Calbiochem, San Diego,

CA).

« SB431542: Inhibidor de la actividad quinasa de TBRI (SIGMA-Aldrich, St. Louis,

MO).

4.2.4. Reactivos Generales.

AGFA: Revelador y fijador radiografico.

o Bio-RAD: Acrilamida Mix 30%, Kit de cuantificacién de proteinas.

« GIBCO: RNasa away.

« Invitrogen: Platimun PCR SuperMix, ThermoScript™ RT-PCR System, Trizol.

» MERCK: HCI, NaHCO,, MgCl;, KCI, KH,POy,, iso-propancl, B-mercaptoetanol,

APS, NaOH, cristal violeta, paraformaldehido, etanol.

« Perkin Elmer precisely: Western lightning Chemiluminescence Reagent plus

(kit de revelado).
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» Pierce: Membranas de PVDF.

e ROCKLAND: Albumina de suero bovino.

« TCL: Alcohol 70%, Tris Grado Buffer, Metanol.

s US Biological: SDS, Triton X-100, Glicina, CuSQ,.

e SIGMA: CaCl,, DMSO, EDTA, EGTA, TEMED, hepes, plasmindgeno, bromuro

de etidio, tripsina.

« WINKLER Ltda: NaCl, Na,HPQ,, Glicerol, Tween 20, Caseina, Agarosa, agua

libre de RNasa, Cloroformo, TBE.

4.3. Instrumentos y Equipos.

Los instrumentos utilizados corresponden a: Campana de bioseguridad (Forma
Scientific modelo  1129), Incubador CO, automatico (Lab-Line), Camaras de
transferencia (Bio-Rad), Centrifuga Biofuge prime R (Heraeuns), Microscopio de
fluorescencia labophot-2 (Nikon), Microscopio invertido de contraste de fase modelo
TMS-F (Nikon), lector de ELISA modelo Eix-806 y Termociclador modelo TC-312

(TECHNE).
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5. METODOS.

5.1. Cultivo Celular.

Las células PDV fueron cultivadas en un ambiente hiimedo a una temperatura
de 37°C y una concentracion de 5% CO.. El medio de cultivo usado fue DMEM/F-12
(1:1) suplementado con 5% de SFBy 2 mg/L de gentamicina, el cual fue cambiado
cada 2-3 dias. Para reemplazar el medio de cultivo, las células fueron lavadas con PBS
1X (NaCl 137 mM, KClI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, ajustar pH 7.2, KH,PO4 1,8 mM});
para juego ser incubadas en Tripsina-EDTA a 37°C, hasta que las celulas se soltaron.
Para detener la reaccion, se adicioné medio de cultivo y la suspension celular fue
centrifugada a 1.800 rpm durante 5 minutos. El precipitado celular fue resuspendido en
medio de cultivo fresco y sembrado nuevamente en placas para la continuacién del
cultivo, o resuspendido en 90% SFB y 10% DMSO para su criopreservacion en

alicuotas de aproximadamente 3X1 0f células utilizando criotubos de 1,8 ml.

5.2. Western Blot.
5.2.1. Extraccién de Proteinas.

Las células fueron crecidas en placas de 60 6 100 mm de diametro. Una vez
que el cultivo alcanzé confluencia el medio fue eliminado de las placas, y las células
fueron lavadas con PBS 1X. Luego se agrego tampon de lisis EGFR (Hepes 50 mM,

NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, Glicerol 10%, Tritdn X-100 1% y MgCl; 2 mM) con
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inhibidores de proteasas (NaF 5 mM, NEM 2 mM, PMSF 0.15 mg/ml, Ortovanadato 2
mg/ml, Leupeptina 5 pg/ml) y se dejd a 4°C por 10 min. Transcurrido este tiempo, las
células fueron lisadas mecanicamente utilizando un rascador de goma (del ingles
“rubber policeman™), para obtener un homogeneizado que luego fue centrifugado a
14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y se tomé una
alicuota de 5 pl para la cuantificacién de proteinas, al resto se le agregé tampdn de
muestra 1X con B-mercaptoetanol 5% y fue calentado a 60°C en bafio Maria por 5
minutos. El homogeneizado obtenido fue ufilizado inmediatamente o almacenado a -

20°C hasta su utilizacién.

5.2.2. Electroforesis en geles de Poliacrilamida-SDS.

Para la electroforesis 20-30 ug de [as muestras fueron cargadas por carril en
geles de poliacrilamida-SDS 10%. Se utilizé una camara vertical de electroforesis para
geles de 11 x 8,5 x 0.15 cm. Los geles se coirieron a voltajes constantes de 80 V para
el gel concentrador y 120 V para el gel separador hasta observar la caida del frente de

azul de bromofenol.

5.2.3. Transferencia y revelado.

Luego de la electroféresis, se realizé una electrotransferencia en camara de
inmersién completa a 15 V durante toda la noche a 4°C. Se utilizaron membranas de

PVDF, las cuales fueron previamente activadas por 30 segundos en metanol puro.
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Finalizada la transferencia las membranas se bloquearon con leche
descremada al 10% o BSA al 3% en TBS-Tween, durante 1 hr con agitacién y a
temperatura ambiente. Luego fueron lavadas con TBS-Tween (0,05%) por 5 min., y
posteriormente incubadas durante 1 hr con los anticuerpos primarios: anti-p-ERK
(1/1000), anti-ERK (1/1000), anti-p-Tyr (1/2000), anti-EGFR (1/1000), anti-p-Smad 2,3
(1/1000), en una solucion de leche al 5% o BSA al 3% en TBS-Tween. Al finalizar la
incubacion, las membranas fueron lavadas nuevamente con TBS-Tween e incubadas
por 30 minutos o 1 hr a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario: peroxidasa
anti-raton (1/5000), peroxidasa anti-conejo (1/1 0000) o peroxidasa anti-cabra (1/5000),
en TBS-Tween. Finalmente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con TBS-
Tween. Finalmente el revelado de las proteinas se realizé por quimioluminiscencia

utilizando un kit de revelado.

El lavado (stripping) de las membrana, para [a reincubacién con nuevos
anticuerpos, se realizé con un lavado en agua destilada por 5 min., para la posterior
incubacién con una solucion de stripping (10% SDS, Tris-base 0,5 M, 0,7% B-
mercaptoetano! en agua destilada) por 30 min. a 60°C, o en NaOH 0,2 N por 10 min. a
temperatura ambiente. Finalmente la membrana fue lavada con agua destilada 2 veces
por 10 minutos y una vez con TBS-Tween por 10 minutos, antes de ser incubada con

los anticuerpos correspondientes, como se describié anteriormente.
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5.3, Cuantificacion de Proteinas.

La cuantificacién de proteinas se realizé por el método Bradford, para el cual se
tomaron 5 pl de lisado por punto a cuantificar. Se realizé una curva estandar con
concentraciones conocidas de BSA (0,1-3 pg/ul) en buffer de lisis de EGFR. La

cuantificacion se realizé en un lector de ELISA a 630 nm.

5.4, Inmunoprecipitacién del receptor de EGF.

Para la inmunoprecipitacién de EGFR se utilizaron 30 pl de una solucién de
proteina-A por cada placa, Se preparé en forma previa el complejo proteina A-
anticuerpo como se describe a continuacién: La proteina-A se lavé con 1 mi de tampon
de lisis EGFR y luego se resuspendié nuevamente en 1 ml de tampén de lisis EGFR
mas 10 pl de anti-EGFR en rotacién a 4°C por toda la noche. Al dia siguiente fue
centrifugado, lavado con tampén de lisis EGFR y resuspendido en 100 pl de tampon de

lisis EGFR por placa a homogeneizar.

Las células PDV crecidas a confluencia en placas de cuitivo de 100 mm, se
incubaron en 4 ml de medio sin suero (durante 24 hr) antes de ser estimuladas con
TGF-B1 (10 ng/ml) por 5 y 10 minutos, o EGF (100 ng/mi) por 5 minutos. Luego el
medio fue eliminado y las células fueron lisadas en hielo, como se describid
anteriormente. Los lisados fueron incubados con 100 pl del complejo proteina A-anti-
EGFR, en rotacién a 4°C por toda la noche. Al dia siguiente la mezcla se sometio a

centrifugacion y se lavo 3 veces con tampén de lisis EGFR. Finalmente el precipitado
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fue resuspendido en 60 pl de tampodn de lisis EGFR y 20 ul de tampén de muestra con
B-mercaptoetanol al 5%, se incubaron a 60°C por 10 minutos para luego ser separados

por electroforesis, como se indico anteriormente.

5.5. Zimografia.

Para detectar actividad de uroquinasa {uPA) las células PDV fueron cultivadas
en placas de 40 mm de diametro a confluencia en medio sin suero, durante 24 hr en
presencia de estimulos (TGF-81, EGF) ylo inhibidores (AG1478, SB431542). Al cabo
de este tiempo, el medio de cultivo (medios condicionados) fue removido y centrifugado
a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente a los medios condicionados se le
agrego tampon de muestra sin B-mercaptoetanol y 40 pl de estos medios fueron
corridos, a 80 V, en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% a 4°C. Una vez terminada la
electroforesis el gel fue lavado con Triton X-100 al 2,5% 2 veces por 30 min. cada vez,
con el fin de eliminar el SDS y renaturar las proteinas. Finalmente, el gel de
poliacrilamida fue puesto sobre un gel de revelado (1% agarosa, Tris 50 mM pH 8,0,
caseina 0,5%, plasminégeno 1 pg/ul, CaCl; 40 mM) e incubado a 37°C durante 24 hr
hasta observar halos de degradacion. Para detener [a reaccion se us6 2 ml de CuSO,

al 3%.

5.6. Ensayo de Migracién.

Para estudiar la migracién celular se realizaron ensayos de “cierre de herida” en

monocapas celulares. En estos ensayos las células fueron crecidas a confluencia en
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placas de 24 o 48 pozos, luego se procedié a hacer una “herida” con la punta de una
pipeta estéril de 200 ul. Las células fueron lavadas con PBS 1X para eliminar aquellas
que se hayan soitado y se dejaron en medio DMEM/F-12 5% SFB. Las células fueron
luego estimuladas con TGF-f1 o EGF, y/o los inhibidores con AG1478 o SB431542,
durante 24 hrs. Al cabo de este tiempo el medio fue eliminado, las células fueron
tefiidas y fijadas con cristal violeta-etanol (0,1%) durante 10 minutos, lavadas con PBS
1X y fotografiadas. Luego se cuantificé el nimero de células que migra al espacio

vacio dejado por el paso de la punta de la pipeta estéril.

5.7. Inmunofluorescencia.

Las células fueron sembradas en cubreobjetos de 12 mm., y luego estimuladas
durante 48 hr con los factores de crecimienio e inhibidores mencionados
anteriormente. Transcurrido dicho tiempo, las células fueron lavadas con PBS 1X,
fijladas por 10 min. con paraformaldehido 4% y lavadas nuevamente con PBS 1X. Los
sitios inespecificos se saturaron con BSA al 4% en PBS 1X por 1 hr y luego [as células
fueron incubadas con anti -Cadherina E (1/50) por 1hr, lavadas con PBS 1X por 10
minutos e incubadas con anti-ratén FITC (1/200) por 1 hr, todos diluidos en BSA al 4%-
PBS. Para tefiir el citoesqueleto de actina, las células fueron permeabilizadas con
Tritén X-100 al 0,025% por 2 min. y luego incubadas con Faloidina Alexa Fluor®594
(1/200) por 20 min. Finalmente los cubreobjetos fueron lavados 2 veces con PBS 1X, ¥
una vez con agua destilada por 10 min., montados en portaobjetos y observados en

microscopio de immunofluerescencia.
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5.8, RT-PCR.
5.8.1. Extraccion de RNA.

La exiraccion de RNA se realizd con el Reactivo Trizol, Las células PDV
sembradas en placas de 40 mm de didmetro fueron lisadas con 1 ml de Trizol y
transferidas a tubos Eppendotf de 1,5 ml. El homogeneizado fue incubado por § min. a
temperatura ambiente, se agregé 0,2 ml de cloroformo y se agité vigorosamente por 15
segundos, incubando nuevamente por 2-3 min. a temperatura ambiente. Las muestras
se centrifugaron a 12.000 g por 15 min. a 4°C. La fase acuosa que contiene el RNA se
transfirié a ofro tubo, se mezcld con 0,5 ml de iso-propanol y se incubd por 10 min. a
temperatura ambiente, para luego centrifugar a 12.000 g por 10 min. a 4°C. Finalmente
el sobrenadante se removi¢ y el precipitado de RNA fue lavado una vez con 1 ml de
etanol al 75%, agitado en vortex y centrifugado a 7.500 g por 5 min. a 4°C. El RNA fue

brevemente secado y disuelto en 25 jl de agua libre de RNasa.

5.8.2. Sintesis de cDNA.

Para la sintesis de cDNA se utilizo el Kit ThermoScript™ RT-PCR. En un tubo
Eppendorf de 0,2 ml se mezclaron: 1 yl de Oligo dT, 2 pug de RNA, 2 ul de dNTP Mix 10
mM y se lleva a 12 pl con agua tratada con DEPC. El RNA y partidores son

desnaturados a 65°C por 5 min. y puesto en hielo.
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Se preparé la solucién master mix en hielo. Para 1 reaccidon se mezclaron: 4 yl
buffer de sintesis cDNA 5X, 1 pl de DTT 0.1 M, 1 pl de RNasaOUT™ (40 U/ul) y 1 pl de
ThermoScript™ RT (15 U/ul). Se agregaron 8 pl de esta solucién a cada tubo con RNA
y se llevaron al termociclador para la sintesis de cDNA (30-60 min. a §5°C; 5 min. a

85°C).

5.8.3. PCR.

En tubos de PCR de 0,2 mi se mezclaron: 300 ng de cDNA, 2,5 pl de buffer
PCR 10X, 0,5 pl de dNTP 10 mM, 0,75 pl de MgClz, 0.5 pl de Taq 5 U/gl, 0,5 pl de cada

partidor 10 pmol/pl y agua libre de nucleasa hasta completar 25 pl.
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6. RESULTADOS

6.1. TGF-p1 induce la activacion de la via ERK-MAPK.

TGF-B1 es expresado abundantemente en tumores de origen epitelial en los
que estimula la capacidad invasiva celular (Rossmanith y Schulte-Hermann, 2001),
particularmente, en células que tienen alterada su respuesta a TGF-B1, ya sea, por
actividad anormal de Ras o mutaciones inactivantes de los receptores de TGF-B1
(Buchmann y col.,, 1991; Quintanilla y col., 1986). Con el propdsito de evaluar la
capacidad de TGF-81 de activar rutas de sefializacion alternativas a su ruta candnica
(Smad 2,3), a las que se les ha atribuido funciones en la invasividad celular
(Santibarez y col., 2000), se analizo la capacidad de TGF-B1 de activar la via de ERK-

MAPK en queratinocitos transformados de ratén (PDV).

Del resultado de la Figura 3 se puede deducir que TGF-B1 estimula la

fosforilacion transiente de las proteinas ERK 1,2 que liega a su punto méximo a los 10

min. y luego decae hasta alcanzar niveles cercanos al basal.
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Figura 3. Efecto de TGF-B1 sobre la fosforilacién de ERK 1,2 en células PDV. Las celulas PDV fueron
tratadas con TGF-B1 en ausencia de suero fetal bovino, durante los tiempos indicados. (A) La fila superior
muestra un western blot para las formas fosforiladas de ERK 1 (43 kDa) y ERK 2 (41 kDa), mientras que la
fila inferior muestra un western blot para ERK 1,2 total, como control de carga. (B) Los valores de p-ERK 2
fueron normalizados por ERK 2. El gréafico representa el valor promedio de 3 experimentos + desviacion

estandar. El * indica una diferencia significativa respecto al control con p< 0,05.

6.2. La adicion de TGF-B1 provoca la transactivacion de EGFR en queratinocitos

transformados de raton.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la activacion de
EGFR constituye una etapa importante en el proceso de sefializaciéon que determina el
grado de malignidad en células epiteliales de origen mamario (Guerrero y col., 2004).
Considerando que se ha descrito que EGFR puede ser activado por mecanismos

alternativos a la unién de su ligando EGF, en un fendmeno conocido como
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transactivacién (Fischer y col., 2003; Prenzel y col., 1999), y tomando en consideracion
el resultado mostrado en la figura 3, se analizé la posibilidad de que la activacion de la
via de sefalizacion ERK-MAPK por TGF-B1, sea el reflejo de un fenémeno de
transactivacion de EGFR por TGF-B1. Para ello, se incubé células PDV en presencia
de TGF-B1 y se analizé por inmunoprecipitacion el nivel de fosforilacién en tirosina de

EGFR, utilizando EGF (el ligando natural de EGFR) como control positivo.
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(100 ng/ml) (10 ng/mli) Control EGF  TGF-1 TGF-p1

(5min.) (5 min.) (10 min.)

Figura 4. Transactivacion del receptor de EGF inducida por TGF-B1. Las células PDV fueron tratadas
con los factores de crecimiento TGF-B1 y EGF, en ausencia de suero fetal bovino, durante 5 y 10 min.
Transcurridos los tiempos indicados las células fueron lisadas y se realizé una inmunoprecipitacién para
EGFR (135 kDa). (A) La fila superior muestra un western blot contra la forma fosforilada de EGFR vy la
inferior muestra un western blot para EGFR total. (B) Los valores de p-EGFR fueron normalizados por
EGFR. El grafico representa el valor promedio de 3 experimentos + desviaciéon estandar. Todos lo

estimulos mostraron una diferencia significativa respecto al control con p< 0,05.
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Como se observa en la figura 4, células PDV estimuladas con TGF-B1 0 EGF
provocan niveles similares de fosforilacién en tirosina (equivalente a la activacion) de
EGFR, lo que indica que, efectivamente, TGF-B1 podria activar EGFR como parte de

una ruta de sefializacién intracelular.

6.3. TGF-B1 activa la ruta ERK/MAPK a través de un mecanismo dependiente de

la activacién de EGFR.

Una vez establecido que TGF-B1 puede provocar tanto la fosforilacidn de EGFR
como la fosforilacién de ERK 1,2, se investigb la participacion de la actividad
autocatalitica de EGER en esta sefial intracelular, debido a que la autofosforilacién de
EGFR es, en gran medida, responsable de la activacion de la ruta ERK 1,2. Para
establecer la participacién de EGFR en la activacion de rutas corriente abajo de TGF-
B1, se analizé la activacién de ERK 1,2 en células PDV estimuladas con TGF-B1y EGF
incubadas en presencia de AG1478, inhibidor especifico de la activacion de EGFR
inducida por ligando. Para identificar la participacion de ia actividad TBRI (receptor de
membrana de TGF-B1 tipo ) en los procesos de fosforilacién mencionados
anteriormente se utilizé el inhibidor de 1a actividad quinasa de TERI, SB431542 (Inman
y col., 2002). Ademas, se analizé [a activacion de la via candnica de TGF-B1 (Smad
2,3) para comprobar su autonomia respecto de la activacion de EGFR y la posible

participacion de TBRI fosforilado en la activacion de la ruta ERK 1,2.
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Figura 5. EL receptor de EGF media la activacion de la via de ERK-MAPK por TGF-B1. Western blot
de las formas fosforiladas de ERK 1 (43 kDa), ERK 2 (41 kDa), Smad 2 (52 kDa) y Smad 3 (48 kDa). En la
fila inferior se muestra un western blot para ERK 1,2 total como control de carga. (A) Las células PDV
(cultivadas en ausencia de SFB) fueron tratadas con TGF-B1 por 10 min. (Carriles 2, 3 y 4) y con EGF por
5 min. (Carriles 5 y 6) en presencia (+) o ausencia (-) de: AG1478, inhibidor de EGFR o de SB431542,
inhibidor de TRRI, los cuales fueron agregados 30 min. antes de los factores de crecimiento. (B) y (C) Los
valores de p-ERK 2 y p-Smad 2 fueron normalizados por ERK 2. Los graficos representan el valor
promedio de 3 experimentos + desviacion estandar. Los * indican una diferencia significativa respecto al

control con p< 0,05.
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En la figura 5 se observa que - anteriormente mostrado en la figura 3 -, tanto
TGF-B1 como EGF fueron capaces de provocar niveles similares de fosforilacion de
ERK 1,2 (carriles 2 y 5). Dicha fosforilacién fue bloqueada s6lo en presencia de
AG1478 (carriles 3, 8 y 7), lo que sugiere fuertemente que la participacion de EGFR, en
la activacién de esa ruta, es necesaria. La seftalizacion via Smad 2,3, opera con total
autonomia respecto de la ruta ERK 1,2, dado que [a activacién de Smad 2,3, mediada
por TGF-B1 (carriles 2 y 3), sdlo es inhibida por SB431542 (carril 4) lo que refuerza el
concepto de activacién auténoma de esta via respecto de EGFR. Del mismo mado,
resulta relevante destacar que la inhibicidn de la capacidad fosforilante de TBRI por su
inhibidor SB431542, no tiene efectos manifiestos en la activacién de ERK 1,2

estimulada por TGF-B1 (Carril 4).

6.4. En células PDV el estimulo migratorio mediado por TGF-B1 es mediado por

EGFR.

Datos previos de nuestro laboratorio y de otros grupos de investigacion, han
demostrado la importancia de la activacion de EGFR en la migracion celular (Guerrero
y col., 2004; Yarden y Sliwkowski, 2001). Debido a que TGF-$1 estimula la migracion
celular (Santibafiez, 2006), y dada la importancia de EGFR en la sefializacion mediada
por TGF-B1 (Figuras 4 y 5), buscamos analizar si el estimulo migratorio de TGF-B1,

evaluado por experimentos de “cierre de herida”, depende de una sefializacién que
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involucre la activacién de EGFR. Para ello, se evalud el efecto de TGF-B1 y EGF,

ligando natural de EGFR, sobre la migracion celular utilizando ademas los inhibidores

AG1478 y SB431542.

TGF-p1 EGF
(10 ng/ml) (100 ng/ml)
Control
AG1478
(1 M)
SB431542
(10 M)

Figura 6. El estimulo de la migracién celular por TGF-B1 Involucra la actividad del receptor de EGF.
Se realiz6 un ensayo de “cierre de hertida” en cultivos confluentes de celulas PDV. E! 4rea libre de células
(herida) fue examinada luego de 30 hr. de cultivo con los estimulos TGF-B1 o EGF, en presencia o

atsencla de los inhibidores de EGFR (AG1478) y de TRRI (SB431542).
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Los resultados mostrados en la figura 6 sugieren lo siguiente:

(i

(i)

(i)

De |a primera fila vertical de microfotografias (A, D y G), se puede
deducir que la capacidad migratoria basal de las células PDV esta
influida por la actividad de EGFR y TBR! pues los inhibidores
especificos de ambos receptores bloquean parcialmente la migracion

basal de estas células.

Al comparar las microfotografias de la primera fila horizontal (A, B ¥
C), podemos decir que TGF-B1 y EGF muestran una capacidad
estimuladora de la migracién celular de muy diferente magnitud, lo
que se observa en e cierre casi total de la herida, en el caso de TGF-

B1, y el estimulo casi imperceptible observado con EGF.

El estimulo migratorio de TGF-B1 (microfotografia B} es inhibido
predominantemente por SB431542, un inhibidor especifico [a
actividad quinasa de TBRI (microfotografla H). No obstante y en forma
persistente observamos algin nivel de inhibicidon con AG1478
(microfotografia E) lo que sugiere que, corriente abajo de la activacion
de ERK 1,2, se activan procesos que sélo parcialmente afectan [a

migracion. Lo anterior puede confirmarse analizando el minimo efecto
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de EGF (que solo activa ERK 1,2) sobre la migracion celular

(microfotografia C).

(iv) Finaimente, al no identificarse un estimulo de EGF sobre la migracion
celular, se puede atribuir el efecto de los inhibidores al estimulo

generado a nivel basal.

6.5. La produccién de uPA es estimulada por TGF-B1 es parcialmente mediado

por EGFR y depende de la actividad de TBRI.

La invasividad celular caracteristica del proceso metastasico, depende en gran
medida de la capacidad de la célula tumoral de producir una maquinaria enzimatica
degradativa que facilite el proceso migratorio (Friedl y Wolf, 2003; Murphy y Gauvrilovic,
1999). El activador de plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA), y la generacion de
plasmina, han sido identificados como uno de los elementos centrales en este proceso
degradativo asociado a la malignidad celular (Murphy y Gawrilovic, 1999). Estudios
previos de nuestro laboratorio han demostrado que, en células PDV, TGF-B1 es capaz
de potenciar tanto la capacidad invasiva como [a produccién de uPA (Santibafiez y col.,
1999; Santibafiez, 2006) en un fendmeno que requiere la activacion de la via ERK-

MAPK (Santibafiez y col., 2000). Con el propésito de estudiar la participacion de EGFR
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en el estimulo de la produccién de uPA, se investigd si EGF y TGF-1, factores de
crecimiento que activaron tanto al receptor de EGF como la ruta ERK-MAPK, también

estimulaban la produccién de uPA.

A.

EGF (ng/ml) 0 1 5 10 50 100
TGFB1 (ng/ml) 0 01 05 1 5 10
B. TGF-B1 EGF

{10 ng/mi) {100 ng/ml)
uPA

AG1478 (1pM) - - + - - +
£B431542 {10 pM) -- - - + — —

Figura 7. La actividad de los receptores de EGF y TGF-B1 determina la capacidad estimuladora de
TGF-p1 sobre la produccién de uPA. (A) Andlisis zimografico de uPA secretada al medio de cultivo por
células PDV estimuladas (durante 24 hr) con concentraciones crecientes de TGF-B1 y EGF, en ausencia
de suero fetal bovino. (B) Efecto de los inhibidores de EGFR (AG1478) y de TRRI (SB431542) sobre la
produccién de uPA soluble mediada por los factores de crecimiento TGF-B1 y EGF. Los signos + y -

indican presencia o ausencia de los inhibidores.
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Los resultados de la figura 7 mostraron que:

{0

(i)

(i)

Tanto TGF-B1 como EGF, aunque a concentraciones muy distintas,

estimularon [a produccion de uPA soluble (Figura 7A).

La inhibicién de la activacién de EGFR por su inhibidor AG1478,
(Figura 7B) ejercié un efecto parcial en la produccion de uPA
estimulada por ambos factores. Tomando en consideracion que, en
estas condiciones experimentales, la ruta ERK 1,2 se encontraba
totaimente bloqueada (Figura 5), se puede deducir que la
produccion de uPA dependiente de TGF-B1, depende también de la
activacién de alguna otra via de sefializacién independiente de

EGFR.

En concordancia con lo anterior, es posible deducir que la actividad
de TRR! parece jugar un papel central en la produccién de uPA, lo
que podria atribuir a la activacion de a ruta de sefializacion Smad

2,3 un papel fundamental en el estimulo de la produccién de uPA.
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6.6. TGF-B1 induce la pérdida de adhesién célula-célula y la reorganizacién del

citoesqueleto de actina.

6.6.1. Estimulo de TGF-B1 sobre la pérdida de adhesién célula-célula.

Los mecanismos de adhesion celular juegan un papel vital en la mantencién de
la arquitectura y funcionalidad de érganos y tejidos (Gumbiner, 2000; Savagner, 2001,
Thiery, 2002). Durante la progresién tumoral ocurren alteraciones en los contactos
intercelulares, lo gue es particularmente evidente en los tumores epiteliales (Hugo y
col., 2007; Woodhouse y col., 1997). En este caso, las células tumorales pierden
capacidad de interaccién con sus vecinas mediante un mecanismo que incluye [a
inhibicién de proteinas de adhesion celular. En el caso de las células epiteliales, se ha
identificado a Cadherina E como una proteina de adhesién célula-célula que juega un

papel determinante en la capacidad de movilizacion celular.

La disminucion de la expresién de Cadherina E se relaciona con el nivel de
malignidad celular (Navarro y col., 1991). Estudios previos han demostrado que TGF-
B1 induce la disminucion de la expresion de Cadherina E (Caulin y col., 1995; Peinado
y col., 2003; Santibafiez, 2006). Dado que se ha observado que en células tumorales
TGF-B1 afecta de modo importante la motilidad celular (Figura 4) y que EGFR participa
en este fenomeno, se decidié estudiar el efecto de TGF-B1 sobre la estabilidad de los

contactos intercelulares mediados por Cadherina E, mediante experimentos de
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inmunofluorescencia para esta proteina, en células estimuladas con TGF-B1 o EGF, en
presencia o ausencia de los inhibidores de sus receptores: SB431542 y AG1478,

respectivamente.

TGF-B1 EGF
(10 ng/ml) (100 ng/ml)

A C
Control
-.
.-

Figura 8. TGF-B1 estimula la pérdida de adhesion célula-célula mediada por Cadherina E. Células

AG1478
(1 uM)

SB431542
(10 uM)

PDV sembradas sobre cubreobjetos fueron inmunomarcadas para Cadherina E. Las células fueron
estimuladas con TGF-B1 o EGF durante 48 hr en presencia o ausencia de los inhibidores de EGFR
(AG1478) y TBRI (SB431542), los cuales se agregaron 30 minutos antes de la incubacion con los factores
de crecimiento. En la figura se observa que TGF-B1 provoco la disminucion Cadherina E en los contactos

célula-célula (microfotografia B). La barra representa 15 ym.
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En la figura 8 se observa que el efecto mas drastico sobre la localizacidn de
Cadherina E lo produce TGF-$1, que provoco la ruptura de los contactos intercelulares
{microfotografia B), mientras que el tratamiento de las células con EGF no provoco el
mismo efecto (microfotografia C). La adicién de los inhibidores de TRERI y EGFR
impidieron, en distinto grado, la disociacién de los contactos intercelulares mediada por
TGF-B1, siendo mucho méas evidente el efecto de SB431542 (microfotografia E y H).
Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de TPR! en la adhesion
intercelular, lo que se aprecia en el papel de su inhibidor especifico cuya actividad no
altera las uniones intercelulares. Estos datos coinciden con los resultados obtenidos en

el estimulo de TGF-B1 sobre la produccion de uPA.

6.6.2. Estimulo de TGF-B1 sobre la reorganizacién del citoesqueleto de actina.

Como se observé en los resuitados de la figura 5, TGF-1 constituye un
importante estimulo de la motilidad celular. Una célula epitelial tumoral en movimiento
reorganiza su citoesqueleto de actina de modo de favorecer el desplazamiento a traves
de la matriz extracelular. En algunos de estos casos, el citoesqueleto de actina se
organiza formando fibras de estrés que favorecen la movilidad celular (Friedl y Wolf,
2003). Con el propésito de estudiar si TGF-§1 ejerce un rol en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina promoviendo la motilidad celular, se realizaron observaciones

por marcacién fluorescente de actina en células PDV estimuladas con TGF-B1 o EGF,
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en presencia o ausencia de los inhibidores especificos de EGFR y TBRI (AG1478 y

SB431542, respectivamente).

TGF-p1 EGF
(10 ng/ml) (100 ng/ml)

-

Control

AG1478
(1 uM)

$B431542
(10 pM)

Figura 9. Efecto de TGF-B1 sobre la reorganizacién del citoesqueleto de actina. Marcaje fluorescente
del citoesqueleto de actina en células PDV permeabilizadas, estimuladas con TGF-B1 o EGF durante 48
hr, en presencia o ausencia de los inhibidores de los receptores de EGF (AG1478) y TGF-B1 (SB431542)
los cuales se agregaron 30 min. antes de la incubacion con los factores de crecimiento. En la figura se

observa que TGF-B1 estimula la formacién de fibras de estrés (microfotografia B). Barra =15 pm.
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Como se observa en la figura 9, el tratamiento con TGF-$1 (microfotografia B)
cambié hotoriamente Ja distribucion de actina polimérica estimulando la formacion de
fibras de estrés, propias de un fenotipo mas mévil (Kaibuchi y col., 1989; Santibafiez,
2006) y reminiscentes del inicio de una transicién epitelio-mesénquima (Miettinen y
col., 1994; Hugo, 2007; Piek y col., 1999). Del mismo modo, las células adquirieron una
morfologia mas alargada, similar al fenotipo fibroblastoide. La incubacion con EGF no
provocd cambios significativos en el citoesqueleto de actina (microfotografia C). La
adicién de AG1478 asi como SB431542 en las células estimuladas con TGF-B1
(microfotografias E y H respectivamente), impidio tanto la elongacion de las células
como la aparicién de fibras de estrés lo que permite sugerir la importancia ambos
receptores en la adquisicién de un fenotipo mévil estimulado por TGF-1. Estos datos
concuerdan tanto con los datos obtenidos con Cadherina E y los obtenidos para la

migracién.

8.7. TGF-B1 estimula la transcripcion de uPA, PAI-1 y vimentina.

La malignizacién celular en epitelios implica la puesta en marcha de un proceso
conocido como transicion epitelio-mesénquima, que incluye la regulacién negativa de
marcadores epiteliales como Cadherina E y la expresion de proteinas caracteristicas

del fenotipo fibroblastoide, como Vimentina (Thiery, 2002).

38




A TGF-B1 EGF B TGF-p1 EGF
(10 ng/ml) (100 na/ml) (10 ng/ml) (100 ng/ml)
uPA | - l‘ — PA-1 -7 — — B .
GPDH | "= GPDH | === 1
05 06
04
T I
5 g o4
5 03 g
< b1
o <
s 02 o 02
01
00 00
AG1478 (1 uM) = + - - + AG1478 (1 uM) = - + - - +
SB431542 (10 yM) - - - + = - SB431542 (10 pM)  -- - - + - -
C TGF-B1 EGF D TGF-B1 EGF
(10 ng/ml) (100 na/ml) (10 ng/ml) (100 ng/ml)
Cad E vm
04 2
10
03 —
é 08
I
O
w 02 — & 06
B Q
[&] E 04 A
01
02 i
00 00
AG1478 (1 uM) = - + -- - + AG1478 (1 uM) g + - - ¢
SB431542 (10 yM) - - - + = = SB431542 (10 pM) - - 5 + - 2

Figura 10. EGFR media el aumento de la expresién de uPA, Vimentina y PAI-1 estimulada por TGF-

B1 en células PDV. Las células PDV fueron estimuladas con TGF-B1 o EGF en presencia (+) 0 ausencia

(-) de los inhibidores de EGFR (AG1478) y TBRI (SB431542). Luego de 24 hr se extrajo el RNA y se

realizo un RT-PCR de los transcritos de: (A) uPA; (B) PAI-1; (C) Cadherina E (Cad E); y (D) Vimentina

(Vm) utilizando como control GPDH. Los valores fueron normalizados por GPDH y el promedio de 2

experimentos + desviacion estandar fue graficado.
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El sistema activador de plasminégeno - que incluye a uPA, su receptor uPAR y
PAI-1 (inhibidor del activador de plasmindgeno) - juega un rol importante en protedlisis,
migracion e invasién celular (Andreasen y col., 2000). Por orto lado, es sabido que
TGF-B1 induce la expresién de PAl-1 {Dennler y col., 1998; ltoh y col., 2003; Massagué
y Gomis, 2006). Con el propdsito de dilucidar si los cambios observados en los
experimentos anteriores eran atribuibles a un cambio en la expresidén génica, se
analizo los niveles de mRNA de algunas proteinas que presumiblemente responden al

estimulo de los factores estudiados.

Los principales hallazgos de este conjunto de experimentos mostrados en [a

figura 10 los podemos resumir del siguiente modo:

(i) Los niveles del transcrito de uPA y PAI-1 aumentan significativamente
al estimulo de TGF-B1 (figura 10A y 10B); sin embargo, dicho efecto
no fue inhibido por AG1478 lo que supone que, la disminucién
(modesta) observada a las 24 horas de estimulo en [a determinacion
de actividad uPA con el inhibidor {(Figura 7) no corresponderia a un
efecto a nivel transcripcional. La ausencia de efecto inhibitorio en la
expresion de PAI-1 refleja la importancia de la ruta candnica de
sefializacion de TGF-B1 en la expresién del inhibidor, Para la
expresidbn de ambas proteinas SB431542 mostré gran poder

inhibitorio.
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(if)

(iii)

(iv)

EGF no fuvo ningtin efecto sobre la expresion de mRNA para uPA y

PAI-1.

La expresion del mRNA para Cadherina E no se modifico con
ninguno de los factores utilizados lo que permite suponer que los
resultados obtenidos en los experimentos de inmunofluorescencia
son atribuibles més a un cambio en la localizacién de la proteina que

a cambios en su expresion.

TGF-81 y EGF provocaron, en menor grado, un aumento en los
niveles de transcrito de vimentina, efecto que fue bloqueado por

AG1478 y por 5SB431542.

6.8. Evolucién temporal de la inhibicién por AG1478 del estimulo a la expresion

de mRNA para uPA por TGF-B1.

El andlisis de los datos de la figura 10 permite concluir que AG1478 (inhibidor

de EGFR) no produje una inhibicion en la expresion del mensajero para uPA
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estimulada con TGF-B1. Este dato no concuerda con el efecto observado por el mismo
inhibidor en la produccién de uPA soluble evaluada como actividad enzimatica. Por
ello, se realiz6 un analisis del desarrollo temporal de esta inhibicién considerando
tiempos mas largos de incubacion con el inhibidor. De este modo, buscamos que la
expresion del mMRNA para uPA se asocie mas eficientemente con la determinacion de

actividad observada en la figura 7.

A AG1478 (1 uM)
uPA
Horas 0 24 48 72 24 48 72

TGF-B1 (10 ng/ml)

B 16

12
T
a ——TGFp1
o ——TGF-$1 + AG1478
X o8
3

04

0 24 48 72
Tiempo (hr)

Figura 11. Curva de progreso temporal del efecto de AG1478 sobre el estimulo de TGF-1 en la
expresién del mRNA para uPA en células PDV. Las células PDV fueron estimuladas con TGF-B1 por
24, 48 y 72 hr, en presencia o ausencia del inhibidor de EGFR (AG1478). Transcurridos los tiempos, se
extrajo el RNA para realizar un RT-PCR para el transcrito de uPA y GPDH. (A) RT-PCR de mRNA uPA y
mRNA GPDH. (B) Los valores de uPA fueron normalizados por GPDH. El grafico representa el valor

promedio de 3 experimentos + desviacién estandar. Los * indican una diferencia significativa respecto al

control con p< 0,05.
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De acuerdo a los datos de la figura 11, efectivamente a las 24 hr, ia expresién
de mRNA para uPA en células cultivadas, en presencia de TGF-B1 y AG1478, sigue el
mismo curso temporal de [a expresion del mMRNA para uPA estimulada por TGF-B1 en
ausencia del inhibidor. A tiempos mayores, la inhibicién de la expresién del mRNA para

uPA se hace evidente.
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7. DISCUSION

Los datos del presente trabajo sugieren gque la activacion del Receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), juega un papel menor en el proceso de
sefializacion que permite la adquisicion de propiedades invasivas en queratinocitos
transformados de ratén estimulados por TGF-B1. La participacion de EGFR se
manifiesta en forma parcial en algunas propiedades especificas dependientes de TGF-
B1, como la expresién de uPA, la activacién de la via de sefializacion ERK 1,2, la
localizacién de Cadherina E, la reorganizacion del citoesqueleto de actina, 1a migracion

celular y la expresién de marcadores mesenquimales.

La transactivacion de EGFR es un mecanismo ampliamente reportado en la
literatura (Docherty y col., 2006; Fischer y col., 2003) que se asocia a |a posibilidad de
canalizar diferentes estimulos en una via prioritaria que, ademas, se expresa
abundantemente en células tumorales (Gschwind y col., 2001). Diversos estimulos
extracelulares utilizan la fosforilacion en tirosina de EGFR como un mecanismo comun
de sefializacién. Entre ellos, destacan ligandos de receptores asociados a proteinas G,

luz UV y stress oxidativo entre otros (Ullrich y Schlessinger, 1990; Fischer y col., 2003).

£En nuestro laboratorio se ha descrito que en células tumorales mamarias
humanas, uPA, actuando como ligando de su receptor, es capaz de incrementar la

invasividad celular en un proceso que incluye la activacién de la ruta ERK 1,2 y que
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depende de la transactivacién de EGFR por uPA (Guerrero y col., 2004). Los
mecanismos propuestos, que median el “encendido” de EGFR, son variados y van
desde la inhibicién de 1a tirosina fosfatasa especifica para EGFR, por el incremento del
potencial redox intracelular, al procesamiento proteolitico de ligandos similares a EGF,
por proteasas especlificas (Fischer y col., 2003). En el caso de la transactivacion de
EGFR por uPA, éste ltimo parece ser especificamente el caso, como se demosird al
inhibir una actividad metaloproteasica y anulando la fransactivacién (Guerrero y col.,
2004). En células fuertemente invasivas, la mantencion del receptor en un estado
activado se logra predominantemente a través de la produccion autocrina de ligandos

{(Céaceres y col., 2005).

E| factor de crecimiento transformante- 1 (TGF-B1) es un polipéptido que juega
un papel destacado en la adquisicion de propiedades malignas en células epiteliales
(Akhurst y Derynck, 2001; Caulin y col., 1995; Gotzmann y col., 2002; Janda y cal.,
2002). En general, las células invasivas producen una cantidad de TGF-$1, en forma
autocrina, que permite suponer que las vias de sefializacion dependientes del factor se
encuentran activas sostenidamente (Cui y col., 1996). Muchas de las propiedades
invasivas de estas células se pueden explicar por la activacién de rutas de sefalizacion
activadas por TGF-B1 (Janda y col., 2002; Lee y col., 2007; Mulder, 2000). Dentro de
estas propiedades invasivas moduladas por TGF-B1 destacan la motilidad, los cambios
en el citoesqueleto de actina y la secrecién de proteasas tumorales. En nuestro
laboratorio se ha demostrado que TGF-81 es capaz de estimular la invasividad celular
y la produccién basal de uPA en queratinocitos transformados de ratén (Santibafiez y

col., 1999). Quiza el rasgo mas interesante de este proceso de activacion es que en
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lugar de provocar [a activacion de las llamadas proteinas Smad 2,3 (ruta candnica),
supone la activacion de [a ruta ERK 1,2 (Mulder, 2000). Este antecedente sirvié de
sustrato para nuestra propuesta que la activacién de EGFR, que sefaliza
predominantemente via ERK 1,2, podria estar involucrada en la ruta de sefalizacion

dependiente de TGF-31.

L os resultados obtenidos en este frabajo sugieren un mecanismo molecular que
permita explicar la activacién de la ruta de fas ERK-MAPK por TGF-B1. Efectivamente,
como se ha indicado en este frabajo, TGF-B1 es capaz de transactivar el receptor de
EGF, fenémeno detectado por la fosforilacion en tirosina del receptor y la activacién de
la ruta ERK 1,2. La fosforilacién de ERK 1,2 por TGF-B1 pareciera ser un hecho
secundario a la activacién de EGFR, pues la preincubacién de las células expuestas al
factor con AG1478, inhibidor especifico de EGFR, anula totalmente la activacion. Por
su parte, la activacién por TGF-B1 de la ruta Smad 2,3 es totalmente auténoma de la
activacion de EGFR y pareciera ocurrir en forma simultanea a la activacion de ERK 1,2,
pues las mismas condiciones experimentales expuestas en el parrafo anterior no
producen cambios en |a activacion de Smad 2,3. Siguiendo este raciocinio, los cambios
de activacion de EGFR por incubacion de su ligando natural o por inhibicién de su
actividad fosforilante intrinseca, no trajeron consecuencias en la fosforilacién de Smad
2.3. Esto se interpreté como que EGFR no constituye una etapa obligada en la
activacion de Smad 2,3, o dicho de otra manera, no es un evento obligado corriente

abajo de TBRI/TERIL.
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Por su parte, el nivel basal de activacién de ERK 1,2 parece ser propiedad
prioritaria de EGFR y no de TBRI como lo demuestra la activacion basal de ERK 1,2 de
células tratadas con los correspondientes inhibidores de los respectivos receptores.
Estos datos permiten suponer que TGF-81 se une a su receptor y puede activar
simultadneamente al menos dos rutas de sefalizacion: las ERK-MAPK y las Smad. La
activacién de la ruta ERK 1,2 por TGF-B1, en condiciones en las que la actividad
serina/treonina quinasa de TRRI! estéd inhibida, se podria explicar por la posible
interaccién de TBRI con EGFR (independiente de capacidad de TBRI de fosforilar
Smad 2,3). Asi, para analizar este resultado se debe considerar la posibilidad que
interaccion del complejo TRRITRRII (cargado con su ligando) con EGFR provoque la
activacion de ERK 1,2, via que es auténoma de Smad 2,3. En ese sentido, es
importante destacar que, datos de la literatura, muestran que mutaciones en el loop 45
de TBRI, que bloguean la capacidad de activar Smad 2,3, no modifican la potencialidad
de TBRI de activar la via MAPK (itoh y col., 2003). De estos datos se puede concluir
que, la activacién de la via de las MAPK por TGF-B1 no depende directamente de la

capacidad fosforilante de TPRI pero, al parecer sl depende de la activacion de EGFR.

Los resultados del efecto de TGF-B1 sobre la migracién celular también pueden
analizarse de forma similar a lo anterior, dado que el efecto estimulador de TGF-31
sobre la migracion celular se ve més potentemente inhibido por SB431542 que por
AG1478. Ello sugiere que la transactivacion del receptor de EGF juega un papel menor
en el fendmeno global que determina Ja migracién celular. Algo similar ocurre con el
estimulo de TGF-B1 sobre la produccién de uPA. En este caso, también la inhibicion de

TRRI pareciera dar cuenta de la totalidad del estimulo, mientras que la transactivacion
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de EGFR sélo influye en forma parcial. Es interesante notar que, en las condiciones
experimentales en las que la produccion de uPA se evailia en presencia de AG1478,
estimulada por ambos factores de crecimiente (TGF-B1 y EGF), la disminucién de la
produccion de uPA es sdlo parcial. Ello, en condiciones en las que la via de
sefializacién ERK 1,2 esta totaimente bloqueada. De este modo, pareciera ser que el
estimulo de TGF-B1 sobre la migracién celular y la produccion de uPA, dependen

directamente de la actividad de TBRI y sdlo parcialmente de la de EGFR.

El analisis de la capacidad de TGF-B1 de desestabilizar las interacciones
intercelulares mediadas por Cadherina E también sugiere un mecanismo similar a los
anteriores. La inmunofluorescencia para Cadherina E, muesiran que la
inmunorreactividad para Cadherina & se ve fuertemente disminuida al incubar las
células PDV con TGF-B1. La pre-incubacién de las células con AG1478 logra retener
parcialmente algunas de estas interacciones. Sin embargo, el tratamiento con
SB431542 tiene un efecto muche mas manifiesto. Un resultado muy similar se puede

observar en la aparicién de fibras de estrés estimuladas por TGF-81.

Finalmente, el andlisis del efecto de TGF-B1 sobre la expresién de franscritos
propiamente  epiteliales (Cadherina-E) o caracteristicamente mesenquimales
(Vimentina) entrega resultados sugerentes. En ambos casos, se aprecian sutiles
cambios de expresién —hacia la estimulacién en el caso de Vimentina y la inhibicién en
el caso de Cadherina E- que son parcialmente revertidos por los inhibidores. En este

caso, es hecesario aclarar que en nuestra experiencia tratamientos cortos con TGF-B1
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no provocan cambios a nivel transcripcional en la expresion de Cadherina E por lo que
la disminucién a nivel de proteina observada por inmunofluorescencia se puede deber,
con toda probabilidad, a cambios en la estabilidad yfo localizacién de la proteina
interceiular. Un analisis similar es posible hacer en el caso de la inhibicién de la
expresion de mRNA para uPA por AG1478. En este caso, el nivel de mensajero se
modifica al preincubar las células con inhibidor sélo en tiempos mayores, lo que no
coincide con la determinacién de actividad enzimatica a las 24 horas. En nuestra
experiencia, la determinacién de actividad por zimografla reversa es un método muy
sensible que da cuenta de una masa enzimatica activa que no siempre es posible

identificar por métodos convencionales como western-blot.

Tomando estos resultados en su conjunto, se puede sugerir que la
transactivacion de EGFR constituye un mecanismo al que la célula tumoral recurre
para activar rutas de sefalizacion y que permite canalizar formas muy variadas de

estimulo extracelular hacia la obtencién del fenotipo invasivo.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se muestran evidencias que indican que la transactivacion del

receptor de EGF forma parte del proceso de sefializacion de TGF-B1 que permite la

adquisicion y mantencién del fenotipo maligne en queratinocitos fransformados de

raton.

La participacion de EGFR se manifiesta en algunas propiedades especificas

dependientes de TGF-31 como:

El estimulo por TGF-B1 provoca la transactivacion de EGFR y la activacion de
la ruta ERK 1,2, hecho que parece ser posterior a la activacion del receptor,
pues la inactivacion de EGFR, por su inhibidor especifico AG1478, anula

totalmente la activacion de la ruta ERK 1,2.

La activacién por TGF-f1 de la ruta Smad 2,3 es totalmente auténoma de la
activacién de EGFR y pareciera ocurrir en forma simultanea a la activacion de
ERK 1,2, pues la inacfivacion de EGFR no produce cambios en la activacion de
Smad 2,3. Por lo tanto, EGFR no constituye una etapa obligatoria en [a

activacion de Smad 2,3 por TGF-f1.

El efecto estimulador de TGF-B1 sobre la migraciéon celular se ve mas
disminuido por el agente que bloquea TERI que por el inhibidor de EGFR, lo
que sugiere que ambas rutas activadas por TGF-B1 cumplen un papel en el
fenémeno de adquisicion de motilidad celular, y que la transactivacion del

receptor de EGF seria responsable de una parte de este proceso.
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e La estimulacion de la produccién de uPA por TGF-B1 es regulada de un modo
muy similar al propuesto en el punto anterior, en el sentido de que el estimulo
por TGF-B1 depende totaimente de la activacion de TBRI y solo parcialmente de

EGFR. Algo similar se aprecia en la expresion del transcrito para uPA.

o El estimulo de células PDV con TGF-B1 desestabiliza las interacciones
intercelulares mediadas por Cadherina E, fenémeno gue depende parcialmente

de la actividad de EGFR y mas directamente de [a actividad de TERI.

e También se observé que TGF-B1 provoca un cambio en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, estimulando la formacién de fibras de estrés propias de
un fenotipo mas métil y reminiscentes de! inicio de una transicion epitelio-
mesénquima. Este fenémeno también parece depender directamente de la

activacion de ambos receptores.

Los resultados obtenidos muestran que EGFR forma parte de la via de
sefializacién de TGF-B1 que involucra la activacién la via de sefializacion ERK-MAPK,
que estimula la migracion celular, aumenta la actividad uPA y estimula una transicién
epitelio mesénquima. En el cancer es conocido que la via ERK-MAPK estimulada por
TGF-B1, esta relacionada con la progresién tumoral a través de la induccion de
migracién celular, sin embargo era desconocido el papel desempariado por EGFR en

este proceso.
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