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3. Resumen.

Los tumores de mama pertenecen a un grupo de lesiones neoplasicas
denominadas tumores desmoplasicos que, bajo la influencia de ciertos factores
epiteliales, originan una estructura estromal rigida responsable de la consistencia dura de
la masa tumoral. Este proceso fibrético ocurre en etapas tempranas de la enfermedad, es
controlado por una forma de fibroblastos conocidos como miofibroblastos, o fibroblastos
activados, y sus mecanismos son pobremente comprendidos. La activacion del tejido
estromal es una etapa fundamental en la progresién tumoral, permitiendo tanto la
adquisicion de propiedades malignas en células epiteliales, como la capacidad invasiva y
metastasica. En esta memoria de titulo estudiamos la miodiferenciacion de fibroblastos
mamarios no tumorales RMF-EG, frente al estimulo de TGF-B1, secretado por células

tumorales y que es abundante en el microambiente tumoral.

Los resultados mostraron que 5ng/mL de TGF-B1 aument6 la expresion de actina
a-SMA, marcador de miofibroblastos, y de CTGF, molécula asociada a diversos
desordenes fibréticos. A través del uso del inhibidor DPI y el knock-down de NOX4
demostramos que TGF-B1 promovié un ambiente oxidativo que favorecido la

miodiferenciacion fibroblastica de células RMF-EG.

Determinamos también que TGF-B1 activé la ruta de sefalizacion JNK1,2 y que
esta activacion era fundamental para el aumento de la expresién de CTGF, NOX4 y a-
SMA. Estudiamos la influencia de la activacién de esta ruta alternativa junto con el
aumento del tenor oxidativo, sobre la activacion de la ruta candnica Smad2,3. Los
resultados mostraron que el aumento en la expresidon de NOX4 y la fosforilacion de

JNK1,2 actuaban de manera sinérgica para activar la ruta Smad2,3.
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En conjunto, estos resultados demuestran que TGF-f1 provoca Ila
miodiferenciacion de fibroblastos no tumorales, a través de un mecanismo que requiere
de la activacion de JNK1,2, el aumento temprano de la expresion de CTGF y NOX4 con

un consecuente aumento de los niveles intracelulares de ROS.
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4. Abstract.

“NAD(P)H Oxidase4 and c-Jun N-Terminal Kinase participation in Transforming
Growth Factor-B71-stimulated myofibroblastic differentiation of

human mammary fibroblasts.”

Brest tumors belong to a group of neoplastic lesions known as desmoplastics or
scirrhous tumors which, under the influence of tumor cell factors, originate a fibrous
structure responsible for the hard consistency of the tumor mass. This fibrotic process
occurs during early stages of the disease, it is orchestrated by activated fibroblast i.e.
myofibroblast and its mechanisms are poorly understood. Activation of the stromal
compartment is a critical step in tumor progression, enabling the epithelial acquisition of
malignant properties, such as invasive and metastatic capacities. In the present study, we
investigated the myofibroblastic differentiation of normal human mammary fibroblast RMF-
EG, induced by TGF-B1, a growth factor secreted by tumor cells and abundant in tumor

microenvironment.

Our results reveal that a 5ng/mL TGF-B1 stimulus increased the expression of
myofibroblast marker a-SMA and CTGF, a molecule associated to several fibrotic
disorders. Using a NOX inhibitor (DPI) and a siRNA for NOX4, we demonstrated that
TGF-B1 promoted an oxidative environment that favors myofibroblastic differentiation of

RMF-EG cells.

We also determined that TGF-B1-dependant activation of JNK1,2 was essential for
CTGF, NOX4 and a-SMA increased expression. We assessed the influence of JNK1,2
activation and NOX4 activity on canonical Smad2,3 activation. Our results reveal that the
TGF-B1-dependant increase of NOX4 expression and JNK1,2 phosphorylation induced a

synergical activation of the canonical TGF-1 pathway, Smad2,3.
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Taken together, these results demonstrate that TGF-B1 promotes myofibroblastic
differentiation of normal fibroblasts RMF-EG through a mechanism that requires JNK1,2
activation, early increase of CTGF and NOX4 expression with a consequent increase of

intracellular ROS levels.
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5. Introduccioén.

Los carcinomas son lesiones tumorales generadas a partir del crecimiento y
diseminacion descontrolados de células epiteliales. En un principio el progreso del cancer
se estudi6 a través del andlisis unidimensional de la carga mutagénica de la célula
epitelial (Mueller, 2004). En la actualidad, ese analisis se ha complementado con el
estudio del papel de células no-epiteliales en el fendbmeno tumoral (Bissell, 2001). Hoy
sabemos que distintos procesos que determinan la progresion tumoral son llevados a
cabo por células estromales y/o migratorias que, junto a las epiteliales, generan el

microambiente tumoral (Hanahan, 2011).

5.1 El estroma tumoral.

El microambiente tumoral o estroma tumoral esta compuesto principalmente por:
fibroblastos, células endoteliales, pericitos, leucocitos y la matriz extracelular (MEC).
Todos estos componentes contribuyen a la adquisicion de las capacidades funcionales
que distinguen la célula tumoral, descritas el afio 2000 por Hanahan y Weinberg
(Hanahan, 2000; Pietras, 2010). Por consiguiente, tanto las células tumorales como el
estroma constituyen participantes activos que contribuyen a la induccién, progresion y

metastasis del carcinoma (Ronnov-Jessen, 1995; Beacham, 2005).

En el tumor, tanto las células neoplasicas como las estromales que la rodean,
sufren cambios progresivos durante la transformacion secuencial desde un tejido sano a
un tejido maligno (Pietras, 2010; Hanahan, 2011). Estas transformaciones ocurren de
manera simultanea (De Wever, 2003; Castello-Cros, 2009) y dependen de la mantencion

de una comunicacion paracrina dinamica entre epitelio y estroma, que promueve cambios
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funcionales reciprocos (Elenbaas, 2001). A estas transformaciones se les ha denominado
tumorigénesis y estromagénesis, dado que apelan a las células epiteliales y estromales
respectivamente. La estromagénesis se refiere a las alteraciones mesenquimales que
significan el remodelamiento de la MEC orquestado principalmente por miofibroblastos
estromales e inducido por el estimulo de las células tumorales. Este fenbmeno genera de

este modo un ambiente permisivo para el crecimiento y desarrollo tumoral (Olumi, 1999).

Durante este proceso secuencial el estroma evoluciona a través de tres etapas
gque definen su condicion de estroma normal, permisivo y activado. En un comienzo las
células tumorales proveen de sefales inductivas que alteran el comportamiento de los
fibroblastos normales produciendo una respuesta epitelial reciproca que genera un ciclo
de tumorigénesis/estromagénesis hasta alcanzar una malignizacion irreversible del
epitelio que redunda en la completa independencia del estroma (Beacham, 2005). El
hecho de que las interacciones entre epitelio y estroma evolucionen junto con el desarrollo
tumorigénico global dificulta enormemente el objetivo de dilucidar los mecanismos intimos

de esta patologia (Kessenbrock, 2010).

Bajo condiciones normales, los fibroblastos son el tipo celular predominante del
estroma, poseen un bajo indice de proliferacién y junto con la MEC, funcionan como
barrera para la iniciacion y/o progresion tumoral (Maffini, 2004). Las células que
componen este conglomerado entregan sefales que mantienen tanto la morfologia como
la adhesién epitelial, restringiendo el carcinoma (in situ) dentro de su membrana basal.
Muchos tumores son incapaces de invadir el tejido vecino mientras el estroma (celular y

molecular) no sufra una serie de alteraciones que se lo permitan (Weaver, 2004).

Bajo estimulos tumorales los fibroblastos estromales se diferencian a miofibroblastos y
son denominados fibroblastos asociados a carcinoma o CAFs por sus siglas en inglés

(Egeblad, 2005). Este fenotipo “activado” es el responsable de la expresion y liberacion de
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proteinas que alteraran los constituyentes y estructura de la MEC (Desmouliere, 2004,
Bachem, 2005). Durante su transformacion, el estroma pasa por una etapa intermedia
denominada estroma permisivo. Este estroma intermedio ya posee la capacidad para
promover e incluso iniciar la transformacion maligna de células epiteliales (Beacham,
2005; Castello-Cros, 2009). Cambios estromales adicionales, estimulados por células
tumorales, conducen el estroma a un estado irreversible de activacion en el que los
fibroblastos se convierten en altamente proliferativos y capaces de maodificar
significativamente la MEC. Las sefales liberadas por este estroma activado permiten y
promueven la invasion de las células tumorales, transformandolo en un tumor invasivo y

potencialmente metastasico (Kalluri, 2006; Joyce, 2009).

Las crecientes evidencias sobre la participacion del estroma en las etapas de
iniciacion, crecimiento y progresion tumoral, hacen imposible comprender la biologia de
un tumor mediante la simple enumeracion de caracteristicas de la célula neoplasica, sin
incluir todas las modificaciones del microambiente y su efectiva contribucién a la
tumorigénesis. Esta nocién del estroma como participante activo del desarrollo tumoral,
incluso durante etapas tempranas de la enfermedad, lo transforma en un candidato
importante como indicador de pronéstico o blanco terapéutico. Comprender las
variaciones dinamicas de la interaccion “epitelio-estroma” sera crucial para desarrollar

terapias mas eficientes que ataquen ambos compartimentos.

5.2 Desmoplasia en Cancer de Mama.

A nivel global, el cAncer de mama es la forma mas frecuente de tumor en mujeres
representando el 16% de todos los canceres femeninos y la segunda causa de muerte por

cancer en mujeres. La mayor proporcion de muertes por cancer de mama son precedidas
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por una malignizacién de las células epiteliales que provoca una invasion local y posterior
metastasis (Casey, 2008). En comparacion con los tumores invasivos de mama, que han
sido extensamente estudiados, los estadios tempranos de la enfermedad son pobremente
comprendidos. Los tumores mamarios pertenecen a un grupo de lesiones neoplésicas
que, bajo la influencia de factores generados por el propio tumor, originan una estructura
estromal rigida que es responsable de la consistencia dura de la masa tumoral (Kunz-
Schughart, 2002). A estas neoplasias se les conoce como tumores desmoplasicos. La
desmoplasia o reaccién desmoplasica es un rasgo histoldgico del estroma que se
caracteriza por una fibrosis central y se produce mediante mecanismos similares a los que
participan en el proceso de cicatrizacion incluyendo: la diferenciacion de fibroblastos a
miofibroblastos, una respuesta inmune intensa y remodelado de la MEC. Sin embargo, a
diferencia de la respuesta autolimitada del estroma frente al dafio de tejido, la
desmoplasia estimulada por la tumorigénesis carece de los mecanismos regulatorios para
revertir el fenotipo y restablecer la homeostasis del tejido (Tuxhorn, 2001). Esto provoca
una activacibn mesenquimal persistente y una fibrosis descontrolada y progresiva
(Hecker, 2009). En diversos carcinomas, incluyendo el de mama, se ha observado que el
estroma desmoplasico se encuentra inmediatamente adyacente a las células tumorales y
se cree que esta alteracion estromal podria ser critica en la progresién hacia una

enfermedad invasiva (Casey, 2008; Cichon, 2010).

5.3 CAFs: Fibroblastos Asociados a Carcinoma.

Los miofibroblastos asociados a carcinomas o CAFs, son las células estromales
més abundantes en el tumor desmopldsico y son particularmente frecuentes en
neoplasias mamarias (Ronnov-Jessen, 1995). Son éstos los que construyen el estroma

fiboroso mediante la secrecion de grandes cantidades de colageno, fibronectina (FN1),
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proteoglicanos y metaloproteasas de matriz (MMPs) (Dugina, 2001; Li, 2003; Kim, 2010).
Los miofibroblastos del estroma desmoplésico provienen principalmente de la activacién

tumoral de los fibroblastos residentes del estroma mamario (Ronnov-Jessen, 1995).

Diversos estudios genéticos y funcionales han asociado la activacion de
fibroblastos al desarrollo y malignizacion de carcinomas mamarios. La alteracion de
perfiles de expresién génica de estas células se ha relacionado a progresion tumoral,
identificando cambios transcripcionales claves que ocurren en etapas tempranas de la
enfermedad (Cichon, 2010). El andlisis del transcriptoma de carcinomas invasivos de
mama reveld que la invasién de células tumorales ocurre, al menos en parte, debido a la
adquisicion del fenotipo reactivo de los CAFs (Casey, 2008). Kuperwasser y
colaboradores observaron que sélo fibroblastos activados tenian la capacidad de inducir
carcinogénesis en tejido epitelial mamario (Kuperwasser, 2004). También se han logrado
identificar factores solubles liberados por CAFs que promueven la progresion tumoral,
como en el trabajo de Orimo y colaboradores que demostraron que la liberaciéon estromal
de la quimioquina CXCL12 promueve la angiogénesis y aumenta la proliferaciéon de
células tumorales (Orimo, 2005). También se ha demostrado que la interaccién de CAFs
con células tumorales provoca la activacion epitelial de COX-2, mediador de la
inflamacion e indicador de mal pronéstico en cancer invasivo (Singh-Ranger, 2008). Estos
y otros estudios han revelado el papel critico que juega la activacion de fibroblastos en la
progresion y adquisicion de motilidad e invasividad en cancer de mama (Cichon, 2010;

Kim, 2010).
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5.4 TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante-.

La familia de factores de crecimiento transformante beta (TGF-) son un grupo de
citoquinas que controla procesos como divisién, diferenciacion, migracion, adhesion,
organizacion, metabolismo y apoptosis celular (Massague, 2006; Padua, 2009). Se han
identificado 42 miembros de esta familia en el genoma humano incluyendo: TGF-fs,
proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), activinas, nodal, mioestatina y la hormona

antimulerina (AMH) (Massague, 2006).

Estas citoquinas son secretadas por las células como precursores inertes y son
activadas mediante protedlisis (Leask, 2010). Su actividad como moléculas de
sefalizacién depende de dos receptores de transmembrana, el receptor tipo | y tipo I
(TBRI'y TBRII, respectivamente). El receptor que une ligando es TBRII, el que luego forma
un complejo bi-dimérico, es decir, dos pares de subunidades TBRI y TRRIl (Massague,
2006). Ademas existe un co-receptor (TBRIII) que asiste el proceso de unién, capturando
el TGF-B y presentandolo a TRRIIl. Existen siete TBRI (ALKs1-7), cinco TRRII (ActRIIA,
ActRIIB, BMPRII, AMHRII y TbRIl) y dos TBRRIII (endoglina y betaglicano) (Wrana, 1994).
TBRI posee un segmento regulatorio GS donde tiene acoplado el inhibidor FKBP12. Al
unirse TGF-B a TBRII este ultimo fosforila a TRRI provocando un cambio conformacional
que desacopla a FKBP12, dejando la region GS libre para la union de su sustrato, la

familia de factores de transcripcion Smad (Huse, 2001).

Se conocen al menos nueve proteinas Smads que responden a distintos ligandos
de la familia TGF-B (Yue, 2000). La subfamilia TGF-Bs, activina, nodal y mioestatina
activan a Smad2,3 a través de ALK4,5,7, mientras que BMPs y AMH activan a Smad1,5,8
a través de ALK1,2,3,6. Las Smads tienen dos dominios globulares (MH1 y MH2) unidos
por una region linker. MH1 es responsable de la unién a ADN mientras que MH2 se une

con proteinas de anclaje para su retencion citosdlica, con TBRI para su activacion y con
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otras Smads u otros factores transcripcionales para la regulacion de expresion génica.
Producto de la union del ligando a TRRII, TRRI fosforila y activa a las Smads que se unen
a Smad4, este ultimo no es sustrato para TRRI y funciona como co-factor permitiendo la
traslocacion de Smad fosforilada (pSmad) al nacleo. Una vez en el nicleo, las Smads
promueven y/o reprimen la expresion génica (Hu, 2003; Leask, 2010). Ademas de la ruta
candnica (asociada a la fosforilacion de Smads), la familia TGF- puede activar otras vias
de transduccion intracelulares, especificamente TGF-B1 es capaz de activar proteinas
quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) como: p38, ERK, JNK, TAK-1 y PI3K. Los
vinculos bioquimicos entre TBRI y estas vias de transduccion son materia de activa

investigacion (Derynck, 2003).

5.5 TGF-B en Cancer.

TGF-B juega un rol dual en cancer manifestando una transicion desde un papel
supresor (en la célula normal) a promotor tumoral durante la tumorigénesis (Roberts,
2003). En tejidos sanos, TGF-B inhibe el crecimiento celular de diversos tipos celulares
incluyendo células epiteliales, por lo que en un principio se consideré como un candidato
de gen supresor de carcinomas (Wakefield, 1990). Durante las primeras etapas de la
tumorigénesis TGF-f mantiene esta capacidad inhibitoria, controlando el crecimiento de
células pre-malignas junto con otras funciones antitumorales como la mantencion de la
estabilidad gendémica y apoptosis (Stampfer, 2001). Mas aun, diversos estudios han
demostrado que tanto TGF-f como su receptor y sus elementos transductores de
sefializacién primarios, proteinas Smad, son importantes para la supresion de etapas
primarias de la tumorigénesis en diversos canceres humanos (Wakefield, 2002). Sin
embargo, durante los Gltimos afios se ha demostrado que mientras las células progresan

a estados mas avanzados, TGF-B pierde sus efectos supresores y estimula la
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malignizacion. TGF-B puede promover la tumorigénesis a través del aumento de la
migracion celular, formacion de tejido conectivo, inmunosupresion y promocion de la
angiogénesis (Yue, 2000). Se ha descrito que las células tumorales logran evitar los
efectos inhibitorios de TGF-f acumulando mutaciones que atentdan o bien inhabilitan por
completo su sefalizaciébn (Massague, 2006). También es posible que para ejercer sus
efectos supresores y oncogénicos TGF-B utilice diferentes vias de sefializacion,
incluyendo aquellas independientes de Smad (Roberts, 2003). Siegel y colaboradores
lograron demostrar la dualidad de TGF-f en un modelo de cancer de mama en que la
activacion de la sefializacion de TGF-f retrasa significativamente la aparicion de tumores
primarios, accién consistente con la de un factor supresor de la tumorigénesis. Sin
embargo la activacién de esta via en etapas posteriores de la enfermedad provoca un
aumento importante de focos metastasicos, demostrando el caracter oncogénico de TGF-
B en estadios avanzados (Siegel, 2003). Este y otros numerosos estudios han
demostrado la importancia de TGF- en la progresion tumoral, sobretodo en la adquisicidon
de capacidad metastasica de las células tumorales. Un trabajo realizado en nuestro
laboratorio muestra que TGF-B1 es altamente expresado por células tumorales y que los
niveles de secrecion de este factor son proporcionales a su potencial invasivo (Guerrero,

2010).

5.6 TGF-B1 y Miodiferenciacion.

Ya que las células tumorales expresan y liberan altas cantidades de TGF-B1 y los
fibroblastos contienen altos niveles de su receptor, se ha propuesto que este factor
estimula las respuestas fibroblasticas de etapas tempranas de estromagénesis, y se
considera por tanto un factor clave en la progresion tumoral promoviendo la diferenciacion
de los fibroblastos estromales (De Wever, 2003). La diferenciacion miofibroblastica

inducida por TGF-B1 ha sido descrita en diversos tejidos como pulmoén, corazén y mama.
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Esta diferenciacion provoca una sobreproduccion de compuestos de la MEC incluyendo
colageno |, VI, XV y XVIII, tenascina-C, PAI-1 y la deposicién de diversos factores de
crecimiento (Berking, 2001). La actina de mdusculo liso alfa (a-SMA) es una de las
proteinas mas abundante en células de musculo liso y constituye un marcador de
miodiferenciacion debido a que su expresidn es caracteristica predominante de los
miofibroblastos (Darby, 1990). Las vias de sefalizacion que participan en la
miodiferenciacion dependiente de TGF-B1 no estdn completamente descritas, sin
embargo, se ha demostrado que la via ALK5/Smad3 es responsable, al menos en parte,
de la respuesta fibrética de TGF-B1 en fibroblastos (Chen, 2006). ElI promotor de a-SMA
tiene dos elementos de unién a Smad (SBE) a los que se ha demostrado que se une
Smad3, y ademas posee un elemento de control de TGF- (TCE) al que se pueden unir
factores semejantes a Kriippel. Tanto los SBE como el TCE han demostrado ser
esenciales para la regulacién de expresiéon de a-SMA estimulada por TGF-31 (Roy, 2001).
La via ALK5/Smad?2,3 también esta implicada en la expresién del factor de crecimiento de
tejido conectivo (CTGF), proteina matricelular que promueve la adhesién celular e
incrementa la sefalizacion via adhesion a través de integrinas. Se ha identificado que
CTGF intermedia el fendmeno fibrotico estimulado por TGF-1 aunque no se considera un

agente fibrotico potente por si solo (Mori, 1999).

En funcion de lo descrito anteriormente, y dado que TGF-B1 es capaz de activar
otras vias de sefalizacion ademas de la ruta candnica de las Smads, se ha propuesto que
algunas de estas vias pueden estar presentes en la respuesta fibrotica a TGF-B1. A pesar
gue, la ruta candnica de sefalizacion de TGF-B1 hace un aporte importante al control de
la expresion de o-SMA, resulta relevante investigar la participacion de rutas de
sefalizacion alternativas dado que ha sido propuesto que el control de la expresion de

este marcador es probablemente dependiente del tipo celular (Hu, 2003). Es mas,
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numerosos datos sugieren que la sefalizacion a través de ALK5/Smad3 contribuye, pero
no es la base fundamental, de un fenédmeno persistente de fibrosis en modelos de

esclerodermia sistémica (Leask, 2010).

5.7 Estrés Oxidativo: NOX4.

Como se mencionara anteriormente, la reaccion del estroma frente al estimulo de
células tumorales pre-malignas, durante las etapas tempranas de la tumorigénesis, se
asimila a un proceso de cicatrizacién, lo que implica la puesta en marcha de un proceso
inflamatorio. Diversos estudios demuestran que las células tumorales inducen la
produccién de mediadores inflamatorios generando una condicién crénica que sustenta la
sefializaciébn paracrina que estimula la progresion tumoral (Coussens, 2002).
Practicamente todas las lesiones neoplasicas reclutan células del sistema inmune que
contribuyen a la expresion de una respuesta inflamatoria en respuesta al tumor y que
generan productos que promueven el desarrollo y progresién tumoral (Grivennikov, 2010;
Qian, 2010). El desarrollo de este proceso inflamatorio puede contribuir a la adquisicién
de caracteristicas distintivas mediante diversos mecanismos: liberando moléculas
bioactivas como factores de crecimiento que mantienen una sefializacion proliferativa,
factores de supervivencia que limitan la muerte celular, factores pro-angiogénicos,
enzimas que modifican la MEC vy facilitan la angiogénesis, invasién y metastasis, entre

otros (Hanahan, 2011).

Una de las consecuencias fundamentales del proceso inflamatorio es la
produccion de un estrés oxidativo que genera cantidades elevadas de especies reactivas
de oxigeno (ROS) que, como ha sido demostrado, contribuyen al desarrollo de diversos

desordenes fibréticos y la malignizacion de carcinomas (Blanchetot, 2008; Bocchino,
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2010). Existen muchos estudios que relacionan el aumento de los niveles intracelulares
de ROS con la iniciacion y progresion tumoral con un foco puesto en la célula epitelial y
basicamente en procesos de replicacién, angiogénesis, apoptosis y migracién (Halliwell,
2007; Kumar, 2008). Un estudio realizado por Toullec y colaboradores demostré que la
induccién de estrés oxidativo en células estromales de un modelo de carcinoma mamario,
fue suficiente para generar un estroma activado y provocar un aumento significativo en la

propagacion metastasica (Toullec, 2010).

Existen dos principales fuentes intracelulares productoras de ROS, la mitocondria
y la familia de enzimas citoplasmaticas NAD(P)H oxidasas (NOXs) (Blanchetot, 2008). Se
ha establecido que el estimulo de diversas citoquinas y factores de crecimiento provoca el
aumento de los niveles intracelulares de ROS, que a su vez actian como segundos
mensajeros activando distintas vias de sefializacion para provocar la respuesta celular
correspondiente (Shen, 2006). La generacién de ROS por actividad de NOX es un evento
reconocido como mediador de la acumulacion de componentes de la MEC en desé6rdenes
fibréticos, ya que provoca la miodiferenciacion de fibroblastos en diversos tipos celulares
(Bondi, 2010). Por primera vez en el afio 2009, Hecker y colaboradores implicaron una
isoforma especifica de esta familia en el proceso de fibrogénesis que resulté ser NOX4.
Este estudio comprob6é que TGF-B1 induce la expresion y activacion de NOX4 (a través
de su ruta canobnica ALK5/Smad3), y que el aumento de H,O, dependiente de esta
activacion es necesaria para la diferenciacién miofibroblastica de fibroblastos pulmonares

(Hecker, 2009).

A partir de ese afio surgieron numerosos estudios que involucran a NOX4 en la
miodiferenciacion de fibroblastos estimulada por diversos factores, incluyendo a TGF-j,
en distintos tipos celulares. Estos estudios también buscaron dilucidar el papel que

cumple el aumento de ROS en la via de transduccion de TGF-B1. En fibroblastos renales
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se observé que la miodiferenciacién estimulada por TGF-B1 dependia de una via de
sefalizacién que incluia a TBRI, Smad3, NOX-4 y ERK (Bondi, 2010). En un modelo de
cancer de prostata se determind que el estimulo de TGF-f1 aumenta los niveles de ROS
dependiente de la actividad de NOX4, este aumento del tenor oxidativo activa JNK que es
esencial en el remodelado del citoesqueleto asociado a miodiferenciacion (Sampson,
2011). También Curacanu y colaboradores observaron que en la miodiferenciacion de
fibroblastos cardiacos estimulada por TGF-B1, el aumento de ROS provocado por NOX4
afecta la activacion de Smad2,3 (Cucoranu, 2005). Esto sugiere que TGF-f1 y NOX-4
podrian estar cooperando en un bucle de retroalimentacién positiva para promover la

miodiferenciaciéon de fibroblastos.

5.8 Preguntas relevantes.

A partir de los antecedentes previamente descritos, en la presente memoria de

titulo nos propusimos responder las siguientes interrogantes:

a) ¢TGF-B1 induce un fenotipo miofibroblastico en los fibroblastos mamarios no
tumorales RMF-EG?

b) ¢Este efecto depende de un aumento de estrés oxidativo por acciéon de NOX-4?

c) ¢Qué rutas de sefializacion participan en la respuesta de miodiferenciacion a TGF-
B1?
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6. Hipotesis.

La miodiferenciacion de fibroblastos mamarios RMF-EG en respuesta a TGF-1, requiere
de un aumento intracelular de ROS dependiente de NOX4 y de la activacion de la ruta

alternativa JNK1,2.

7. Objetivo General.

Estudiar la miodiferenciacion de fibroblastos mamarios RMF-EG inducida por TGF-f1,
evaluando la importancia del tenor oxidativo, y estudiar el rol de la ruta canénica Smad3 y

no canodnica JNK en estos eventos.

8. Objetivos Especificos.

- Estudiar el efecto de la actividad NOX4 y el aumento intracelular de ROS en la
diferenciacién miofibroblastica inducida por TGF-1.

- Estudiar la importancia de la activacion de JNK en la diferenciacion miofibroblastica
inducida por TGF-B1.

- Estudiar la influencia de JNK, NOX4 y ROS en la activacion de la ruta candnica,

Smad?2/3, de TGF-p1.
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9. Materiales y Métodos.

9.1 Reactivos.

TGF-B1 recombinante humano se adquiri6 de R&D Systems Inc.
(Minneapolis, MN, US). SP600125, inhibidor de JNK1,2 se adquiri6 de Merck
(Darmstadt, HE, DE). Los medios de cultivo, DMEM y F12, y Trizol provienen de
GIBCO (Carlsbad, CA, US). Los antibidticos Gentamicina y Normocina se
adquirieron de Laboratorios Sanderson (Santiago, RM, CL) e Invivogen (San
Diego, CA, US), respectivamente. El inhibidor de NOX, difenileno-iodonium (DPI),
la sonda fluorescente 2,7-diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA) y los anticuerpos
primarios anti-tubulina y anti-B-actina se compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, US). Los RNA pequefios de interferencia (SiRNA) control y para NOX4 se
adquirieron en Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, US). Los reactivos de
transfeccion de DNA, TransIT-2020 y de siRNA, TransIT-siQuest se adquirieron en
MirusBio LLC (Madison, WI, US). La enzima transcriptasa reversa M-MLV, los
oligodT, el plasmidio Renilla-luc y el kit de medicién de actividad luciferasa, Dual
Luciferase Reporter Assay System se adquirieron de Promega (Fitchburg, WI,
US). Los anticuerpos primarios anti-fosfo-Smad2,3, anti-Smad2,3, anti-JNK1,2 y
anti-CTGF se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, US). El
anticuerpo primario anti-fosfo-JNK se adquiri6 en Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, US). Los anticuerpos primarios anti-NOX4 y anti-a-SMA se
compraron en Abcam (Cambridge, MA, US). Los anticuerpos secundarios

conjugados a peroxidasa anti-ratbn, anti-conejo y anti-cabra se adquirieron de
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Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, PA, US). Los anticuerpos secundarios
utilizados en ensayos de inmunoflourescencia, Alexa Fluor-488 anti-raton, Alexa
Fluor-555 anti-conejo y FITC anti-cabra, se adquirieron de Jackson
ImmunoResearch (Reston, VA, US). Faloidina-Alexa Fluor 594 fue adquirido de
Molecular Probes (Eugene, OR, US). Las membranas de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) y el sustrato quimioluminiscente, Supersignal West Pico se adquirieron de
Thermo Scientific (Waltham, MA, US). La pelicula fotografica Amersham Hyperfilm
ECL se adquiri6 de GE Healthcare Life Sciences (Uppsala, C, SE). Las células
estromales de mama RMF-EG y el plasmidio 3TP-Luc fueron proporcionados por

Dra. Ch. Kuperwasser y Dr. E. Brandan, respectivamente.

9.2 Cultivo Celular.

En el desarrollo de este proyecto de titulo, se utilizé la linea celular estromal
de mama RMF-EG proporcionada amablemente por Dra. Ch. Kuperwasser, (Tufts
University, MA, US). Estas células fueron aisladas desde una paciente normal
sometida a una reduccion mamaria (Kupperwasser,2004) y fueron cultivadas en
botellas de 75cm? de superficie en medio de cultivo DMEM/F12 (Sigma-Aldrich,
MO, US) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB), 2mg/L Gentamicina
(Laboratorio Sanderson, RM, CL), y 100pug/mL Normocina (Invivogen, CA, US).
Para los ensayos de western blot y knock-down, utilizando siRNAs, se utilizaron
placas de 60mm de diametro. En los ensayos de gPCR las células se sembraron

en placas de 35mm, para los ensayos de inmunofluorescencia y reporteros de
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luciferasa, en placas de 24 pozos y para la determinacion de los niveles de ROS

intracelular, en placas de 98 pozos.

9.3 Obtencidén de Extractos Proteicos.

Las células RMF-EG sembradas en placas de cultivo de 60mm de diametro,
se estimularon con 5ng/mL de TGF-B1 en presencia o ausencia de los inhibidores
de NOX y JNK, 2,5uM de DPI y 10uM de SP600125 respectivamente. Luego del
estimulo, las células se lavaron con amortiguador de fosfato salino (PBS) 1X frio y
se lisaron usando el amortiguador comercial Complete Mini (Roche Diagnostics,
BS, SE), agregandole 2mg/mL de ortovanadato (OV) y 20mM de fluoruro de sodio
(NaF). Las placas se rasparon y los lisados se incubaron en hielo durante 10min.
Las muestras se centrifugaron a 16.000g durante 10min a 4°C. La concentracion
de proteinas de las muestras se obtuvo utilizando el reactivo DC™ Protein Assay

(Bio-Rad, CA, US).

9.4 Obtencién de Extractos Proteicos para la Inmunodeteccion de NOX-4.

Para la inmunodeteccion de NOX-4 se utilizé un amortiguador de lisis que
contiene: 30mM Tris-HCI (pH 7,5), 5mM EDTA, 150mM NaCl, 1% Tritdbn X-100,
0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS), 10% glicerol,
2mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 2mg/mL pepstatina, 2mg/mL

leupeptina y 1ImM OV. Luego de someter las placas a raspado en frio, los lisados
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celulares se incubaron en hielo durante 1hr. Posteriormente las muestras se
sonicaron durante 5seg y se calentaron a 80°C durante 5min. Las muestras
sonicadas se centrifugaron a 13.000rpm durante 10min a 4°C, y la concentracion
de proteinas se obtuvo utilizando el reactivo DC™ Protein Assay (Bio-Rad, CA,

us).

9.5 Western Blot.

Las proteinas se denaturaron a 80°C en una solucién con 62,5mM Tris-HCL
(pHG6,8), 10% glicerol, 2% SDS, 14,4mMB-mercaptoetanoly 0,01% azul de
Bromofenol. Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al
10% usando un equipo de electroforesis. Posteriormente las proteinas se
transfirieron a una membrana de PVFD, previamente activada en metanol,
mediante un sistema de transferencia humeda. Al finalizar la transferencia las
membranas se lavaron 3 veces con amortiguador TBS-T (20mM Tris-HCI pH7,6,
150mM NacCl, 0,05% Tween), y se bloquearon con una solucion de leche baja en
grasa al 10% en TBS-T durante lhr a temperatura ambiente. A continuacion se
incubaron con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C con agitacion
constante. Los anticuerpos se diluyeron en leche libre de grasa al 1% o en BSA
5%.Los anticuerpos primarios usados fueron: anti-fosfo(ser423/425)-Smad2,3
(1:1.000; Santa Cruz), anti-Smad2,3 (1:1.000; Santa Cruz), anti-fosfo
(Thr183/Tyr185)-JNK1,2 (1:1.000; Cell Signaling), anti-JNK1,2 (1:1.000; Santa

Cruz), anti-a-SMA (1:300; Abcam), anti-CTGF (1:1.000; Santa Cruz), anti-NOX-4
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(1:500;Abcam), anti-Tubulina (1:5.000; Sigma-Aldrich) y anti-B-Actina (1:5.000;
Sigma-Aldrich). Luego las membranas se lavaron tres veces con TBS-T durante
10min a temperatura ambiente y se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes conjugados a peroxidasa durante lhr a temperatura ambiente.
Los secundarios se diluyeron en TBS-T. Los secundarios utilizados fueron:
anti-raton (1:5.000; Rockland), anti-conejo (1:7.000; Rockland) y anti-cabra
(1:5.000; Rockland). La marca quimioluminiscente se visualizo utilizando el kit
comercial Supersignal West Pico (Thermo Scientific, IL, US) y la deteccién se
realiz6 con peliculas fotograficas Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Life
Sciences, C, SE). Las imagenes digitalizadas de western blot se utilizaron para el
andlisis densitométrico hecho con el software KODAK Molecular Imaging version

Upgrade 4.0 (Kodak, NY, US).

Una vez terminado este andlisis las membranas se trataron con una
solucion de 200mM Glicina pH 2.0, 100mM B-mercaptoetanol y 0,05% Tween
30min a temperatura ambiente para remover los anticuerpos unidos. Se lavaron
las membranas tres veces con TBS-T20 min a temperatura ambiente, se volvieron
a bloquear y incubar con los anticuerpos dirigidos a las formas totales de las
proteinas, a-tubulina o B-actina, como control de carga de los ensayos de western

Blot.
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9.6 Inmunofluorescencia.

Las células RMF-EG se cultivaron en cubreobjetos redondos de 15mm de
diametro (Paul Marienfeld Gmbh & Co.KG, BW, DE) previamente autoclavados y
pre-incubados con SFB durante 1h a 37°C. Las células se estimularon con 5ng/mL
de TGF-B1 en presencia o ausencia de los inhibidores de NOX y pJNK, 2,5uM de
DPIl y 10uM de SP600125 respectivamente. Luego del estimulo correspondiente,
las células se fijaron sobre hielo usando paraformaldehido (PFA) 4% en PBS 1X
frio dos veces durante 10min. A continuacion las células se lavaron tres veces con
PBS 1X frio. Posteriormente las células se permeabilizaron usando una solucion
de0,025% Triton X-100 preparada en una solucién 1% BSA en PBS durante 2min
y lavadas dos veces con PBS. Luego las células permeabilizadas se incubaron
con una solucion de 5%BSA en PBS durante 1h para bloquear la actividad
peroxidasa endocelular, y se volvieron a lavar una vez con PBS 1X. Las células se
incubaron con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos se
diluyeron en una solucion de 1%BSA en PBS 1X. Los anticuerpos primarios
utilizados fueron: anti-a-SMA (1:100; Abcam), anti-fosfo (ser423/425)-
Smad2,3(1:50; Santa Cruz), anti-Smad2,3 (1:50; Santa Cruz), anti-fosfo
(Thrl83/Tyrl85)-JNK1,2 (1:50;CellSignaling) y anti-JNK1,2 (1:50; Santa
Cruz).Luego, las células se lavaron tres veces con PBS 1X durante 5min y se
incubaron con anticuerpo secundario en oscuridad durante 1lhr a temperatura
ambiente. Los anticuerpos se diluyeron en una solucion del% BSA en PBS 1X.
Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: Alexa Fluor-488 anti-raton (1:500;

Jackson Immuno Research), Alexa Fluor-555 anti-conejo (1:500; Jackson
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ImmunoResearch), FITC anti-cabra (1:500; Jackson ImmunoResearch). Para
identificar actina, las células se incubaron con Faloidina-Alexa Fluor 594
(Molecular Probes, OR, US).Luego de la incubacion las células se lavaron tres
veces con PBS1X. Para la tincién del nucleo las células se incubaron con una
solucién de 1ug/ml de Hoechst en PBS1X durante 3min a temperatura ambiente y
se volvieron a lavar dos veces con PBS1X. Finalmente los cristales se montaron
sobre cubreobjetos usando el medio de montaje VECTASHIELD (Vector

Laboratories, CA, US).

9.7 Transfeccidn con siRNA.

La transfeccion de los siRNA se llevo cabo utilizando el reactivo ~ TransIT-
SIQUEST (MirusBio LLC, WI, US) de acuerdo con el protocolo del fabricante, que
permite que la transfeccion se lleve a cabo en presencia de suero. Luego de 24h
de cultivo (confluencia aproximada 70%), se renové a las células el medio
completo para su transfeccién. Para las condiciones tanto control como
experimental se utilizaron concentraciones finales de siRNA de 50nM por cada
placa de cultivo. Los siRNA se incubaron con el reactivo  TransIT-siQUEST en
medio sin suero durante 20min a temperatura ambiente, posteriormente la mezcla
se adicion0 a las placas y estas se incubaron durante 24h a 37°C. Luego de la
transfeccion, las células se estimularon con 5ng/mL de TGF-B1 para deteccion de
marcadores de diferenciacion, o bien tripsinizadas y sembradas en placas de 24

pozos para realizar ensayos de reportero luciferasa.
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9.8 Ensayo Reportero-Luciferasa.

El plasmidio reportero 3PT-Luc fue proporcionado amablemente por el Dr.
E. Brandan (Pontificia Universidad Catdlica de Chile, RM, CL). Las transfeccion se
llevd a cabo utilizando el reactivo TrasnlT-2020 (MirusBio LLC, WI, US) de
acuerdo con el protocolo del fabricante, que permite que la transfeccién se lleve a
cabo en presencia de suero. Las células RMF-EG se sembraron en placas de 24
pozos (confluencia aproximada 70%) y -cultivadas durante 24h a 37°C.
Transcurrido el tiempo de cultivo, se renové el medio completo para realizar la
transfeccion. Se incubaron 500ng de 3TP-Luc y 10ng del plasmido Renilla-luc
(Promega, WI, US), como control de transfeccion, con 3uL por pug de DNA del
reactivo TranslT-2020 en 50uL de medio sin suero durante 30min a temperatura
ambiente. Posteriormente la mezcla se adicion6 a las placas y se incub6 durante
6h a 37°C. Luego de la transfeccion, las células se estimularon con 5ng/mL de
TGF-B1 en presencia o ausencia de los inhibidores de NOX y pJNK, 2,5uM de DPI
y 10uM de SP600125 respectivamente, durante 16h a 37°C. Transcurrido este
periodo, las células se lavaron una vez con PBS1X. Luego, se lisaron y su
actividad se midio utilizando el sistema Dual Luciferase Reporter Assay System
(Promega, WI, US).Los datos se expresaron como la razén entre la actividad

luciferasa de luciérnaga y la de renilla.
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9.9PCR Cuantitativo.

El RNA total se aisl6 a partir de células RMF-EG sembradas en placas de
35mm tratadas con 5ng/mL de TGF-B1. La extraccion se realizé utilizando Trizol
(GIBCO, CA, US), de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. EI DNA
complementario (cCDNA) se generd por la transcriptasa reversa M-MLV (Promega,

WI, US) usando como partidor oligodT (Promega, WI, US) y 1,5ugde RNA total.

El ensayo de PCR cuantitativo (QPCR) se realiz6 utilizando los siguientes
partidores: NOX4, sentido: 5TAGATACCCACCCTCCCG 3, anti sentido:
5TGGGCTCTTCCATACAAATC 3’, tamafo producto PCR: 169pb; a-SMA,
sentido: 5 GCCGACCGAATGCAGAAGGA 3, anti sentido: 5
TGCGGTGGACAATGGAAGGC 3’, tamafio producto PCR: 190pb; CTGF, sentido:
5TTGGCCCAGACCCAACTATG 3, anti sentido: 5
CAGGAGGCGTTGTCATTGGT 3, tamafio producto PCR: 240pb. Se utilizd el
sistema de PCR en tiempo Real Light Cycler™ (Roche Diagnostics, BS, SE). Las
reacciones se llevaron a cabo en capilares de vidrio con 50ng de cDNA en un
volumen final de 10uL. La mezcla de PCR se prepard con LC Fast Start DNA
Master SYBR Green | (Roche Diagnostics, BS, SE), 3mM de MgCl, y 0,3pmol de
cada partidor (S/A). La fluorescencia se analiz usando el software: Light Cycler™
Analysis Software (Roche Diagnostics, BS, SE). El crossingpoint (Cp) para cada
reaccion se determin6 usando el algoritmo Fit Point y ajuste manual de linea base.
La cuantificacion se determind usando el método de curva estandar relativa con
distintas cantidades de DNA referente estandar generado a partir del amplicén de

PCR de cada gen blanco, y se expreso en copias/pL. El templado para las curvas
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estandar especificas de cada gen, se gener6 mediante PCR convencional y
purificado mediante el sistema Concert Rapid Gel Extraction System (Gibco
Invitrogene, CA, US). La cantidad de transcrito para cada gen de interés se

normalizé contra los niveles de transcrito 18S.

9.10 Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

El contenido intracelular de ROS se midié utilizando la sonda fluorescente
sensible a oxidacién, H,DCFDA. Células RMF-EG se sembraron en placas de
96 pozos, cultivadas durante 24h a 37°C y posteriormente tratadas con 5ng/mL de
TGF-B1. Posterior al estimulo, las células se incubaron con 10uM de H,DCFDA en
medio sin rojo fenol (Gibco Invitrogene, CA, US) durante 30min a 37°C. Luego las
células se lavaron y se lisaron con NaOH 0,1N. La fluorescencia se monitored
usando un fluorbmetro para microplaca (Spectra MAX, Gemini EM; Molecular
Divices, CA, US) con longitudes de onda de 480 y 530nm, de excitacién y emision,
respectivamente. En el experimento en que se inhibié la fosforilacion de JNK1,2,

las células se pre-incubaron con 10uM de SP600125 durante 30min.
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10. Resultados.

10.1 La expresién de marcadores de miodiferenciacion estimulada por TGF-B81

depende de la actividad NOX.

Diversos estudios han establecido que la miodiferenciacion de fibroblastos en
enfermedades con un componente fibrético requiere de un aumento de los niveles
intracelulares de ROS (Bocchino, 2010; Toullec, 2010). En muchos de estos casos, se le
adjudica la responsabilidad del aumento del tenor oxidativo a la actividad de enzimas
NOX y en algunos casos especificamente a la actividad de la isoforma NOX4 (Shen,
2006; Hecker, 2009; Bondi, 2010; Park, 2010). La miodiferenciacion de los fibroblastos
mamarios RMF-EG fue evaluada a través de la expresion de los marcadores a-SMA y
CTGF mediante Western blot, y se estudio el efecto de la actividad NOX (y la produccion
concomitante de ROS) utilizando DPI, inhibidor de estas flavoenzimas. Células RMF-EG
se pre-incubaron con 2,5uM de DPI durante 30min y posteriormente estimuladas con
5ng/mL de TGF-B1 durante 72 y 30h para observar los niveles de a-SMA y CTGF,
respectivamente. Como se observa en la figura 1A, TGF-B1 aumento significativamente la
expresion de ambos marcadores (p<0,0001 y p<0,001). Como se observa en la misma
figura, un pre-tratamiento de 30min con 2,5uM de DPI bloqued el aumento de los

marcadores de miodiferenciacion estimulado por TGF-1 (p<0,0001y p<0,001).

También se estudi6 el aumento de la expresion de ao-SMA mediante
Inmunofluorescencia usando un anticuerpo especifico contra a-SMA. Como se observa en
la primera columna de la figura 1B, el tratamiento de células RMF-EG con 5ng/mL  TGF-
B1 provoca un aumento significativo en la expresion de este marcador (verde). La

segunda columna de la Figura 1B muestra un claro aumento en los filamentos de actina
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(rojo), identificada mediante el uso de faloidina. Estos filamentos que incorporan los
monomeros de a-SMA y que se conectan de manera directa a adhesiones focales, son
esenciales para el aumento de contractilidad caracteristico de los miofibroblastos (Smith,
2006; Cai, 2012). Este resultado demuestra que el estimulo de TGF-B1 provoca un
aumento significativo de a-SMA junto a una importante reestructuracién del citoesqueleto,
ambos fendmenos considerados marcadores de la miodiferenciacion. Un pre-tratamiento

de 30 min con 2,5uM de DPI bloque6 ambos fenémenos.

En conjunto, los resultados obtenidos mediante Western blot e
Inmunofluorescencia sugieren que la miodiferenciacion de fibroblastos RMF-EG
estimulada por TGF-B1 depende del establecimiento de un nivel redox intracelular

atribuible a la actividad NOX.
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Figura 1: TGF-B1 induce miodiferenciaciéon dependiente de la actividad NOX en fibroblastos
RMF-EG. Células RMF-EG se pre-incubaron con 2,5uM de DPI durante 30min y posteriormente
estimuladas con 5ng/ml de TGF-B1 durante 30h para el caso de CTGF y 72h para a-SMA.
A) Western blot representativo y andlisis densitométrico muestran que la expresion de a-SMA y
CTGF aumenta significativamente luego del estimulo de TGF-B1 y que este aumento es bloqueado
por DPI. La expresion de a-SMA se normalizé con respecto Tubulina, mientras que la expresion de
CTGF se normaliz6 con B-Actina. Los valores corresponden al promedio + error estandar (n=3).
B) Inmunofluorescencia representativa que muestra el aumento en la expresion de a-SMA y
reordenamiento de los filamentos de Actina en respuesta a TGF-B1 y la inhibicién de ambos
fenomenos por la accion de DPI. Verde: a-SMA marcado con anticuerpo acoplado a Alexa Fluor
488. Rojo: Actina marcada con faloidina-Alexa Fluor 594. Azul: niicleo marcado con Hoescht.
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10.2 La expresion de CTGF, NOX4 y el aumento intracelular de ROS estimulado por

TGF-B1 precede a la expresion de a-SMA.

Estudios previos realizados en el laboratorio demostraron que las células RMF-EG
expresan mRNA para las isoformas NOX4 y NOX5, sin embargo, Unicamente la primera
responde a un estimulo de TGF-B1, aumentando significativamente su expresion (Tobar,
2010). Teniendo en cuenta este antecedente, en el presente trabajo se tomé en
consideracién unicamente los cambios de expresién e influencia de NOX4 en la respuesta

a TGF-p1.

Con el propésito de analizar el curso temporal de la expresion de las moléculas
estimuladas por TGF-B1, realizamos un analisis mediante qPCR, de la expresion de RNA
mensajeros (MRNA) en células RMF-EG en un lapso que abarcé hasta 48h de estimulo.
De este modo, pretendimos aproximarnos a los eventos tempranos que determinan la
respuesta de miodiferenciacion de fibroblastos mamarios estimulada por TGF-B1. Se
examinaron por qPCR los niveles de los mMRNA de a-SMA, CTGF y NOX4. En la Figura
2A se observa que el estimulo de 5ng/mL de TGF-1 provocé un aumento temprano del
MRNA de CTGF y NOX4 alcanzando un maximo a las 4 y 16h (p<0,0001),
respectivamente. Por otra parte, el estimulo sobre el mMRNA de a-SMA alcanza una
aumento significativa a las 24h de estimulo (p<0,0001). La expresiéon de los tres
mensajeros se mantuvo elevada durante al menos las 48h post-estimulo (p<0,0001). Este
resultado muestra que la expresion de CTGF y NOX4 precede en 20 y 8h,
respectivamente, al aumento del principal marcador de diferenciacion miofibroblastica a-

SMA.

De forma paralela, se midieron los niveles intracelulares de ROS utilizando

H,DCFDA como sonda fluorescente. Para ello, células RMF-EG se trataron durante los
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tiempos indicados con 5ng/mL de TGF-B1. Como se muestra en la Figura 2B, TGF-f1
provocé un aumento significativo de los niveles intracelulares de ROS a partir de la 4h de
estimulo (p<0,0001). Estos niveles continuaron aumentando durante las horas
posteriores, manteniéndose elevados hasta por lo menos 48h post-estimulo (p<0,0001).
Este resultado demuestra que el aumento de expresion de NOX4 esta acompafiado de un
consecuente aumento de los niveles intracelulares de ROS, generdndose de tal manera

un ambiente intracelular oxidativo.

La figura 2C corresponde a un gréafico temporal que muestra en conjunto los
resultados de gPCR y de la medicion de ROS intracelular hasta las 48h post-estimulo de
TGF-B1. Ambos resultados muestran que TGF-31 aumenta tempranamente la expresion
de los mRNA de CTGF y NOX4, para posteriormente aumentar el de a-SMA. Esta
respuesta a TGF-B1 ocurre dentro de un contexto de aumento del tenor oxidativo

intracelular, generado probablemente por el aumento temprano de la expresion de NOX4.
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Figura 2: TGF-B1 aumenta la expresion de los mensajeros de CTGF, NOX4 y a-SMA ademas
de los niveles intracelulares de ROS. Células RMF-EG se estimularon con 5ng/mL de TGF-1
durante los tiempos indicados. A) Ensayo de qPCR muestra el aumento temprano de los mRNA de
CTGF y NOX4, y un posterior aumento de a-SMA en respuesta a TGF-f1. *p<0,0001 B)
Produccion intracelular de ROS evaluada a través de la fluorescencia generada a partir de la
incubacion de las células con H,DCFDA. Se observa que TGF-B1 aumenta significativamente la
produccion intracelular de ROS a partir de las 4h de estimulo. C) Curso temporal de la expresion
de mRNAs y produccién de ROS. Se observa que el aumento de los mMRNA de CTGF, NOX4 y a-
SMA en respuesta a TGF-B1, ocurre dentro de un contexto de aumento de tenor oxidativo. Los
valores corresponden al promedio + error estandar (n=3).
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10.3 EI aumento de NOX4 es necesario para la expresién de marcadores de

miodiferenciacion estimulada por TGF-81.

Debido a la baja especificidad del inhibidor DPI, que no distingue entre las distintas
isoformas de NOX, se realizé un experimento en que se inhibié la expresiéon de NOX4
usando un siRNA especifico para esta molécula para determinar si, efectivamente, NOX4
participa de la respuesta de miodiferenciacion estimulada por TGF-31. Con este propésito,
fibroblastos RMF-EG fueron transfectados con el siRNA para NOX4 (siRNA-NOX4) de

acuerdo a la técnica descrita en la seccién Material y Métodos.

Los niveles de a-SMA fueron evaluados en células RMF-EG transfectadas durante
24h con siRNA-Control o siRNA-NOX4 y posteriormente estimuladas durante 72h con
5ng/mL de TGF-B1. Como se muestra en la figura 3, TGF-B1 no logr6 aumentar los
niveles del marcador a-SMA en células donde la expresion de NOX4 esta disminuida con
siRNA-NOX4, manteniéndose su expresion en niveles basales (p<0,0001). Estos
resultados demuestran concluyentemente que la miodiferenciacién estimulada por TGF-

B1 en fibroblastos RMF-EG requiere especificamente de la actividad de NOX4.

Pagina | 34



A B

siControl siNOX4
ol + = + 5 ng/mL TGF-p1
44 p<0.0001
T e s 0-SMA p<0.0001
© 34
=
B-Actina g
~ 24
<
=
o
3 1-
siControl  siNOX4
s &l
S & - NOX4 - + - + TGF-B1 5ng/ml

siControl siNOX4
S S (3-Actina

Figura 3: NOX4 ejerce un papel permisivo en la expresion de aSMA inducida por TGF-B1 en
fibroblastos RMF-EG. Células RMF-EG se transfectaron con siRNA-Control o siRNA-NOX4
durante 24h y posteriormente estimuladas con 5ng/mL de TGF-B1 durante 72h. Western blot
representativo (A) y andlisis densitométrico (B) que muestran la inhibicion del aumento de a-SMA
estimulado por TGF-B1 debido al knock-down de NOX4. Los valores corresponden al promedio +
error estandar (n=3). (C) Western blot representativo que muestra la disminucion la expresiéon de
NOX4 debido a la expresion del siRNA-NOX4. Este es un resultado representativo de tres
experimentos independientes.

10.4 TGF-B1 activa Smad2,3 y JNK1,2. Dependencia en la expresion de los

marcadores de miodiferenciacion.

Estudios de miodiferenciacion han demostrado que el estimulo de TGF-B1
modifica la respuesta celular mediante la activacion de diversas vias de transduccion
entre las cuales, ademas de la ruta de proteinas Smads, se activan otras vias alternativas.
Existen evidencias de que TGF-B1 puede activar proteinas como ERK, TAK1, FAK y JNK,
las que participan, junto con el aumento intracelular de ROS, en la induccion del fenotipo
miofibroblastico (Shi-wen, 2009; Bondi, 2010; Sampson, 2011). Existen estudios que

implican a JNK en la expresién de marcadores de miodiferenciacion y remodelamiento del
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citoesqueleto en fibroblastos que sufren diferenciacién por TGF-B1. Especificamente un
estudio realizado por Smith y colaboradores en conjunto con nuestro laboratorio mostro
que JNK participa en la expresiéon de a-SMA, en la miodiferenciacion de fibroblastos

gingivales estimulada por TGF-f1 (Smith, 2006).

Tomando en cuenta estos antecedentes, se estudid en células RMF-EG, la
activacion dependiente de TGF-B1 de las rutas Smad2,3 y JNK1,2. La activacion de
ambas rutas se analizd mediante la inmunodeteccion de las formas fosforiladas de las
proteinas Smad2,3 (Ser423/425), y JNK1,2 (Thr183/Tyr185) utilizando anticuerpos fosfo-
especificos dirigidos a los residuos aminoacidicos sefialados. La Figura 4A muestra que
TGF-B1 aumentd la fosforilacion de Smad2,3 llegando a un méaximo de activacién a los
60min de estimulo. La figura 4B muestra que TGF-B1 también aumenta la fosforilacion de
JNK1,2 a partir de los 30min (p<0,05), llegando a un maximo a los 60min y

manteniéndose elevada hasta al menos los 120min post-estimulo (p<0,0001).
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Figura 4: TGF-B1 activa las rutas de senalizacion Smad2,3 y JNK1,2 en fibroblastos RMF-EG.
Células RMF-EG se deprivaron de suero durante 24h y posteriormente se estimularon con 5ng/mL
de TGF-B1 durante los tiempos indicados. El nivel de fosforilacion de Smad2,3 y JNK1,2 se
determindé mediante western blot usando anticuerpos dirigidos contra las formas fosforiladas de
ambas moléculas. A) Western blot representativo que muestra la fosforilacion de Smad2,3 en
respuesta a TGF-Bf1 con un pico de activacion a los 60min. B) Western blot y analisis
densitométrico de la fosforilaciéon de JNK1,2 en respuesta a TGF-1 con un pico de activacion a los
60min. Los valores corresponden al promedio + error estandar (n=3).

Para evaluar si la activacion de JNK1,2 es relevante en la miodiferenciacion
estimulada por TGF-B1, se estudié la expresidon de los marcadores de miodiferenciacion
en presencia de un inhibidor especifico de esta proteina, SP600125 (Merck, HE, DE).
Para ello, las células se pre-incubaron con el inhibidor durante 30min y posteriormente se
estimularon con 5ng/mL de TGF-B1. Como se muestra en la figura 5, en células
pretratadas con SP600125, TGF-B1 no aumentd la expresion basal de a-SMA ni CTGF
(p<0,0001). Estos resultados sugieren que la activacion de JNK1,2 es necesaria para la

miodiferenciacion de células RMF-EG estimulada por TGF-31.
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Figura 5: Efecto de la inhibicibn de JNK1,2 en la expresion de marcadores de
miodiferenciacion estimulada por TGF-B1, en fibroblastos RMF-EG. Células RMF-EG se pre-
incubadas con el compuesto SP600125, inhibidor de JNK1,2 durante 30min y posteriormente
estimuladas con 5ng/mL de TGF-B1 durante 72h. Western blot representativo (A) y andlisis
densitométrico (B) que muestra el bloqueo del estimulo por TGF-B1 de las proteinas a-SMA y
CTGF debido a la inhibicion de JNK1,2. La expresién de ambos marcadores se normalizé con
respecto a B-Actina. Los valores corresponden al promedio + error estandar (n=3).
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10.5 La activacion de JNK1,2 determina el aumento de la expresion de NOX4 y el

aumento de ROS estimulados por TGF-B1.

A continuacion se evaluo la contribucion de la activacion de JNK1,2 al aumento de
expresion de NOX4 estimulado por TGF-B1. Para ello, previo al estimulo del factor
(5ng/mL), las células se pre-incubaron con SP600125, inhibidor de JNK1,2. Como se
muestra en la figura 6, en las células el pre-tratamiento con SP600125 previno el aumento

de la expresién de NOX4 inducido por TGF-B1 (p<0,01).

— = + + TGF-B1 5 ng/mL
= + - + SP600125 10 puM
= NOX-4

S S S S (-Actina

p<0.01

p<0.0001

NOX4/Actina
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- - + + TGF-81 5ng/ml

Figura 6: Efecto de la inhibicion de JNK1,2 en la expresion de NOX4 estimulada por TGF-g1,
en fibroblastos RMF-EG. Células RMF-EG se pre-incubadas con el compuesto SP600125,
inhibidor de JNK1,2, durante 30min y posteriormente estimuladas con 5ng/mL de TGF-31 durante
30h. Western blot representativo (A) y analisis densitométrico (B) que muestran el bloqueo del
aumento de NOX4 estimulado por TGF-B1 debido a la inhibicién de JNK1,2. La expresion de NOX4
se normalizé con respecto a B-Actina. Los valores corresponden al promedio + error estandar

(n=3).
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Para corroborar si la inhibicion de JNK1,2 sobre la expresion de NOX4 tiene
también una consecuencia en la produccion intracelular de ROS, analizamos sus niveles
utilizando la sonda fluorescente H,DCFDA en células estimuladas con 5ng/mL de TGF-f1
en presencia o0 ausencia del inhibidor SP600125. En la figura 7 podemos apreciar que el
aumento de los niveles de ROS se bloqued por el inhibidor de JNK1,2 sélo desde las 16h.
A partir de las 32h, los niveles de ROS de las células pretratadas con el inhibidor vuelven
a niveles basales (p<0,01 vs condicion estimulada), haciéndose la inhibicion més evidente

a las 48h (p<0,0001 vs condicion estimulada).

En conjunto estos resultados demuestran que JNK1,2 participaria en el aumento
de los niveles proteicos de NOX4 estimulado por TGF-B1. Esta actividad se expresaria de

modo mas manifiesto en la mantencion de un estado intracelular oxidativo prolongado.
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Figura 7: La activacion de JNK1,2 promueve un aumento sostenido de los niveles
intracelulares de ROS estimulados por TGF-B1 en fibroblastos RMF-EG. Células RMF-EG se
pre-incubaron con SP600125, inhibidor de JNK1,2, durante 30min y posteriormente estimuladas
con 5ng/mL de TGF-B1 durante los tiempos indicados. La produccién intracelular de ROS se midié
a través de la fluorescencia generada a partir de la incubacién de las células con H,DCFDA.
TGF-B1 aumenta la produccién intracelular de ROS. El pre-tratamiento con SP600125 evita que
este aumento se mantenga en el tiempo, volviendo la produccion de ROS a niveles basales a partir
de las 32h de estimulo. Los valores corresponden al promedio + error estandar (n=3).
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10.6 La actividad NOX y la activacion de JNK1,2 afectan la activacion de Smad2,3

por TGF-B1.

Dado que hemos establecido que tanto la actividad de NOX como la activacion de
JNK1,2 participan de la miodiferenciacion fibroblastica estimulada por TGF-B1, se decidio
investigar el posible efecto de ambos fenédmenos sobre la activacion de la ruta candnica
de TGF-B1. Para evaluar esta posibilidad se utilizé el plasmidio 3PT-Luc, que contiene el
gen reportero de luciferasa acoplado al promotor de PAI-1 que responde a la activacion
de Smad3 (Kanasaki, 2003; Kano, 2005). Las células RMF-EG fueron transfectadas con
el plasmidio 3PT-luc durante 6h para luego estimularlas durante 16h con 5ng/mL de TGF-
B en presencia o ausencia distintas concentraciones de los inhibidores DPI y SP600125
(pre-tratamiento de 30min). Como podemos ver en la  figura 8A, el estimulo de TGF-1
provoc6 un aumento de 15 veces en la actividad luciferasa, respecto a la condicién control
(p<0,0001). Por otra parte vemos que una pre-incubacién de 30min con el inhibidor DPI
provoco una inhibicién dosis dependiente que llega a ser significativa a una concentracion
de 5uM (p<0,01). Del mismo modo, se observa que una pre-incubaciéon de 30min con el
inhibidor SP600125 provoc6d una inhibiciébn dosis dependiente de la activacion de

Smad2,3 estimulada por TGF-B1 (p<0,05 para 5uM y p<0,0001 para 10uM).

Para corroborar el resultado obtenido con los genes reporteros se realiz6 un
experimento de Inmunofluorescencia en el que se evalud la activaciéon de la ruta Smad2,3
en células RMF-EG deprivadas de suero durante 24h y estimuladas con 5ng/mL de TGF-
B1 durante 60min en presencia o ausencia de los inhibidores DPI o SP600125 (pre-
tratamiento de 30min). Como se muestra en la figura 8B, TGF-B1 aumenta los niveles de
pSmad2,3 (azul) en comparacion con la condicidon control. Esta activacion disminuye
significativamente en las condiciones pre-tratadas con DPI y SP600125, siendo este
ualtimo el que provoca una inhibicion mas notoria. Al unir la marca de pSmad2,3 (azul) con
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la marca del nucleo (rojo) se puede observar el grado de traslocacién de pSmad2,3
(morado). De este modo, pudimos observar que el uso de ambos inhibidores disminuy6
no sélo la fosforilaciébn de Smad2/3 sino que ademas su traslocacion al ndcleo, requisito
para que esta molécula lleve a cabo su funcion regulatoria. En conjunto, ambos resultados
muestran que tanto la actividad NOX como la activacibn de JNK1,2 participan en la

activacion de Smad2,3 por TGF-B1 en fibroblastos RMF-EG.
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Figura 8: La activacion de Smad2,3 por TGF-B1 en fibroblastos RMF-EG, depende de la
actividad NOX y de la activacion de JNK1,2. (A) Ensayo de genes reporteros para actividad de la
ruta Smad3. Células RMF-EG se transfectaron con el plasmidio 3TP-Luc y el reportero Renilla-luc,
como control de transfeccién, durante 6h. Posteriormente se pre-incubaron durante 30min con los
compuestos SP600125 o DPI en las concentraciones indicadas y estimuladas con 5ng/mL de TGF-
B1 durante 16h. Ambos inhibidores (DPI y SP600125) muestran una inhibicion del aumento de
actividad Smad3 estimulada por TGF-B1. Los valores corresponden al promedio + error estandar
(n=3). (B) Inmunofluorescencia indirecta para pSmad2,3. Células RMF-EG fueron pre-incubadas
con 2,5uM de DPI o 10uM de SP600125 durante 30min y posteriormente estimuladas con 5 ng/mL
de TGF-B1 durante 60min. El ensayo muestra que TGF-31 aumenta la fosforilacion de Smad2,3 y
su traslocacion al nicleo. Ambos fendmenos son bloqueados por el pre-tratamiento de las células
con los inhibidores DPI o SP600125. Azul: pSmad2,3 marcado con anticuerpo acoplado a Alexa
Fluor555. Verde: Smad2,3 marcado con anticuerpo acoplado a FITC. Rojo: nacleo marcado con
Hoescht.
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10.7 La activacion de Smad2,3 requiere de la accién cooperativa de NOX4 y JNK1,2.

Finalmente, evaluamos el efecto conjunto de la modificacién de los niveles de
expresion de NOX4 y la activacién de JNK1,2 sobre la ruta de sefializacion de Smad2,3.
Para ello, realizamos un ensayo de reportero luciferasa con el plasmidio 3TP-Luc en
células transfectadas con siRNA-Control o siRNA-NOX4 y cultivadas en presencia o
ausencia de SP600125, inhibidor de JNK1,2. Las células RMF-EG se transfectaron en
primer término con siRNA-Control o siRNA-NOX4 durante 24h y posteriormente con el
plasmidio 3TP-luc y el plasmidio Renilla-luc (Promega, WI, US) como control de
transfeccion durante 6h. Finalmente, las células se estimularon con 5ng/mL de TGFp1

durante 16h en presencia o ausencia de 10uM de SP600125 (pre-tratamiento de 30min).

Como se observa en la figura 9, tanto en las células transfectadas con siRNA-
Control como en aquellas que expresan el siRNA-NOX4, TGF-B1 provocd un aumento
significativo en la actividad luciferasa (p<0,0001). En las células siRNA-Control, el pre-
tratamiento con SP600125 disminuyé significativamente la actividad luciferasa estimulada
por TGF-B1 (p<0,0001 con respecto a siRNA-Control + TGF-B1). También se observa una
disminucion significativa en células que expresan siRNA-NOX4 (p<0,001 respecto a
siRNA-Control + TGF-B1). La inhibiciobn mas drastica en estas condiciones experimentales
se observo al estimular con TGF-B1 células que expresaban siNOX4 y, ademas, se pre-
trataron con el inhibidor de JNK lo que sugiere que tanto la expresion de NOX4 como la
fosforilacion de JNK1,2 son necesarios para una activacion robusta de la ruta canonica de

TGF-B1, Smad2,3.
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Figura 9: NOX4 y JNK1,2 cooperan para lograr una activacién robusta de Smad2,3
estimulada por TGFB1, en fibroblastos RMF-EG. Las células RMF-EG se transfectaron con un
siRNA-Control o siRNA-NOX4 durante 24h y posteriormente transfectadas con el plasmidio 3TP-
Luc y el reportero Renilla-luc, como control de transfeccién, durante 6h. A continuacion las células
se pre-incubaron con 10uM de SP600125 durante 30min y finalmente estimuladas con 5ng/mL de
TGF-B1 durante 16h. Se observa que TGF-B1 estimula la actividad Smad2,3 la que resulta sensible
a la expresion desiRNA-NOX4 y a la inhibicion de JNK por SP600125. Los valores corresponden al
promedio * error estandar (n=3).
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11. Discusion.

En el carcinoma mamario el desarrollo de un estroma pro-fiboroso promueve y
favorece la malignizacién de las células epiteliales (Radisky, 2007; Arendt, 2010). Se ha
demostrado que el fendbmeno desmoplastico que otorga una estructura rigida al tumor
depende prioritariamente de la maquinaria fibrogénica de las células estromales
estimulada por factores solubles generados por el epitelio. Este proceso, también
conocido como  estromagénesis, es orquestado por miofibroblastos, células que
provienen principalmente de la diferenciacion de fibroblastos residentes del tejido
(Castello-Cros, 2009). Un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, demostré que el
co-cultivo de células epiteliales tumorales poco invasivas (MCF-7) con células estromales
no tumorales, RMF-EG, provoca un aumento de la capacidad migratoria epitelial. Este
efecto fue inhibido al pre-incubar las células RMF-EG con un inhibidor de TGF-B1, lo que
sugiere que esta citoquina actla sobre las células estromales generando factores que
promueven la migracién celular (Tobar, 2010). Se ha demostrado que factores de
crecimiento de la familia TGF- son capaces de estimular la miodiferenciacion de
fibroblastos y promover su persistencia en los tejidos. Esta accion genera una
acumulacién de proteinas de MEC que es responsable de la consistencia rigida que
caracteriza estos tumores. En el presente trabajo demostramos que el estimulo de TGF-
B1 sobre fibroblastos no-tumorales de mama RMF-EG, provoca la expresion de los
marcadores de miofibroblastos como a-SMA y CTGF. Consecuente con lo anterior,
también pudimos observar una re-estructuracion del citoesqueleto de actina en respuesta
a TGF-B1 compatible con un fenotipo miofibroblastico con capacidad contractil y expresion
de proteinas de MEC. En el trabajo mencionado anteriormente también se demostro que

el efecto sobre la migracién de células MCF-7 de los factores solubles provenientes de
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células estromales RMF-EG, era sensible al inhibidor DPI, bloqueador de la actividad
NOX. Consecuentemente, este trabajo muestra que tanto la expresion de marcadores de
miodiferenciacion como la formacion de filamentos de actina estimulada por TGF-B1 en

células RMF-EG, fue también inhibida por DPI.

El hecho que la miodiferenciacion inducida por TGF-B1 sea sensible a DPI sugiere
que este evento depende de la actividad de NOX y de un eventual aumento de los niveles
intracelulares de ROS. La evaluacion del curso temporal de la expresion del mensajero
para NOX4 mediante gPCR nos permiti6 observar que TGF-B1 provoca un aumento
temprano del mensajero de NOX4. Consecuentemente, observamos un aumento
temprano de los niveles de ROS que mantienen un ambiente intracelular oxidativo por al
menos 48hrs post-estimulo. Estos resultados concuerdan con estudios que establecen
que procesos fibroticos asociados y no asociados a carcinoma, requieren del
establecimiento previo de un estrés oxidativo. Mas aun, un estudio realizado por Toullec y
colaboradores demostré que el aumento en la produccién de ROS en el estroma asociado
a carcinoma mamario, fue suficiente para provocar la miodiferenciacion de fibroblastos y
aumentar la propagacion metastasica de las células tumorales (Toullec, 2010). Diversos
estudios implican a las enzimas NOX en el aumento de ROS asociado a miodiferenciacion
de fibroblastos en distintos tejidos, especificamente la isoforma NOX4 (Cucoranu, 2005;
Bondi, 2010; Sampson, 2011). Las células RMF-EG expresan dos isoformas de esta
enzima, NOX4 y NOX5, sin embargo Unicamente NOX4 responde de manera temprana al
estimulo de TGF-B1, aumentando su expresion (Tobar, 2010). Este hallazgo fue ratificado
bloqueando la expresion de NOX4 mediante el uso de un  siRNA-NOX4. De este modo,
pudimos demostrar con certeza que la expresion y actividad de esta isoforma de NOX es

responsable del aumento de a-SMA estimulado por TGF-B1.
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El analisis temporal de la expresion de mensajeros por g-PCR también mostré un
aumento temprano del mensajero de CTGF. Se ha demostrado previamente que CTGF
aumenta su expresion en respuesta a TGF-B1 (el gen gque codifica para GTGF posee en
Su secuencia promotora elementos de respuesta a Smad) y cumple un rol clave en la
formacion de tejido conectivo estimulada por TGF-B1 en diversos desordenes fibréticos
(Xie, 2005). En un estudio realizado por Shi-Wen y colaboradores en que utilizaron un
modelo de fibroblastos embrionarios (MEFs) extraidos de ratones knock-out para CTGF,
demostraron que de los 942 genes que responden normalmente a TGF-B1, solo 345
respondieron en ausencia de CTGF lo que convierte a esta molécula en un elemento
clave en la diferenciacion miofibroblastica inducida por el factor. Estos mismos autores
observaron que ante el estimulo TGF-f31, los fibroblastos knock-out mostraron una menor
expresion de fibronectina, colageno | y a-SMA ademés de un retraso en la formacion de
fibras de Actina (Shi-wen, 2006). En un estudio realizado el afio 1999, el estimulo aislado
de TGF-B1 o CTGF en ratones neonatos resultdé en la formacién transitoria de tejido
granular, sin embargo el estimulo de ambos produjo un tejido fibrético persistente (Mori,
1999). Estas y otras evidencias han permitido establecer que CTGF actia como co-factor
de TGF-B1, siendo necesario para las respuestas de proliferacion y miodiferenciacion de
fibroblastos. La estimulacion temprana de la expresion de CTGF en fibroblastos RMF-EG
observada en este trabajo, podria significar un evento clave para la expresion sostenida
de ao-SMA vy la formacion de filamentos de Actina. Sin embargo, se requieren
experimentos adicionales para confirmar si este aumento temprano de CTGF es requisito

para la miodiferenciacion de las células RMF-EG.

La accion de TGF-B se puede ejercer a través de diversos mecanismos que
comprometen distintas rutas de sefializacion. La més estudiada es la ruta candnica que

implica a proteinas Smads, sin embargo, existen otros mediadores que pueden modular la
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respuesta a TGF-B y han sido denominadas rutas alternativas o no-Smads. Estas rutas
alternativas han adquirido cada vez mayor importancia y, en muchos casos, han logrado
explicar la amplia variedad de respuestas celulares que tiene este factor de crecimiento.
En este trabajo observamos que ademas de activar su ruta canénica, Smad2,3, TGF-1
activa JNK1,2 alcanzando un pico de fosforilacibn a los 60min. En otros modelos
celulares, la ruta JNK1,2 ha sido implicada en la respuesta fibrotica de TGF-$1 y el
aumento de la expresion de a-SMA y la re-estructuracion del citoesqueleto (Smith, 2006).
Sin embargo, el rol especifico que juega JNK1,2 en la sefalizacion de TGF-f1 y las
consecuencias funcionales de la activacion de esa via no han sido aun completamente
dilucidados. En este trabajo demostramos que la activacion de JNK1,2 por TGF-p1 es,
efectivamente, necesaria para el aumento de la expresion de a-SMA, marcador de
miofibroblastos. Ademas demostramos que la activacién de esta proteina participa en los
eventos mas tempranos de la miodiferenciacion estimulada por TGF-f1, ya que la
inhibicion de su fosforilacion previene el aumento en la expresion de CTGF y NOX4.
Ademas inhibe el aumento sostenido de los niveles de ROS, previniendo la mantencion

de un ambiente intracelular oxidativo.

En una revision de Moustakas y Heldin, que analiza las vias de sefializacion
alternativas de TGF-3 descritas, los autores clasifican estas vias en tres grupos segin su
mecanismo de accion. (1) Rutas que interacttan con el receptor de TGF-B y modifican la
funcion de proteinas Smads; (2) Rutas que son moduladas (corriente arriba) por las
proteinas Smads; y (3) Rutas que interactdan con el receptor de TGF-$ y no requieren de
la activacion previa de proteinas Smads para ejercer la respuesta celular (Moustakas,
2005). La mayoria de los estudios de miodiferenciacion estimulada por TGFB1 que
reportan una activacion de vias de sefializacién alternativas a Smads, no determinan el

mecanismo por el cual estas actian o si tienen alguna relacion con la ruta canénica. Una
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excepcidn es el trabajo de Bondi y colaboradores en que se demuestra que TGF-f8
provoca la miodiferenciacion de fibroblastos renales a través de una ruta en que TBRI
aumenta los niveles de NOX4 a través de Smad3, lo que produce un aumento de los
niveles intracelulares de ROS, lo que finalmente activa la ruta MEK/ERK. Este modelo
representa un mecanismo de ruta alternativa tipo (2) segun la clasificacién de Moustakas
y Heldin. En el presente trabajo, demostramos que el aumento de NOX4 y la fosforilacién
de JNK1,2 ocurren tempranamente, por lo que se penso que estos podrian ser activados

a través de TBRI es decir, un mecanismo tipo (1) o (3).

En nuestros resultados pudimos observar que la fosforilacién se JNK1,2 afecta la
fosforilacion y traslocacion al ndcleo de Smad2,3 estimulada por TGF-B1. Ademas el
estudio realizado con el reportero 3TP-Luc demostré que SP600125 (inhibidor de la ruta
JNK) bloquea la activacion de Smad3. Estos resultados sugieren que JNK1,2 en este
modelo celular, actuaria segin el mecanismo tipo (1) de rutas alternativas, afectando la
activacion de la ruta candnica de TGF-B1. En diversos modelos celulares se ha observado
que la activacion de JNK1,2 por TGF-B1 ocurriria a través de las proteinas quinasa
activada por TGF-B1 (TAK-1) y quinasa de adhesion focal (FAK), lo que coincide con una
activacion de JNK1,2 independiente de Smad2,3. Sin embargo se necesitarian estudios
adicionales para descartar una posible influencia de Smad2,3 sobre la activacién de

JNK1,2.

El andlisis de la Inmunofluorescencia mostrada en la Figura 8B nos permitid
observar que el uso de DPI también inhibi6 la activacién y traslocacion de Smad 2,3, pero
en un grado menor que la inhibicion de JNK por SP600125. Por su parte, el uso del gen
reportero 3pT-luc para evaluar la activacion de Smad3 mostré que DPI inhibié la actividad
de Smada3, s6lo a concentraciones elevadas (5uM). Para poder determinar, por lo tanto, si

el nivel redox intracelular tiene un efecto en la activacion de la ruta canonica de TGF-f31,
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realizamos un ensayo de reportero luciferasa en que se utilizaron células transfectadas
con un siRNA-NOX4. Ademas, en este ensayo se realizO en presencia o ausencia de
SP600125, de manera de poder analizar el efecto de la inhibicion de NOX4 y JNK1,2,
tanto por separado como en conjunto, sobre la activacion de la ruta. Este experimento
mostré que la inhibicién del estimulo de TGF-B1, por el inhibidor de JNK1,2 es mas
notoria en células que expresan menores niveles de NOX4. Estos datos sugieren que el
efecto de JNK1,2 sobre la activacion de Smad3 necesita de un nivel oxidativo intracelular
minimo, requisito que no se cumple en células SiRNA-NOX4. Por otra parte, las
células siRNA-NOX4 parecen tener una sensibilidad mayor al efecto inhibitorio de
SP600125. Tomados en conjunto, estos datos sugieren que ambas condiciones, nivel
redox intracelular e integridad de la ruta JNK, ejercen un efecto cooperativo sobre una

activacion robusta de Smads3.

En resumen, este trabajo demuestra que TGF-B1 estimula la miodiferenciaciéon de
fibroblastos no-tumorales de mama RMF-EG, a través de un mecanismo que involucra la
activacion de JNK1,2, el aumento de expresion de NOX4 y, consecuentemente, el
establecimiento de un ambiente oxidativo elevado. Ademas, definimos que, como parte de
la respuesta temprana a TGF-B1 se observan el aumento de los mensajeros de CTGF y
NOX4. Finalmente demostramos que tanto la activaciéon de JNK1,2 como la actividad de
NOX4 son necesarias para una activacion robusta de la ruta canénica de TGF-f31,

Smad2,3.
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12. Conclusiones.

El trabajo realizado en esta memoria de titulo buscaba estudiar los mecanismos
involucrados en la miodiferenciaciéon de fibroblastos mamarios no tumorales RMF-EG, en
respuesta a TGF-B1 y la influencia del estado redox en este proceso. A partir de los

resultados obtenidos podemos concluir lo siguiente:

a. La miodiferenciacion de fibroblastos RMF-EG estimulada por TGF-B1 requiere de
un estado redox minimo, que se establece luego de una serie de eventos celulares

gue incluye un aumento de la expresion de la enzima NOX4.

b. TGF-B1 aumenta de manera temprana la expresiéon de CTGF y NOX4, mientras

que la expresiéon de a-SMA ocurre de manera tardia.

c. La activacion de JNK1,2 estimulada por TGF-B1 es un paso esencial tanto para el

aumento de expresion de NOX4 como para la mantencion sostenida de un

ambiente intracelular oxidativo.

d. La expresion de NOX4 y la activacion de JNK1,2 cooperan para lograr una

activacion robusta de la ruta canénica Smad2,3.
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Este estudio entrega informacién fundamental para comprender los mecanismos
iniciales que dirigen la respuesta de TGF-B1, factor abundante del microambiente
tumoral. Es un hecho conocido que modificaciones tempranas, ocurridas tanto a nivel
estromal como epitelial, determinan en gran medida el resultado del fendmeno
carcinogénico. Dado que algunas de estas transformaciones han demostrado ser
reversibles es posible pensar en un abordaje terapéutico temprano focalizado en el
estroma. Nuestros resultados muestran claramente que uno de los eventos
fundamentales que favorece la miodiferenciacion de fibroblastos mamarios, etapa
inicial de la estromagénesis, es el aumento sostenido de ROS, debido a un aumento en
la expresion de NOX4. También es interesante el aumento temprano de la expresion
de CTGF, que ha sido asociado a diversos desoérdenes fibréticos. Ademas se demostré
que la miodiferenciacién en respuesta a TGF-f1 es fundamental la activacion de la ruta
alternativa JNK1,2. Estos resultados son una buena base para estudios posteriores
que permitan determinar con certeza los participantes mas relevantes en los procesos

de malignizacion del cancer de mama.
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