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RESUMEN

El cancer constituye una de las principales causas de muerte en Chile y el mundo.
Particularmente, la agresividad de esta enfermedad subyace en la diseminacién de las
células tumorales hacia otros tejidos, fendbmeno conocido como metastasis. La
metastasis es un proceso multifactorial, siendo la migracién celular una de las etapas
mas relevantes. Caveolina-1 es una proteina de membrana que en etapas avanzadas
del cancer aumenta su expresidén y promueve la migracion celular y metastasis. En este
contexto, Caveolina-1 ha sido asociada a un conjunto de cambios morfolégicos
esenciales que permiten la migracion e invasion celular, entre estos, la remodelacién del
citoesqueleto de actina y el recambio de complejos de adhesion celular. Muchos de
estos eventos dependen del trafico endosomal, el cual a su vez es finamente regulado
por diversos factores y moléculas, como las GTPasas pequefias de la familia Rab. Una
de estas proteinas es Rab5, la cual no sdélo actia como regulador maestro de la
endocitosis temprana, sino que ademas cumple un rol fundamental en la migracion
celular. Trabajos recientes han descrito que la interaccion entre Rab5 y Caveolina-1
influye en el trafico endosomal, sin embargo el rol de esta interaccién en la migracion
celular no habia sido investigado.

Entre los reguladores de Rab5, p85a (la subunidad reguladora de PI3K), se caracteriza
por inhibir a Rab5, ya que posee un dominio RabGAP que estimula su actividad
GTPasa. Literatura reciente ha descrito una interaccion funcional entre p85a y
Caveolina-1, la cual a su vez depende de la fosforilacién de Caveolina-1 en tirosina
(Y14). Lo anterior cobra relevancia, ya que Caveolina-1 ejerce muchos de sus efectos
en migracion celular mediante la fosforilacion en este residuo.

Por otro lado, trabajos recientes indican que Rab5 activa a Rac-1, a través del
reclutamiento de la GEF Tiam1, fomentando la formaciéon de lamellipodios y la
polimerizacion de actina en sitios especificos de membrana. Ademas, trabajos de
nuestro laboratorio demostraron que Caverolina-1 promueve la activacion de Rac-1
en células metastasicas. Todos estos eventos llevan a que la célula adquiera
cambios morfoloégicos que le permiten migrar. Por lo tanto, es importante investigar el
papel potencial que desempefiaria Caveolina-1 en la regulaciéon de este circuito, asi

como su relevancia en la migracion celular.
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En esta tesis, se investigé los mecanismos asociados al efecto promotor de
migracion y metastasis de Caveolina-1, identificando un nuevo eje de
senalizacion “p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1”. A su vez, se evalud la relevancia de
este eje en un modelo preclinico, evaluando la metastasis in vivo en ratones
C57BL/6.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis indican que Caveolina-1
promueve la migracion, invasién y la activacién de Rab5 en tres lineas celulares
metastasicas: HT-29(US) de cancer de colon, B16-F10 de melanoma murino y MDA-
MB-231 de cancer de mama. En relacion a esto ultimo, la expresion de Caveolina-1
promueve un aumento en el tamafio de los endosomas tempranos, pero no debido a
la estabilizacion de Rab5 en éstos, sino que debido al secuestro de p85a en un
complejo proteico. Interesantemente, el efecto de p85a en la inhibicion de Rab5 es
asociado a su actividad GAP, y no involucra la activacion de PI3K.

Mediante ensayos de silenciamiento y reconstitucion, se observd que la expresion y
actividad de Rab5 son fundamentales para que Caveolina-1 promueva migracién e
invasién celular, asi como también la activacién de Rac-1. La activacién de Rac-1 por
Caveolina-1 y Rab5 requiere de Tiam1, la cual es reclutada a endosomas tempranos
de manera dependiente de Caveolina-1. Finalmente, se demostré que Caveolina-1
requiere de Rab5, p85a y Rac-1 para promover invasion in vitro y metastasis in vivo
en ratones C57BL/6.

De esta manera, este trabajo de tesis aporta nueva evidencia acerca de los
mecanismos moleculares involucrados en la migracion y metastasis inducida por
Caveolina-1, proponiendo un nuevo eje de senalizaciéon p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1, el
cual involucra proteinas comunmente alteradas en cancer, y por lo tanto,

contribuyendo con la identificacion de nuevos blancos potenciales terapéuticos.
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SUMMARY

Cancer is a leading cause of disease in Chile and worldwide. During the development
and progression of this disease, normal cells convert to the cancerous state by acquiring
specific characteristics. Of these metastasis is widely considered particularly important
because it is this trait of cancer cells that is responsible for the large majority of deaths in
cancer patients. Caveolin-1 is a membrane protein with vastly differing roles in cancer
that range from functioning as a tumor suppressor to promoting tumor cell migration
invasion and metastasis. Concomittant with this unfavorable role in tumor progression,
expression of this protein frequently increases in advanced stages of cancer and is
viewed there as a marker for poor patient prognosis and survival. In this cellular context,
it is important to gain better insight to how Caveolin-1 promotes the acqusition of a more

invasive cellular phenotype.

In these migration-related events, endosomal trafficking reportedly plays a fundamental
role and Caveolin-1 is known to promote recycling of membrane components and the
activation of GTPases at the leading edge. A key membrane-associated protein involved
in such processes is Rab5, a small Rho GTPase that acts as a master regulator of early
endocytosis. Recently, evidence has been provided suggesting that p85a, the regulatory
subunit of PI3K, is a Rab5 GAP that controls Rab5 inactivation. Structurally, p85a has
two SH2 domains, involved in binding to tyrosine-phosphorylated proteins, often
including receptors and adaptor proteins. Caveolin-1, on the other hand, is known to
promote the migratory and invasive capacity of tumor cells via phosphorylation on
tyrosine-14. Furthermore, Rab5 activates Rac-1 and promotes lamellipodia formation,
through recruitment of the GEF Tiam1. Together, these events lead to changes that
permit cell migration. However, the precise mechanisms by which Caveolin-1
participates in the regulation of such processes and specifically whether Caveolin-1
enhanced migration and invasion in vitro involves a novel p85a / Rab5 / Tiam1 / Rac-1
signaling axis remained to be determined. Also, a model of B16F10 murine melanoma
metastasis in syngeneic C57BL / 6 mice was employed to evaluate the relevance of

Rab5, p85a and Rac-1 in promoting Caveolin-1-enhanced lung metastasis in vivo.

The results obtained during this thesis demonstrate that Caveolin-1 promoted migration,

invasion and activation of Rab5 in the metastatic cell lines HT-29 (US), B16-F10 and
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MDA-MB-231. Moreover, the expression of Caveolin-1 was shown to increase the
average size of early endosomes in B16F10 cells, consistent with a role in the activation
of Rab5. To study molecular mechanisms that explain these results, the expression of
p85a was shown to decrease Rab5 activation induced by Caveolin-1. Using inhibitors,
the activation of Rab5 by Caveolin-1 was shown to be independent of PI3K activity.
Moreover, expression of Rab5 was required for Caveolin-1 to promote cell migration and
invasion. Importantly, the activation of the small GTPase Rac-1 induced by Caveolin-1
required the presence of Rab5 to promote migration. Furthermore, evidence is provided
showing that recruitment of the Rac1 GEF Tiam1 to early endosomes was enhanced in
the Caveolin-1 positive cells. Finally, using short-hairpin knock-down technology Rab5,
p85a and Rac-1 were shown to be required for Caveolin-1 to promote migration and

invasion in vitro, as well as metastasis in vivo in C57BL / 6 mice.

In conclusion, the results of this thesis shed light on the molecular mechanisms involved
in Caveolin-1-enhanced migration, invasion and metastasis and propose the existence
of a novel p85a / Rab5 / Tiam1 / Rac-1 signaling axis downstream of Caveolin-1 that
contributes to deregulation in cancer and potentially represents an interesting target for

treatments in cancer patients.
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1. INTRODUCCION



A. CANCER.

El cancer es una de las principales enfermedades que causa muertes
en Chile y en el mundo. De hecho, es la segunda causa de muerte a nivel
mundial dentro de las enfermedades cronicas no transmisibles (WHO report,
2014). Esta patologia causa la muerte de 8.2 millones de personas y 14
millones de nuevos casos anuales a nivel mundial, segun datos recientes
(Globocan, 2012).

Esta enfermedad es un fendmeno multifactorial que conlleva a la pérdida de
una comunicacion apropiada entre las células y su micro-ambiente. Desde
un punto de vista bioldgico, el cancer se define como un crecimiento
anormal y desorganizado de células de un tejido especifico, las cuales
proliferan hasta conformar un tumor, requiriendo de la formacion de nuevos
vasos sanguineos para la llegada de nutrientes y la supervivencia de las
células tumorales (Weinberg et al.,1989). Se ha descrito que durante este
proceso las células se “transforman” desde un estado normal a uno
canceroso adquiriendo caracteristicas especificas como la autosuficiencia
en sefales de crecimiento, la pérdida de sensibilidad a sefiales inhibitorias
del crecimiento, resistencia a la muerte celular programada (apoptosis),
potencial replicativo ilimitado, capacidad angiogénica sostenida y por ultimo,
el desarrollo de metéastasis (Hanahan y Weinberg 2000, 2011).

Sin embargo, la gran mayoria de las personas con cancer no mueren debido

a los problemas del crecimiento del tumor primario, sino que debido a la
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metastasis, que corresponde a la diseminacion de las células tumorales
hacia distintos tejidos del cuerpo (Bohle y Kalthoff, 1999).
Tanto en la angiogénesis como en la metastasis se requiere de la migracion

celular como un proceso fundamental para el desarrollo del cancer.

B. MIGRACION CELULAR Y CANCER.

La migracion celular es un proceso altamente dinamico, esencial para el
desarrollo, la morfogénesis embrionaria y que esta relacionado con la
reparacion, regeneracion y cicatrizacién de tejidos (Vicente-Manzanares et
al.,, 2005). En organismos multicelulares, la migracién celular esta regulada
por sefiales extracelulares, tales como factores solubles endocrinos o
autocrinos, asi como también sefiales no solubles de la matriz extracelular.
Tales factores inician sefales de movilidad celular como atraccion,
repulsion, adhesion e invasion, entre otros. Estas sefales provocan
respuestas intracelulares que van desde alteraciones en la reorganizacion
del citoesqueleto de actina y microtubulos, la formacién de protrusiones de
membranas como ruffles, filopodios, lamellipodios (Neto y Mesquita, 2008),
hasta modificaciones en el transporte vesicular y regulacion en la
transcripcion génica (Raftopoulou y Hall, 2004). En condiciones patoldgicas,
se ha comprobado que la migracion celular es uno de los procesos
fundamentales para el desarrollo de enfermedades como la artritis,
aterosclerosis, osteoporosis y tiene una particular importancia en la

progresion del cancer (Vicente-Manzanares et al., 2005).
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Como mencionamos anteriormente, en el cancer la migracion celular es
particularmente relevante para la angiogénesis y la metastasis. La
angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a
partir de tejido vascular pre-existente, cuya finalidad es entregar nutricion al
tumor que esta en formacion. En este proceso, la proliferacién y la migracion
de las células endoteliales es fundamental (Folkman, 1997). Por otro lado, la
diseminacion metastasica es la etapa donde las células cancerosas deben
migrar e invadir tejidos blancos para establecer un nuevo nicho donde
crecer. Para que la metastasis sea exitosa, las células tumorales deben
evadir la apoptosis y proliferar para desarrollar un nuevo foco tumoral. En
algunas neoplasias se ha demostrado que las células tumorales evaden las
sefiales de muerte, migrando lejos de las células apoptoticas y produciendo
moléculas de sobrevida, anti-inflamatorias o inhibidoras de la apoptosis para

asi completar exitosamente la metastasis celular (Gregory y Pound., 2011).

La migracion celular es un proceso regulado por multiples sefales, tanto
positivas como negativas. Estas sefiales vienen dadas por la accion de factores
de crecimiento, coagulacion, hormonas y proteinas de senalizacion, entre
muchos otros. Sin embargo, es de nuestro interés estudiar el papel que
desempenan proteinas asociadas a membranas como Caveolina-1, la cual ha
sido implicada en la progresion de tumores como una molécula promotora de

mestastasis (Quest et al., 2004 ; Williams y Lisanti, 2005; Yeh et al., 2009).
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C. CAVEOLINA-1.

Caveolina-1 es una proteina integral de membrana de 21-24 kDa y
que consta de regiones hidrofilicas N-terminal y C- terminal, ademas de un
dominio central hidrofébico que forma una horquilla de insercion en la
membrana plasmatica. Como se muestra en la Figura 1, Caveolina-1 consta
de un dominio entre los residuos 82 y 101, denominado dominio de andamio
(CSD) (Caveolin Scaffolding-Domain), el cual participa en la interaccion de
esta proteina con una importante cantidad de moléculas de sefalizacion,
claves para ejercer su funcién (Quest et al.,, 2004; Williams y Lisanti, 2005).
Ademas, Caveolina-1 es palmitoilada en los residuos de cisteina 133, 143 y 156,
lo cual promueve su oligomerizacion y el transporte de colesterol en las
Caveolas (Monier et al., 1996, Uittenbogaard y Smart 2000). Existen dos
variantes de Caveolina-1 que son generadas por splicing alternativo, estas
variantes han sido identificadas como CAV1a (residuos 1-174) y CAV1p
(residuos 34-174) (Kogo et al., 2004; Okamoto et al., 1998). En esta tesis,
estudiamos la versién mas larga (178 residuos) de la proteina que corresponde
a CAV1a. A su vez, CAV1a puede ser fosforilada en el residuo numero 14,
correspondiente a una tirosina (Y14), por tirosinas-quinasas no receptoras, como
Src, Fyn, Yes y c-Abl, en respuesta a diversos estimulos que promueven la
migracion celular (Li S. et al., 1996, Quest et al., 2008, Sanguinetti and Mastick

2003, Sanguinetti et al., 2003).
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Caveolina-1 oligomeriza en balsas lipidicas del trans-golgi y después llega a
la membrana plasmatica para formar lo que se han denominado caveolas
(Lisanti et al., 1993). Las caveolas son microdominios de la membrana
plasmatica de entre 50 y 100 nm de diametro, enriquecidas en colesterol y
esfingolipidos (Anderson, 1998). En las caveolas se concentran proteinas
involucradas en la transduccién de sefiales, proteinas ancladas por grupos
glicosil fosfatidil inositol (GPl) y moléculas modificadas por lipidos.
Caveolina-1 es uno de los componentes proteicos principales de las

caveolas (Anderson, 1998, Cohen et al., 2004).
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Figura 1: Estructura de Caveolina-1 y su anclaje a la membrana.

A. Estructura de Caveolina-1. Se muestran los diferentes dominios, residuos de palmitoilacién
y sitio de fosforilacion en Tirosina-14 de Caveolina-1. B. Esquema del anclaje de Caveolina-1
a la membrana. Caveolina-1 se inserta en la membrana gracias a la presencia de su dominio
de oligomerizacion, formando grupos de 14-16 mondmeros de la proteina. Las regiones
amino y carboxilo-terminales se encuentran ubicadas hacia el citoplasma (Modificada de
Lobos et al,, 2014). En los siguientes esquemas se mostraran dimeros de Caveolina-1
anclados a la membrana solo con el objetivo de simplificar las figuras.
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D. CAVEOLINA-1 EN LA MIGRACION CELULAR Y CANCER.

El papel que desempefia Caveolina-1 en cancer es controversial. Se ha
propuesto una doble funcionalidad de Caveolina-1, donde ésta actua tanto como
supresor de tumores, asi como promotor de metastasis (revisiones en Quest et
al., 2004, Quest et al., 2008, Williams y Lisanti, 2005).

En nuestro laboratorio se realizé6 un analisis detallado, integrando datos
obtenidos en lineas celulares y ensayos in vivo, generando un modelo que
propone que la expresion de Caveolina-1 en distintos tipos de canceres
varian segun el estadio en el que estos se encuentran (Figura 2).
Especificamente, en tumores de mama, pulmén y colon, Caveolina-1
disminuye su expresion en etapas iniciales de la transformacién celular,
mientras que en etapas mas avanzadas, la proteina aumentaria su
expresion, estabilizandose en la membrana y direccionando la migracion
celular. De esta forma se ha propuesto que actua como un promotor de
metastasis. Ejemplo de esto es el cancer de prostata y melanoma donde se
demostré que existe un aumento en los niveles de la proteina en etapas
avanzadas del cancer (Quest et al., 2004, Quest et al., 2008, Lobos et al.,

2013, Lobos et al., 2014).
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Figura 2: Niveles de Caveolina-1 durante la progresién del cancer.

El siguiente es un esquema de nuestro laboratorio que integra la evidencia recopilada. Existe
una pérdida de los niveles de Caveolina-1 durante la etapa de transformacién celular
comparado con un tejido normal lo que se asocia a su efecto supresor de tumores. Sin
embargo, a medida que progresa el cancer existe una re-expresion de los niveles de
Caveolina-1 aumentan tanto en mama, pulmén como préstata, lo que se asocia con su rol
como promotor de metastasis (Modificada de Lobos et al., 2014).

La hipdtesis que propone a Caveolina-1 como supresor de tumores se ha
sustentado en numerosos estudios. Entre ellos, datos en modelos in vivo indican
que la expresion de Caveolina-1 en lineas celulares de cancer de colon reduce
la capacidad de formar tumores subcutaneos en ratones inmunosuprimidos
(Bender et al., 2000). A nivel molecular, nuestro grupo ha demostrado que la

expresion de Caveolina-1 esta asociada a la disminucidn en los niveles de
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Survivina (un inhibidor de la apoptosis o IAP) y Ciclooxigenasa-2 (COX2), dos
proteinas que favorecen la sobrevida de células cancerosas (Torres et al, 2006,
Torres et al, 2007, Rodriguez et al., 2009). Ademas, antecedentes mas recientes
de nuestro laboratorio muestran que en ensayos de formacion de tumores, la
inoculacién de ratones C57BL/6 con células de melanoma murino B16-F10 que
expresan ectopicamente Caveolina-1, reduce el volumen tumoral en un 50-60%
en comparacion con las células control. De manera sorprendente, la expresion
de Caveolina-1 en estas mismas células lleva a un aumento en la formacion de
nucleos metastasicos en los pulmones del animal al inyectarlo en la vena de la
cola (Lobos et al., 2013). Lo anteriormente descrito en este modelo nos permite
demostrar ambos roles de Caveolina-1, tanto como supresor de tumores como
promotor de metastasis in vivo (Lobos et al., 2013).

La funcidn promotora de metastasis de Caveolina-1 viene acompafiada de
diversas caracteristicas a nivel celular. Entre ellas, se ha visto que la re-
expresion de Caveolina-1 en células de cancer de pulmén es suficiente para
promover la formacion de filopodios, la migracion celular y aumentar el potencial
metastatico de estas células (Ho et al., 2002).

Similarmente, Caveolina-1 estimula la formacion de invadopodios y la
degradacion de la matriz extracelular aumentando el potencial migratorio e
invasivo (Yamaguchi et al., 2009). Por otro lado, el aumento en la expresion de
Caveolina-1 se ha asociado a incrementos en la extension o “spreading” celular
sobre matrices de colageno, constituyendo esto uno de los fenomenos

importantes para las primeras etapas de la migracién (Nethe et al., 2010).
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Sin embargo, el rol de Caveolina-1 durante la migracion ha sido mayormente
descrito en células no-metastasicas, por ejemplo en células MEFs (fibroblastos
embrionarios de ratén), donde Caveolina-1 promueve aumentos en la velocidad,
polarizacion y persistencia de la migracién celular ademas de modular la
localizacion subcelular y la actividad de proteinas involucradas en el proceso,
como Src y Rac-1 (Grande-Garcia et al., 2007; Joshi et al., 2008). Algunos de
estos aspectos que relacionan a Caveolina-1 en migracién se resumen en la

Figura 3.
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Figura 3: Resumen esquematico de la posible participacion de Caveolina-1 en
diferentes aspectos de la migracion.

1) Polarizacion celular; 2) Trafico vesicular y reciclaje de membrana; 3) Sefalizacién por
calcio en la parte trasera de la célula; 4) Unién a Actina a través de filamina; 5) Interaccién
con integrinas; 6) Localizacion y activacion de MMPs; 7) Localizaciéon y maduracion de las
AFs y 8) Regulacion de GTPasas de la familia Rho. Tomado de Nuiez-Wehinger et al., 2014
(Review).
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Con estos antecedentes, la presente tesis investiga el efecto promotor de
metastasis de Caveolina-1, enfocandose en los mecanismos involucrados
en la migracién celular en modelos de células metastasicas, tanto in vitro

como in vivo.

E. CAVEOLINA-1Y GTPasas.

Durante la migracion celular, Caveolina-1 permite la insercion y reciclaje de
nuevo material en el frente de avance de la célula (Navarro et al., 2004). Esto lo
realiza gracias a su interaccion con moléculas de adhesion de la membrana
plasmatica, lo que le confiere un aumento en la capacidad de locomocién.

Por otro lado, se ha observado que Caveolina-1 esta relacionada con la
activacion de Rho GTPasas, las cuales son proteinas G pequeias esenciales en
la regulacion de la migracion celular. La familia de las Rho GTPasas esta
compuesta por tres subfamilias: RhoA, Rac-1 y Cdc42 involucradas, entre otras
funciones, en la formacion de estructuras relacionadas con la migracion celular
como adhesiones focales, lamellipodios y filopodios respectivamente (Etienne-
Manneville et al., 2002 ; Gupton et al., 2007; Carlier 2007).

En general, las GTPasas ciclan continuamente entre un estado activo en el cual
se encuentran unido a GTP y un estado inactivo en el cual se encuentran unido
a GDP. Este proceso esta finamente regulado por factores intercambiadores de
nucledtidos de guanina (GEFs) que promueven el intercambio de nucléotidos de

GDP por GTP y por las Proteinas Activadoras de GTPasas (GAPs) que
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estimulan la actividad GTPasa intrinseca (Bishop et al., 2000, Bernard et al.,
2004).

Se ha descrito que algunas Rho GTPasas cuentan con dominios de unién a
Caveolina-1 (Caveolin Binding Domain CBD) los cuales interactuan con el
dominio de andamio de Caveolina-1 (Couet et al., 1997). Esta unién es
indispensable para la metastasis inducida por Caveolina-1, lo cual esta asociado
a un aumento en la expresion la integrina a5 y la activacion de moléculas
involucradas en migracién como Src, Ras y Erk (Arpia et al., 2011).
Grande-Garcia et al., demostraron en 2007 que en fibroblastos knock down para
Caveolina-1, existe una disminucién en la actividad de RhoA y un aumento en la
actividad de Rac-1 y Cdc42 via Src-p190RhoGAP (Grande-Garcia et al., 2007).
Contrariamente con esto, nuestro laboratorio demostré que en células
metastasicas de cancer de mama MDA-MB-231 Caveolina-1 promueve la
activacion de Rac-1 durante el spreading celular sobre una matriz de
fibronectina. (Urra et al., 2012). Por otro lado, datos recientes indican que la
activacion de Rac-1 por Caveolina-1 es evidente en modelos adicionales de
metastasis, como en células de melanoma metastasicas B16-F10 y A375M
(Lobos et al., 2013).

Ademas, se ha propuesto que la activacion y re-localizacion de Rac-1 en
adhesiones focales se debe a la fosforilacion de Caveolina-1 en tirosina 14
(Nethe y Hordijk 2011). Algunos de estos aspectos se esquematizan en la

Figura 4.
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Figura 4: Caveolina-1 activa a Rac-1 promoviendo la migracién celular.

Caveolina-1 promueve la activacion de Rac-1 y con esto un aumento en el trafico endosomal, el
spreading celular, la formacion de filopodios y lamellipodios y el desensamblaje de adhesiones
focales. Caveolina-1 ejerce la mayoria de estos efectos fosforilada en tirosina14. Las moléculas
involucradas en la regulacién de la activacion de Rac-1 por Caveolina-1 son estudiadas en la
presente tesis (para mas detalle, ver el texto).

F. CAVEOLINA-1Y RABS.

Uno de los procesos mas importante en la migracién celular es la formacion de
nuevas adhesiones de la célula con la matriz extracelular. Producto de esto, se
forman nuevas protrusiones de membrana en el frente de avance, lo cual
depende en gran medida del trafico endosomal (Lanzetti et al., 2004;
Palamidessi et al., 2008; Torres et al., 2010). Interesantemente, Caveolina-1
esta involucrada en la endocitosis regulando el trafico de endosomas tempranos
(Schnitzer, 2001; Schubert et al., 2001; Hagiwara et al., 2008). Existen diversos

reguladores del trafico intracelular, entre los cuales se destacan las proteinas
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Rab, debido a su amplio espectro de regulacion. Las proteinas Rab son
GTPasas pequefias de la superfamilia Ras involucradas en Ia
compartimentalizacion celular y tienen un importante rol en la formacion de
vesiculas, su orientacion y los eventos de fusion (Jordens, 2005, Stenmark et al.,
2009). Existen mas de 60 miembros en la familia de las Rabs, siendo las mas
caracterizadas Rab5, Rab21 y Rab22 en endosomas tempranos, Rab4 y Rab11,
en endosomas de reciclaje, y Rab7 y Rab9 en endosomas tardios (Stenmark et

al., 2001)

A pesar de que aun se desconoce el papel preciso que cumple Caveolina-1
en el trafico endosomal, observaciones hechas por Hagiwara et al., 2008
han indicado que Caveolina-1 interactiia con Rab5 a través de su dominio
de andamiaje. Por lo tanto, esta tesis tiene por objeto investigar la
activacion de Rab5 por Caveolina-1 como posible mecanismo por el cual

Caveolina-1 promueve la migracién celular.

G. RAB5 Y MIGRACION CELULAR.

De manera canodnica, Rab5 coordina los eventos de la endocitosis temprana, la
formacion de vesiculas cubiertas de clatrina, el transporte de estas vesiculas y la
fusidn homotipica y heterotipica entre vesiculas endociticas y endosomas
tempranos (Stenmark et al., 1994; Bucci et al., 1992). Sin embargo, literatura
reciente ha indicado que Rab5 cumple un papel fundamental durante la

migracion celular (Palamidessi et al., 2008; Torres et al., 2010).
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Especificamente, se ha demostrado que Rab5 se asocia en un complejo con
integrina 31, regulando asi el trafico e internalizacion de integrinas y el
desensamblaje de las adhesiones focales (Torres et al., 2010; Mendoza et al.,
2013). Rab5 también estimula la migracion celular a través de la endocitosis de
Receptores del tipo Tirosina Quinasa (RTKs), promoviendo la formacion de
filopodios y la remodelacion del citoesqueleto de actina, de manera dependiente
de su actividad (Rab5-GTP) (Lanzetti et al., 2000, Lanzetti et al., 2004). Sin
embargo, la formacién de filopodios, lamellipodios y de fibras de estrés inducidas
por Rab5 son resultados aun controversiales, puesto que algunas publicaciones
indican que este es un efecto independiente de RhoA, Cdc42 y Rac-1
(Spaargaren et al., 1994) o dependientes de Rac-1 en modelos normales y
tumorales (Palamidessi et al., 2008, Torres et al., 2010). Por lo tanto, Rab5 es un
blanco molecular interesante en el estudio de la migracion celular inducida por
Caveolina-1, ya que ambas proteinas involucran a Rac-1(Urra et al., 2012,
Torres et al., 2010, Palamidessi et al.,, 2008) y ambas proteinas interactuan

(Hagiwara et al., 2008).

H. P85a, MIGRACION CELULAR Y CAVEOLINA-1.

Numerosas investigaciones en los ultimos afios se han enfocado en identificar a
los reguladores de Rab5 (Mendoza et al., 2014). Uno de los reguladores clave
de la actividad de Rab5 es p85aq, la subunidad regulatoria de PI3K, la cual posee
una actividad proteina activadora de GTPasa de Rab5 (Rab-GAP) (Chamberlain

et al., 2004). El dominio RabGAP de p85a es una secuencia homdloga a las
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RhoGAP involucradas en la regulacion de GTPasas como Cdc42 y Rac-1, pero
con una alta especificidad hacia Rab5, estimulando su actividad GAP intrinseca
en aproximadamente 1000 veces (Chamberlain et al., 2004). Concordantemente,
se observé que p85a tiene un efecto inhibitorio sobre Rab5 en células tumorales
de pulmén y neuroblastoma (Torres et al., 2008). A su vez, se ha observado que
la expresion de una mutante de p85a, que carece de su actividad GAP (p85a -
R274A), conlleva a la transformacion celular en fibroblastos. Ademas, esta
mutante causa un incremento en la magnitud y duracién de la fosforilacion del
Receptor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGFR) y de la via MAPK,
Akt/PKB, asi como un aumento en la formacion de tumores in vivo (Chamberlain
et al., 2008; 2010). Nuestro grupo ha demostrado que p85a se une a proteinas
fosforiladas—via su dominio SH2—llevando a alteraciones en los niveles de
Rab5-GTP (Torres et al., 2008). Este aumento en Rab5-GTP se tradujo en un
aumento de la motilidad y metastasis de las células tumorales (Torres et. al,
2010).

Con estos antecedentes, mas datos que indican que Caveolina-1 promueve la
migracion celular dependiente de su fosforilacion en Y14 (Joshi et al., 2008, Urra
et al., 2012) es interesante investigar la relacion entre Caveolina-1, Rab5 y p85a.
Lo anterior cobra particular relevancia y sustento con los datos publicados
recientemente en donde se demuestra una interaccion directa entre Caveolina-1

y p85a, dependiente de su fosforilacion en Y14 (Faulstich et al., 2013).
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De esta manera el presente trabajo se propuso estudiar si la activaciéon de
Rab5 por Caveolina-1 en la migracion de células metastasicas es un

mecanismo dependiente de p85a. (Ver Figura 5)

proteinas fosforiladas en tirosina )
Caveolina-1 p85a _I I l
(Caspasa 8) [5+]

a4 blaie d
p desensambla je de
adhesiones focales

\ formacion de

l \ lamellipodios

activacion de Rac-1

trafico endosomal

migracion celular

Figura 5: p85a y su posible interaccién con Y14-Caveolina-1 y Rab5.

p85a la subunidad regulatoria de PI3K, ademas de tener actividad GAP sobre Rab5 posee
dos dominios SH2, de union a proteinas fosforiladas en tirosina (ejemplo Caspasa8
fosforilada en tirosina 380). Caveolina-1 promueve migracion celular cuando se encuentra
fosforilada en tirosina14. La activacion de Rab5 promueve un aumento en el trafico
endosomal, la activacion de Rac-1, la formaciéon de lamellipodios y el desensamblaje de las
adhesiones focales (para mas detalle, ver el texto).

I. ACTIVACION DEL EJE TIAM1/RAC-1 POR RABS.

Rac-1 es una GTPasa pequeia esencial en la formacion de lamellipodios y en la
polimerizacién de actina en sitios especificos de membrana (Lanzetti et al.,
2004;Palamidessi et al., 2008). Esto conlleva a que la célula adquiera los

cambios morfologicos que le permitan migrar.
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Se ha sugerido que existe el circuito de activacion Rab5->Rac-1, el cual
permitiria explicar el aumento en la migracion celular (Palamidessi et al., 2008).
Ambas proteinas se encuentran en los endosomas tempranos, donde Rab5 es
muy abundante. Sin embargo, para que se pueda completar el ciclo de
activacion de Rac-1, es necesario que se recluten reguladores como el GEF de
Rac-1:Tiam1. Esto ocurriria en los endosomas tempranos, donde Rac-1 esta en
su forma inactiva. Por lo tanto, la migracion mediada por endocitosis, requeriria
de la activacion de Rac-1 (GDP) por su GEF Tiam1, de manera dependiente de
Rab5 (Lanzetti et al., 2004, Palamidessi et al., 2008). Tiam1 tiene a su vez, un
papel importante en procesos asociados a la migracién celular como la polaridad
celular, la integridad de las uniones adherentes, las uniones estrechas y las
interacciones célula-matriz (Malliri et al., 2004; Chen et al., 2005; Shepherd et
al.,, 2010). La expresion de Tiam1 se ha documentado en muchos tipos de
cancer y la sefalizacion de Tiam1/Rac-1 ha sido implicado en la transformacion
de diferentes tipos de células, por ejemplo las células de fibroblastos

embrionarios de ratéon (NIH 3T3) (van Leeuwen et al., 1995).

La Figura 6 resume la activacion del circuito Rab5->Rac1 en relacion a la

motilidad celular y su potencial migratorio.
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Figura 6: Rab5 esta involucrada en migracién celular mediante la activaciéon de Rac-1.

La figura resume el circuito de activacion Rab5-Rac-1, donde una vez activada Rab5 en
endosomas tempranos se ha descrito la activacién de Rac-1 por parte de su GEF tiam1. Una
vez activada Rac-1 (unida a GTP) se ha visto que su distribucién cambia asociandose a
sectores especificos de membrana, desde donde tiene un efecto en la remodelacién del
citoesqueleto de actina, la formacion de lamellipodios y ofras estructuras que permiten la
migracion de las células en el frente de avance (modificado de Torres y Stupak, 2011).

Por lo tanto, en esta tesis abordamos la tarea de comprobar si Caveolina-1
promueve la migracion celular dependiente de la activacién de Rab5, ademas de
comprender los mecanismos involucrados en esta regulacién. Para esto,
estudiamos si la activacion de Rab5 por Caveolina-1 es dependiente de p85a.
Ademas, la siguiente investigacion abordd la importancia de la activacion de
Rac-1 rio debajo de Rab5 y Caveolina-1, involucrando al GEF Tiam1, como

eventos que contribuyen a la migracion celular.
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EN RESUMEN, LA ViA PROPUESTA EN ESTA TESIS ES LA SIGUIENTE:

------------- —=================-=======Caveolina-1 =======

Rab5
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Figura 7: Caveolina-1 activa al eje p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1 aumentando la migracién e
invasion celular. Via de activaciéon propuesta.

El esquema muestra la via propuesta en esta tesis. Esto involucra estudiar los mecanismos de
activacion de Rab5 por Caveolina-1 y su efecto promotor de migracién en modelos de células
metastasicas. Para estudiar esta via propuesta, analizamos si p85a, una RabGAP de Rab5 es
posiblemente secuestrada por Caveolina-1 lo que lleva a una activacion de Rab5. A su vez se
estudié si para este aumento de la migracion celular por Caveolina-1 dependiente de Rab5 es
necesaria la activacion de Rac-1 y el reclutamiento del GEF Tiam-1 a endosomas tempranos. De
esta forma se quizo demostrar mecanisticamente como Caveolina-1 actia como un promotor de
migracion en células de cancer metastatico. Finalmente se comprobdé el efecto de las proteinas del
eje en un ensayo de metastais in vivo con ratones C57BL/6.
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RESUMEN DE LOS ANTECEDENTES:

* La expresion de Caveolina-1 aumenta en etapas avanzadas del cancer,
promoviendo la migracion celular y la metastasis.

* Caveolina-1 promueve la activacion de Rac-1 en células metastasicas
MDA-MB-231 y B16-F10.

* Existe una interaccion fisica entre Caveolina-1 y Rab5 en células Cos-1.

* Rab5, ademas de ser un regulador maestro de la endocitosis temprana es
fundamental en la migracion celular.

* La activacion de Rab5 lleva a la activacion de Rac-1, a través de su GEF
Tiam1, lo que promueve cambios en protrusiones de membrana y
aumentos de migracion celular.

* p85a, la subunidad regulatoria de PI3K, es una GAP que ha sido
involucrado en la inactivacion de Rab5. Ademas p85a tiene dominios
SH2 que une a proteinas tirosina fosforiladas.

* Caveolina-1 esta fosforilada en células metastasicas y su fosforilacion es

relevante para la migracion.
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De acuerdo a los antecedentes mencionados, se propuso la siguiente

hipoétesis:

HIPOTESIS

La asociacion de Caveolina-1 con p85a activa al eje Rab5/Tiam1/Rac-1
promoviendo la migraciéon e invasion de células metastasicas HT-29
(US), B16-F10 y MDA-MB-231.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la migracion celular dependiente de la activacion de Rab5 por
Caveolina-1 en células de cancer de colon HT-29(US), cancer de mama
MDA-MB-231 y melanoma B16-F10 ademas de un modelo de metastasis
in vivo en ratones C57BL/6.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar si en células de cancer metastasicas la expresion de
Caveolina-1 promueve una activacion de Rab5 dependiente de
p85a.

2. Estudiar si la expresion de Caveolina-1 en células de cancer
promueve la migracion celular y determinar si es un efecto
dependiente de Rab5.

3. Examinar si el efecto promotor de migraciéon de Caveolina-1 esta
mediado por la activacion de Rac-1 dependiente de su GEF Tiam1
y Rab5.

4. Evaluar este efecto promotor de migracion de Caveolina-1
dependiente de Rab5 en un modelo de migraciéon in vivo en

ratones C57BL/6 inoculados con las células B16-F10.
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2. METODOLOGIA



A. LINEAS CELULARES

Las células HT29(US) son una linea metastasica de cancer de colon derivada de
la linea celular HT-29(ATCC) obtenidas directamente de la American Type
Culture Collection (ATCC) (Torres et al., 2007). Las células B16-F10 son una
linea celular de melanoma murino generadas a partir de 10 ciclos de inoculacion
y recuperacion en el pulmén de células B16-FO en ratones C57BL/6,
correspondiendo éste ultimo al modelo in vivo a utilizar durante esta tesis. La
linea celular de cancer MDA-MB-231 es derivada de la efusion pleural de un

adenocarcinoma de mama, tumorigénica, metastasica y con morfologia epitelial.

En células HT-29(US), se utilizaron los clones M1 y C14 de las lineas celulares
transfectadas establemente con los vectores plLaclOP-Mock y pLaclOP-
Caveolina-1 respectivamente (Bender et al., 2000). Ademas se utilizaron células
B16-F10 transfectadas establemente con los mismos vectores. Las células
MDA-MB-231 expresan endogenamente altos niveles de Caveolina-1 y por lo
tanto esta fue silenciada mediante infeccion viral con shRNA segun descrito por
Urra et al.,, 2012. EIl silenciamiento de Rab5 fue realizado como se describio
previamente (Torres et al.,, 2010). La metodologia consiste en expresar
constitutivamente un RNA corto de doble hebra, disefiado para hibridar
especificamente una regién de la secuencia codificante de Rab5 endodgena,
utilizando el sistema de silenciamiento de RNA mensajero e interfiriendo asi con
la expresion de la proteina. Esta metodologia, involucra la utilizaciéon de un

sistema de transduccion lentiviral de tercera generacion, el cual codifica un RNA
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corto que hibrida con el RNA codificante de Rab5, produciendo la respuesta de
interferencia y la degradaciéon de los RNA mensajeros que codifican Rab),
impidiendo asi la traduccion de la proteina. Las células control fueron
transducidas con un lentivirus codificante para una secuencia shRNA
inespecifica (plasmidio 1864; Addgene, Cambridge, MA). El silenciamiento de
Rab5 en células B16-F10 fue realizado usando el shRNA secuencia #F8 (Open
Biosystems), mientras que en HT-29(US) se utilizd la secuencia #F10 (Open
Biosystems) basandose en complementariedad de secuencias. Las lineas
celulares establemente transducidas fueron seleccionadas y mantenidas en
medio de cultivo conteniendo puromicina a una concentracién de 2 mg/ml. Cada
linea celular fue mantenida en su medio respectivo (DMEM High Glucosa para
HT-29(US), DMEM F12 para MDA-MB-231 y RPMI para (B16-F10))
suplementado con Suero Fetal Bovino (SBF) al 10% y antibidticos

(estreptomicina 10ug/ml y penicilina 10000U/ml) a 37°C y 5% CO2.
Las secuencias de shRNA utilizados en las células son indicadas a continuacion:

Secuencia de la horquilla para shRNA contra Caveolina-1 en células MDA-

MB-231, clon #1-5

CCGGCGACGTGGTCAAGATTGACTTCTCGAGAAGTCAATCTTICACCACETC

BrTTT

Secuencia de la horquilla para shRNA contra Rab5 en células B16-F10, clon

#F8

CCGGCGGGCCAAATACTGGAAATAACTCGAGTTATIICCACTATIICEEEE
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BrTTTT

Secuencia de la horquilla para shRNA contra Rab5 en células HT-29(US),
clon #F10

CCGGCTGGTCAAGAACGATACCATACTCGAGTATCETATCETICTTICACEA

BrTTTT

Sentido Loop ARfiSentice

B. MATERIALES

El anticuerpo monoclonal anti-Caveolina-1 (catalogo No: C13620) y el anticuerpo
policlonal anti-Caveolina-1 (catdlogo No: C610060) se obtuvieron en
Transduction Laboratories. El anticuerpo monoclonal anti-Rab5 (catélogo No.
sc46692), policlonal anti-Rab5 (catalogo No. sc28570), monoclonal anti-p85a
(catalogo No: sc33585) vy policlonal anti-EEA1 (Early Endosome Antigen-1)
(catalogo No: sc33585) provienen de Santa Cruz Biotechnology. El anticuerpo
policlonal anti-GST proviene de Millipore (catalogo No: AB3282). El anticuerpo
monoclonal anti-fosfo-Akt (Ser473) (catalogo No: 9271S) proviene de Cell
Signaling Technology. EIl anticuerpo monoclonal anti-Rac-1 (catélogo No:
610651) proviene de Transduction Lab. El anticuerpo monoclonal anti-mCherry
(catalogo 632496) proviene de Clontech. Todos los anticuerpos monoclonales
utilizados fueron desarrollados en raton y todos los anticuerpos policlonales
utilizados fueron desarrollados en conejo. Los anticuerpos secundarios anti-raton
y anti-conejo acoplados a la enzima peroxidasa de rabano HRPO vy el anticuerpo

monoclonal anti-actina (catalogo No: A5316) provienen de Bio-Rad Laboratories.
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Los anticuerpos secundarios conjugados con los fluoréforos Alexa Fluor488 y
Alexa Fluor568, provienen de Invitrogen (Carlsbad, CA). El Inhibidor de PI3K,
LY294002 proviene de Sigma (catalogo No: L9908). El inhibidor de Rac-1
NSC23766 fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology (catalogo No: sc-204823).
Ambos estan diluidos en DMSO, por lo que se utilizé como el vehiculo control en

los experimentos.

Los plasmidios pLaclOP codificando las variedades de Caveolina-1 wild-type y la
mutante Y14F (reemplazo del aminoacido tirosina por el de fenil-alanina) han
descritos previamente por trabajos de nuestro laboratorio (Torres, et al., 2007;
Urra et al., 2012; Lobos et al., 2013). Los plasmidios pEGFP-C1 codificando
Rab5 wild-type, Rab5/S34N (de alta afinidad por GDP) y Rab5/Q79L (actividad
GTPasica deficiente) fueron gentilmente facilitados por la Dra. Francisca
Bronfman (Departmento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile). En el plasmidio modificado pEGFP-C1-
mCherry que codifica para p85a se le realizd una delecién de la secuencia
codificante de GFP, y en su lugar lleva sub-clonada la secuencia codificante
para mCherry. Este plasmidio fue gentilmente otorgado por el Dr. Dwayne

Stupack (Moores UCSD Cancer Center, University of California San Diego,

USA).

C. WESTERN BLOT

Los extractos celulares se prepararon en un tampon de lisis que contenia Hepes

20 mM pH 7.4, NP-40 0,02% y SDS 0,1%, ademas de inhibidores de proteasas
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al 1%. Se centrifugd el lisado a 4°C por 2 min a 20000xg para obtener el
sobrenadante conteniendo las proteinas. Se cuantifico las proteinas totales de
los extractos usando el método del acido Bicinconinico (BCA). Para la medicion
se usaron placas de 96 mm y se leyo la absorbancia de las muestras en el

equipo de ELISA VersaMax (Molecular Device, Sunnyvate, USA).

Para los experimentos los anticuerpos primarios se utilizaron en las diluciones

descritas en la Tabla 1.
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Caveolina-1 1:3000
B-actina 1:5000
Rab5 1:3000
Tiam-1 1:100
Rac-1 1:3000
p85a 1:500
mCherry 1:2000
GFP 1:2000
GST 1:1000
p-AKT 1:1000

Tabla 1: Dilucién anticuerpos utilizados en la tesis.
En la tabla se muestran las diluciones de los anticuerpos utilizados en la tesis. Todos los
anticuerpos fueron diluidos en leche descremada al 5% en TBS-Tween 0,05%.
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Todos los anticuerpos fueron utilizados en solucion de Leche descremada al 5%
en TBS-Tween 0,05% En la electroforesis se cargé 50ug de proteinas totales por
carril y la electrotransferencia se realizé durante 1 hora a 100 volts, el bloqueo
de las membranas fue durante toda la noche y tanto el anticuerpo primario como
secundario se incubaron durante una hora. Los anticuerpos secundarios de
cabra anti-lgG de conejo y de cabra anti- IgG de raton, se usaron en dilucién
1:5000 en solucion de Leche al 5%. El sistema de revelado fue el EZ-ECL kit de
quimioluminescencia obtenido de Biological Industries. La sefal fue detectada
por el uso de films de rayos X o mediante el uso de un sistema de
quimioluminiscencia modelo Discovery 12iC de Ultralum (Claremont, CA USA).
Las bandas obtenidas en los inmunoblot fueron digitalizadas y analizadas

mediante el programa ImageJ.

D. ENSAYO DE PRECIPITACION POR AFINIDAD (PULL-DOWN) DE RAB5-

GTP Y RAC-1-GTP

Esta metodologia permite enriquecer desde un extracto celular la fraccion activa
de Rab5 (Rab5-GTP) y Rac-1 (Rac-1-GTP) al incubar un homogeneizado con
una proteina de fusion constituida por la enzima Glutathion-S-Transferasa (GST)
fusionada al motivo de unidén a Rab5 y Rac-1 en sus formas activas
respectivamente. Los dominios de union son PBD (p21 binding domain) para
Rac-1 y R5BD (Rab5 binding domain) para Rab5 y han sido descritos

previamente (Torres et al., 2008).
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Los ensayos de pull-down fueron realizados como se ha reportado previamente
(Torres et al, 2008), con algunas modificaciones. Brevemente, las células fueron
homogenizadas en una solucion isoténica compuesta por HEPES 25 mM (pH
7.4), NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, NP-40 1%, glicerol 10%, DTT 1 mM y una
mezcla de inhibidores de proteasas (Benzamidina 100 pg/mL, Antipaina 10
pug/mL, Leupeptina 12,5 pug/mL). Los extractos fueron incubados por 5 minutos
en hielo y centrifugados a 10,000xg durante 1 min a 4°C. Los sobrenadantes
post-nucleares fueron usados para ensayos de precipitacion por afinidad
utilizando 30 pg de perlas de Glutathién-Sepharosa precubiertos con GST-R5BD
o GST-PBD por condicion. Las perlas fueron incubadas con los sobrenadantes
por 15 min a 4°C en un agitador rotatorio. Posteriormente, las perlas fueron
colectadas, lavadas con tampdén compuesto por NP-40 al 0.01% y las muestras
fueron solubilizadas, hervidas durante 5 minutos a 100°C y separadas mediante

SDS-PAGE para analisis por Western blot.
E. ENSAYO DE MIGRACION POR HERIDA

Para evaluar la migracion celular se utiliz6 el ensayo de cierre de la herida,
descrito previamente en trabajos y tesis de nuestro grupo. Se sembré 1x10°
células B16-F10, MDA-MB-231 y HT-29(US) por cada pocillo en una placa de 24
pocillos. Una vez alcanzada la confluencia de 80%, en 24 h aproximadamente se
hizo una herida en cada monocapa de células usando una punta de pipeta
amarilla biselada. Se lavé suavemente la monocapa y se agregdé 500 uL de
medio sin SFB. Se tom¢ 6 fotografias de cada herida al tiempo O h, en un

microscopio Olympus CKX41 con objetivo 40X. Luego se agregé 500 uL de
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medio con 1% SFB para evaluar el cierre de la herida a las 24 h El area

promedio de cada herida se determin6 por medio del programa Image J.

F. ENSAYO DE MIGRACION EN CAMARA BOYDEN (TRANSWELL)

Los ensayos fueron realizados en camaras Boyden (Transwell ™

Costar, 6.5 mm
de diametro, 8 ym de tamafo de poro). Las camaras fueron pretratadas con
100puL de fibronectina (2ug/mL) a 4°C la noche previa al experimento. Al dia
siguiente se lavo los insertos con 500 yL de PBS para retirar el exceso de
fibronectina y posteriormente se agregé a cada pocillo 500 uL de medio con 10%
SFB. Se sembrd 100.000 células suspendidas en 100 uL de medio RPMI libre de
suero, en la parte superior de cada inserto. Las células fueron incubadas por 4 h
a 37°C. Posteriormente, se tifid y fij6 las células con 500 pL de Cristal
Violeta/metanol. Se elimind el exceso de colorante y cuidadosamente se elimind
las células que quedaron en la cara superior del inserto, dejando solo las que

migraron hacia la cara inferior. Luego se cuantificd el numero de células que

migraron, contando las células de 6 campos distintos y en un aumento de 40x.
G. ENSAYO DE INVASION EN MATRIGEL

Los ensayos de invasion fueron realizados en insertos de Matrigel (BD
Biosciences (catdlogo No: 354480). Previamente, los insertos fueron re-
hidratados por 2 h a 37°, luego se agregé 500 yL de medio completo a cada
pocillo de la placa de 24. Se sembraron 150.000 células de las tres lineas
celulares involucradas en esta tesis: B16-F10, MDA-MB-231 y HT-29 (US) en

500 pL de medio RPMI libre de suero en la cara superior de cada inserto. Las
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células fueron incubadas por 22 h a 37°C. Posteriormente, las células que
quedaron en la cara superior del inserto (células no invasivas) fueron eliminadas,
y las que invadieron el matrigel fueron fijadas por 2 min en metanol frio, para
luego ser tefiidas con azul de toluidina al 1%. Se extrajo cuidadosamente las
membranas de matrigel de cada inserto con un bisturi y se montaron con mowiol
en un portaobjetos. Luego se cuantificé el numero total de células invasivas en la

membrana, utilizando un aumento de 40X en el microscopio.
H. ENSAYO DE PROLIFERACION (MTS)

Células B16-F10 fueron sub-cultivadas en placas de 96 pocillos, a razon de

1x104 células por pocillo. La proliferacion celular fue evaluada usando el kit de
proliferacion MTS (Promega), luego de 24 h de cultivo en medio completo. Para
ello, se agrego 20 pl de una mezcla 20:1 de MTS:PMS a cada pocillo. Estos
fueron incubados por 1 h a 37°C y la reaccién se detuvo por adicion de 10 pl de
SDS al 10%. Finalmente, se determind la reduccion del compuesto MTS en
formazan por medicion de la absorbancia a 490nm (lector de ELISA VERSA

Max, Molecular Devices).
I. INMUNOPRECIPITACION

La inmunoprecipitacién fue realizada segun lo descrito previamente por nuestro
grupo (Torres et al., 2008, Mendoza et al.,, 2013). Los extractos celulares se
prepararon en un tampon compuesto por Tris-HCI 20mM pH 7,4, NaCl 150 mM,

NP-40 e inhibidores de proteasa 1%. Los sobrenadantes obtenidos después de
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una centrifugacién a 13,000g por 1 min a 4°C y se utilizaron para experimentos
de inmunoprecipitacion (500 mg de proteina total por ensayo) con el anticuerpo
monoclonal de Caveolina-1 inmobilizado en perlas de proteina A/G durante 30
min. Las muestras fueron solubilizadas, hervidas durante 5 minutos a 100°C y

separadas mediante SDS-PAGE para analisis por Western blot.

J. ENSAYOS DE METASTASIS EN RATONES C57BL/6

Ratones C57BL/6 que se encontraron entre las 8 y las 12 semanas de vida
fueron sub-divididos en diferentes grupos, segun los tres experimentos
realizados para el objetivo 4 de esta tesis. Estos grupos recibieron una inyeccion
intravenosa de 200.000 células, cultivadas en las condiciones antes descritas. El
dia 21 post inyeccion se extrajo el pulmén y se fijé en solucion de Feketes: 70%
etanol, 10% formalina y 5% acido acético glacial (Ausubel et al., 1996). Una vez
fijado el pulmon, se peso el tejido completo. Luego, se cuantifico el numero de
nddulos tumorales (en negro) y posteriormente se separ6 el tejido nodular del
parénquima pulmonar y esta masa se pesoO registrando las diferencias. Se
grafic6 como el porcentaje de masa tumoral en relacion a la masa del pulmén

completo.

K. INMUNOFLUORESCENCIA

Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos de vidrio de 12mm de diametro,
lavadas con PBS, fijadas con paraformaldehido al 4% en solucion PIPES
(100mM, pH 6.8, conteniendo KOH 40 mM, EGTA 2 mM y MgCI2 2 mM) durante

15 minutos. Las células fueron permeabilizadas con Tritdn X-100 al 0.1% en
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solucion de lavado durante 10 minutos, lavadas 2 veces y luego bloqueadas, con
seroalbumina bovina (BSA) al 1% durante 30 minutos a temperatura ambiental.
Las muestras fueron incubadas con anticuerpos primarios, seguido de
incubaciéon con los respectivos anticuerpos secundarios marcados con
fluoréforos Alexa Fluor. Las muestras fueron visualizadas mediante microscopia
confocal, usando un microscopio spinning disk Olympus IX81 o un microscopio

confocal Carl Zeiss LSM-Pascal 5.

L. ANALISIS DE IMAGENES

Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal fueron sometidas a
deconvolucion iterativa utilizando el software Hyugens Profesional, version
3.7.0p3 (Scientific Volume Imaging, Hilversum, The Netherlands), utilizando
funciones de dispersion de punto (PSF) tedricos estimados por el mismo
software a partir de los parametros de adquisicion. La razén sefial/ruido fue
ajustada en cada imagen con el fin de obtener la restauracion optima de las
imagenes y el numero de ciclos en el proceso de deconvolucion se limité a 40
iteraciones, aunque ninguno de los procesos alcanzo este limite. Finalmente las
imagenes fueron recortadas utilizando el software de manipulacion de imagenes

Adobe Photoshop.

LL. CO-LOCALIZACION

La co-localizacion fue evaluada en las imagenes deconvolucionadas, obtenidas

mediante Microscopia Confocal (Carl Zeiss LSM-Pascal 5). El analisis fue
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realizado utilizando el software Image J, por medio del plugin JACoP. Los
coeficientes de Manders fueron calculados tomando como referencia al valor de
GFP-Rab5 y EEA1 en los experimentos respectivos. En todos los experimentos

se analizaron siempre mas de 50 células por condicion.

M. MEDICION DE TAMANO DE ENDOSOMAS

El tamarfo de los endosomas fue evaluado en las imagenes deconvolucionadas,
obtenidas mediante Microscopia Confocal (Carl Zeiss LSM-Pascal 5). El analisis
fue realizado utilizando el software Image J donde los endosomas fueron
definidos en término de tamafno. Luego con estos datos se utilizé el software
GraphPad Prism 5 (San Diego, CA) para calcular la distribucién de porcentajes

de endosomas en los intervalos definidos: 0-0.5, 0.5-2.0, 0.5-2.0 ym?>.

N. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron comparados mediante t test no-pareados utilizando el software
GraphPad Prism 5 (San Diego, CA). A menos que se indique lo contrario, al
menos 3 experimentos independientes fueron analizados. Un valor p<0.05 fue

considerado significativo.
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3. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de este trabajo de tesis fueron organizados de acuerdo
a los objetivos especificos planteados. Por lo tanto, se presentan 3 secciones de
resultados: la seccién 1, que agrupa al objetivo especifico 1, la seccion 2 que
responde a los objetivos especificos 2 y 3 y la seccion 3, que responde al

objetivo especifico 4.
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SECCION 1

CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA ACTIVACION DE

RAB5 DEPENDIENTE DE p85a EN CELULAS

METASTASICAS
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A. EFECTO DE CAVEOLINA-1 EN LA MIGRACION CELULAR: SELECCION
DE LAS LINEAS CELULARES METASTASICAS.

Un trabajo previo de nuestro laboratorio indica que la expresion de Caveolina-1
en ceélulas de melanoma murino B16-F10 promueve la migracion celular,
mientras que el silenciamiento de Caveolina-1 endogena en células de cancer
de mama MDA-MB-231, reduce la migracion celular (Urra et al., 2012). Por lo
tanto, se decidié utilizar ambos modelos—con comportamiento metastasico—en
el desarrollo de esta tesis. Sin embargo, para complementar nuestros estudios,
se investigd un tercer modelo de células metastasicas.

Para esto, se evalud la linea celular de cancer de colon no metastasico HT-
29(ATCC). También se utilizd la sub-linea HT-29(US), derivada de células HT-
29(ATCC), las cuales presentan mayor potencial metastasico (Bender et al.,
2000; Torres et al., 2007). Ambas lineas celulares fueron establemente
transfectadas con el vector pLaclOP (condicién mock) o con el vector pLaclOP-
caveolina-1 (condicion Cav1), que contiene la secuencia codificante para la
proteina. Detalles sobre la caracterizacion de ambas lineas se encuentran en la

seccion materiales y métodos.

En el ensayo de migracion por herida, que consiste en generar una herida en
una monocapa de células y evaluar el cierre de dicha herida a las 24 h, se
observé que las células HT-29(ATCC) no mostraron diferencias significativas

entre la condicion mock (12% de cierre de herida) y la condicién Caveolina-1
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(12% de cierre de herida) (Figura 8A). Sin embargo, la linea celular HT29(US)
aumentd su capacidad migratoria en respuesta a la expresion de Caveolina-1,
en comparacion con la condicion Mock (53% versus 34% de cierre de herida)
(Figura 8B). De esta manera, nos propusimos evaluar los cambios en migracion
en células HT-29(US) medido por un ensayo de migracién en camara Boyden

(transwell).

Los ensayos de migracion en transwell consisten en analizar la migracion de las
células que tuvieron la capacidad de atravesar hacia la cara inferior de un inserto
previamente cubierto con fibronectina (2 pg/ml). Mediante este ensayo, se
observé que la expresion de Caveolina-1 en células HT-29(US) promueve un
aumento a mas del doble de la cantidad de células control que migran a través

del filtro poroso (Figura 8C).
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Figura 8: Caveolina-1 aumenta la migracion en células HT-29(US) pero no en células HT-29 (ATCC)

A. Ensayo de migracién por herida: células HT-29(US) (mock, Cav1) y células HT-29(ATCC) (mock, Cav1)
fueron crecidas medio DMEM High Glucosa suplementado con 10% SFB y sembradas en placas de 24
pocillos en una cantidad necesaria para que luego de 24 h alcancen una confluencia cercana al 90%. Luego
se procedio a realizar una herida con una punta de pipeta al centro de la placa, durante el ensayo se
mantuvieron las células en medio 1% suero y se obtuvieron fotografias que se registraron como tiempo
inicial. Luego de 24 h en cultivo se procedié a fotografiar los mismos sectores y se realizé el andlisis
densitométrico, calculando el porcentaje de cierre de herida como el cuociente entre el area final y el area
inicial, en cada caso. B. La fotografia muestra una figura representativa del ensayo de herida en células HT-
29(US) con los respectivos valores del porcentaje de cierre de herida luego de 24h C. Ensayo de migracién
en insertos (transwell): Se sembraron 50.000 células HT-29(US) (mock, Cav1) por inserto suspendidas en
500 pl de medio DMEM High Glucosa 0% SFB. La cara inferior de la membrana del inserto fue previamente
incubada con fibronectina (2ug/ml), la cual sirve como estimulo quimioatractante para las células. Se dejé
migrar por 2h y posteriormente se cuantificé el nimero de células de 6 campos diferentes en un microscopio
con contraste de fases. La migracion celular se muestra expresada como veces de aumento con respecto a
las células control HT-29(US)M1, lo que se expresa como Unidades Relativas (R.U).

Todas las figuras representan al valor promedio + error estandar de tres experimentos independientes
(**p<0,01).

Nota: los analisis de expresion de Caveolina-1 en estas células se muestran en las figuras 10 y 11.
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De esta manera, teniamos tres modelos celulares con alto potencial
metastasico, MDA-MB-231, HT-29(US) y B16-F10, donde Caveolina-1 promueve

la migracién celular.

B. NIVELES DE CAVEOLINA-1 Y RAB5 EN CELULAS B16-F10, HT-29(US) Y
MDA-MB-231.

Con la finalidad de evaluar la expresion de Caveolina-1 y Rab5 en nuestros
modelos de estudio, y determinar la relacion que existe respecto al potencial
metastasico, se realizaron western blots comparativo entre las lineas celulares
B16-FO (bajo potencial mestastasico), B16-F10 (alto potencial mestatasico), HT-
29(US) (alto potencial metastasico), HT-29 (ATCC) (bajo potencial
mestastasico), y ademas se incorpordé a las células de cancer de mama
metastasico MDA-MB-231 que expresan altos niveles de Caveolina-1.
Interesantemente, en células con bajo potencial metastasico (HT-29 (ATCC) y
B16-F0) los niveles de proteina Rab5 fueron menores que en su contraparte
altamente metastasicas (HT-29 (US) y B16-F10) lo que se observa en la Figura
9. Se utilizaron los niveles de Rab5 en MDA-MB-231 como unidad de referencia

para graficar estos resultados.
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Figura 9: Expresion comparativa de Rab5 en lineas celulares de cancer con alto y bajo
potencial metastasico.

Células HT-29(US) y B16-F10 de alto potencial mestastasico y células HT-29 (ATCC) y B16-F0 de
bajo potencial metastasico, ademas de células MDA-MB-231 fueron crecidas en sus medios
respectivos suplementados con 10% SFB. Posteriormente, se obtuvieron extractos celulares y se
realizé un ensayo de Western Blot segun descrito en materiales y métodos. Se analizaron los niveles
totales de Rab5 y los niveles relativos se normalizaron por la actina. En A. se muestra un Western
Blot representativo. En B. se muestra la densitometria de 3 experimentos independientes. Los datos
se expresaron como unidades relativas con respecto a los niveles Rab5 en células MDA-MB-231
(media + SEM). (*p<0,05).
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Segun lo dicho anteriormente, incorporamos la linea celular derivada de cancer
de mama MDA-MB-231 que expresa altos niveles de Caveolina-1, los cuales
fueron silenciados mediante estrategia de infeccidn lentiviral con Short Hairpin
RNA especificos para la secuencia de Caveolina-1. Asi se obtuvo las sub-lineas

MDA-MB-231 sh-Control (sh Ctrl) y sh-Caveolina-1 (sh Cav-1).

En la Figura 10 es posible observar los niveles de las proteinas Caveolina-1 'y

Rab5 en los tres modelos utilizados para esta investigacion.

HT-29(US) B16-F10 MDA-MB-231

mock Cav1l mock Cav1 sh Ctrl sh Cav1

Rab5 -— — —

Actina | ~.. _ -

Figura 10: Niveles de Caveolina-1 y Rab5 en células HT-29 (US), B16-F10 y MDA-MB-231

Células HT-29(US) (clones M1,C14), B16-F10 (mock, Cav-1) y MDA-MB-231 (shCtrl, sh Cav-1)
fueron crecidas sus medios respectivos suplementados con 10% SFB. Posteriormente, se
obtuvieron extractos celulares y se realiz6 un ensayo Western Blot SDS-PAGE en geles al 12 %
(50 ug por carril). Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa,
bloqueadas e incubadas con anticuerpos primarios especificos. Después de lavar se incubd con
el anticuerpo secundario acoplado a HRP y se us6 el método de quimioluminiscencia ECL para
detectar la sefal. Este es un resultado representativo, evaluando los niveles de las proteinas
Caveolina-1, Rab5 y Actina.
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C. CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA ACTIVACION DE RAB5 EN LAS LiNEAS
CELULARES METASTASICAS HT-29(US), B16-F10 Y MDA-MB-231.

Para medir la activacion de Rab5 en presencia de Caveolina-1, utilizamos un
ensayo de pull-down usando la proteina de fusion GST-R5BD, la cual contiene el
dominio de union a Rab5-GTP (R5BD), clonado desde la proteina Rabaptina 5
(Torres et al., 2008). Para precipitar el complejo, una vez homogenizadas las
células, se ponen en contacto con la proteina de fusién y esferas de glutation-
sepharosa. Este ensayo ha sido ampliamente descrito y proporciona una
importante herramienta para estudiar la actividad de proteinas GTPasas como
Rab5 (Zerial et al., 1993; Torres et al., 2008). Los resultados muestran que la
expresion de Caveolina-1 en células HT- 29(US) y B16-F10 incrementa los
niveles de Rab5 activo de manera significativa (Ver Figura 11 A 'y B). A su vez,
el silenciamiento de Caveolina-1 endogena en ceélulas de cancer de mama MDA-
MB-231 reduce en forma significativa a los niveles de Rab5-GTP (Ver Figura
4C). Estos resultados confirman que Caveolina-1 promueve la activacion de
Rab5 en tres modelos metastasicos distintos: cancer de colon HT-29(US),

cancer de mama MDA-MB-231 y melanoma murino B16-F10.

Presentamos los resultados obtenidos tanto para cada una de estas lineas

celulares, junto a sus respectivos analisis densitométricos, en una repeticion de

tres ensayos independientes (Figura 11 A, By C).
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Figura 11: Caveolina-1 activa a Rab5 en las lineas celulares HT-29(US), B16-F10 y
MDA-MB-231

Células HT-29(US) (clones M1,C14), B16-F10 (mock, Cav-1) y MDA-MB-231 (shCtrl, sh
Cav-1) fueron crecidas en sus medios respectivos suplementados con 10% SFB.
Posteriormente, se obtuvieron extractos celulares y se realizé el ensayo pull-down con
la proteina de fusién R5BD-GST segun descrito en materiales y métodos. En A, By C
se muestra un Western Blot representativo y la densitometria de 3 experimentos
independientes de pull-down R5BD (promedio +/- error estandar) en células HT-29(US),
B16-F10 y MDA-MB-231, respectivamente. R.U. expresa las veces de aumento en
relacion a sus respectivos controles. Rab5 fue detectada mediante Western Blot segun
se explica en materiales y métodos (*p<0,05; **p<0,01).
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D. CAVEOLINA-1 PROMUEVE UN AUMENTO EN EL TAMANO DE LOS
ENDOSOMAS TEMPRANOS.

El tamafno de los endosomas tempranos fue evaluado por ensayos de
inmunofluorescencia en células B16-F10 (mock, Cav1), utilizando anticuerpos
dirigidos contra Rab5 y el antigeno endosomal temprano (EEA1). Se analizé el
porcentaje de la frecuencia de endosomas EEA1-positivos de diferentes
tamanos, utilizando el programa Image J (para detalles ver la seccidon materiales
y métodos). Consideramos tres intervalos de tamano divididos de la siguiente
manera: 0-0.5, 0.5-2.0, >2.0 ym?. Como se muestra en la Figura 12, la
expresion de Caveolina-1 aumenta el porcentaje de endosomas de mayor
tamano llegando hasta a un promedio de 3.5 um? de superficie. Estas
observaciones sugieren que Caveolina-1 promueve la acumulacion de
endosomas grandes, presumiblemente por la activacion sostenida de Rab5. Sin
embargo, en este escenario no podemos excluir la posibilidad de que Caveolina-
1 bloquee el proceso de maduracion del endosoma. Esta posibilidad se analizara

con mayor profundidad en la seccién de Discusion.
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Figura 12: Caveolina-1 promueve un aumento en el tamafo de endosomas tempranos.
Células B16-F10 (mock, Cav-1) fueron crecidas sobre cubreobjetos en su medio respectivo
suplementado con 10% SFB durante 24 h las muestras fueron fijadas y tefidas con anticuerpo
anti-EEA1(verde) y anticuerpo anti-Rab5 (rojo). Las muestras se analizaron por microscopia
confocal. El tamafo de las vesiculas fue calculado con el software Image J (ver detalles en
materiales y métodos). Tres categorias de diferentes tamafios (0-0.5, 0.5-2.0, 0.5-2.0 pmz)
fueron distinguidas y comparados. Los graficos corresponden al valor promedio de las
frecuencias totales de endosomas entre los rangos de tamafos. Se analizaron al menos 100
células por condicion. En A. Se muestran imagenes representativas del experimento y en B. Se
observa la cuantificacion de 3 experimentos (**p<0,01).

Por otro lado, se cuantifico el grado de co-localizacion entre Rab5 y EEA1 (como
marcador constitutivo de endosomas tempranos) para evaluar si el aumento en
el tamano de endosomas tempranos se traduce también en una mayor tasa de
estabilizacion de Rab5 por Caveolina-1. El analisis no arrojo diferencias

significativas entre las condiciones mock y Cav1 (Figura 13).
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Figura 13 : Caveolina-1 no promueve la estabilizacion de Rab5 en endosomas tempranos.
Células B16-F10 (mock, Cav-1) fueron crecidas sobre cubreobjetos en su medio respectivo
suplementado con 10% SFB durante 24 h las muestras fueron fijadas y tefiidas con anticuerpo
anti-EEA1(verde) y anticuerpo anti-Rab5 (rojo). Las muestras se analizaron por microscopia
confocal y las imagenes representativas se muestran en A. Se muestran imagenes
representativas y la barra de magnificacion que representa una distancia de 10 um. B La grafica
representa los coeficientes de Manders y se calcularon con el software Image J. Se muestra el
promedio +/- error estandar de 3 experimentos. No se obtuvieron diferencias significativas.

Estos resultados siguieren que la activacion de Rab5 por Caveolina-1 no se
debe a una estabilizacion de Rab5 en endosomas tempranos, y que
probablemente se debe a un mecanismo indirecto, involucrando a reguladores
del ciclo activacion/inactivacion de la proteina. Con este razonamiento,
realizamos un analisis de los posibles GEF’'s y GAP’s de Rab5 donde p85q, la

sub-unidad regulatoria de las PI3K de clase |, resultdé ser un candidato
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interesante, por antecedentes que sugieren su interaccion con Caveolina-1 como

se observa en la Tabla 2.

RIN1 reduce el efecto de la sefializacion de Receptores de

Tirosina Quinasa (RTK) y disminuye la migracién celular Hu atal., 2008 -

RIN1
La fosforilacién de la serina 292 de RIN1 inhibe la )

) . Ziegler et al., 2011 —
migracion celular modulada por Abl.
RIN2 forma un complejo con R-Ras y Rab5 para controlar

RIN2 la adhesion celular endotelial, la endocitosis de integrinas y |Sandri et al., 2012 —
la activacion de Rac-1.

RIN3 RIN3 es un Rab5-GEF que previene la migracion celular.  |Janson et al., 2011 —
AL$2 es reclutado a ruffles de membrana a través de la Kunita et al., 2007 _
activacion de Rac-1.

ALS2/Alsin

Alsin es un GEF para Rab5 y Rac1 y colocaliza con Rac-1
a los ruffles de membrana y lamelipodios.

Rab5 se propone como una GTPasa involucrada en el

Topp at al., 2004

Lanzetti atal.,

migracion celular, y la activacion de Cdc42 y Rac1.

Larson et al., 2010

RN-Tre remodelamiento de actina. RN-Tre tiene actividad GAP —
2000
sobre Rab5.
f ion d lej
85 p85a es escuestrada por Caspasa-8 fosforilada. La Torres et al., 2008, 0:;?:;'220: (C;ZTZ) ZJ: Faulstich et al. 2013
P fosforilacién de Caspasa 8 es seguida por la activacion de (2010 P células AGS v
Rab5 y la migracién celular.
La disminuciép de 129Ra§GAE aumenta la migracion Mai et al., 2011 _
celular y atenda el reciclaje de integrinas.
p120RasGAP p120RasGAP se asocia en un complejo con p190RhoGAP
y la Quinasa de Adhesion Focal (FAK) para regular la Tomar et al., 2009 —
polarizacion celular.
p120RasGAP promueve la activacion de c-Src y la invasion Chan etal., 2012 _
tumoral.
La inhibicion de TSCZ_a’umenta la expresién de la integrina Moir et al., 2012 _
al y reduce la migracion celular.
TSC2 Células de fibroblasto knock-out para TSC2 reducen la

TSC2 inhibe la migracién relular regulando la actividad de
RhoA.

Goncharova et al.,

2006

Tabla 2: GEF's y GAP’s de Rab5 involucrados en la migracién celular.
La tabla muestra los diferentes GEF's y GAP’s de Rab5 involucrados en la migracién celular. De
estos reguladores se documenta su relacion con Caveolina-1. Modificado de Mendoza et al., 2014

(Review).



En este contexto, es importante evaluar la regulacién de la hidrélisis de Rab5-
GTP por p85a como ha sido estudiada en el contexto de migracion celular

anteriormente (Chamberlain et al., 2004, Torres et al., 2008).

E. CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA ACTIVACION DE RAB5 A TRAVES DEL
RECLUTAMIENTO DE P85a.

La proteina p85a es particularmente interesante, ya que ademas de ser un GAP
de Rab5, también previene la migracion celular dependiente de Rab5
(Chamberlain et al., 2004, Torres et al., 2008). A su vez, en un reciente trabajo
se demostro que p85a se une in vifro en un mismo complejo proteico con
Caveolina-1 en células de cancer gastrico AGS (Faulstich et al., 2013) como se
destaca en la Tabla 2. Con estos antecedentes, se evalud la asociacion de p85a
con Caveolina-1, asi como el efecto de p85a en la activacién de Rab5 y la
migracion celular en ensayos de inmuprecipitacion, pull-down y migracién por

transwell respectivamente.

En primer lugar, mediante inmunoprecipitacion en células HT-29(US), se
observé que p85a se asocia en un complejo proteico con Caveolina-1 (Figura 14
A). Del mismo modo, en células B16-F10-Cav1, se realiz6 una transfeccion
transitoria de las construcciones mCherry (-) y mCherry-p85a (+) con el objetivo
de verificar si Caveolina-1 se asocia con p85a ectopicamente expresada. Asi se

observo que Caveolina-1 se asocia con mCherry-p85a pero no con mCherry solo
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(Figura 14 B). Estos resultados siguieren una asociacion en complejos proteicos

entre Caveolina-1y p85a en modelos de células HT-29(US) y B16-F10.

A HT-29(US)
P

|QG Cav1 Homogenizado
kDa

70

p85a
Cav1 -

25

B B16-F10
IgG |P: Cav1

Transf. EV EV p85a Homogenizado
kDa

100

Figura 14: Caveolina-1 co-inmunoprecipita con p85a en células HT-29(US) y
B16-F10.

A. Células HT-29(US) (clon C14: Cav1) fueron crecidas en sus medios respectivos
suplementado con 10% SFB. Posteriormente, se obtuvieron extractos celulares y se
realizdé una inmunoprecipitacién con el anticuerpo policlonal contra Cav1, segun lo
descrito en materiales y métodos. Las proteinas p85a y Cav1 fueron detectadas
mediante Western Blot. Para detectar el homogenizado celular se cargaron 50ug de
proteinas. IgG representa un anticuerpo irrelevante como control, anti-GFP. La
imagen es representativa de 2 experimentos independientes. B. Células B16-F10
(Cav-1) fueron transfectadas con el vector mCherry-p85a por 24h. Posterioremente
se obtuvieron extractos celulares y se realizé una inmunoprecipitacion de la misma 74
manera que en A. La imagen es representativa de 2 experimentos independientes.



F. LA EXPRESION DE P85a DISMINUYE LA ACTIVACION DE RAB5 POR
CAVEOLINA-1 EN CELULAS B16-F10.

Para evaluar si la expresidon de p85a en células B16-10 interfiere con la
activacion Rab5 dependiente de Caveolina-1, se realizé un ensayo de pull-down
R5BD-GST en células transfectadas con mCherry (-) o mCherry-p85a (+). Los
resultados demuestran que Caveolina-1 promueve la activacion de Rabj5,
induciendo un aumento de 2,2 veces de la forma Rab5-GTP, mientras que la
expresion de p85a disminuye los niveles de Rab5-GTP en células B16-F10 que
expresan Caveolina-1 (Figura 15). Bajo estas mismas condiciones, se realizaron
ensayos de migracion por transwell, tanto con células B16-F10 como células
MDA-MB-231 transfectadas transitoriamente con las construcciones mCherry (-)
o mCherry-p85a (+). Se observé que la expresion de p85a reduce la migracion
celular inducida por Caveolina-1 en ambas lineas celulares (Figura 16). Estos
resultados sugieren que p85a regula la activacion de Rab5 y la migracion celular

inducida por Caveolina-1.
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Figura 15: La expresion del Rab-GAP p85a disminuye la activacion de Rab5 por
Caveolina-1 en células B16-F10

Células B16-F10 (Cav-1) fueron transfectadas con el vector mCherry-p85a y su control
vacio, crecidas en su medio respectivo suplementado con 10% SFB por 24h posteriormente
se obtuvieron los extractos celulares y se realizé un ensayo pull-down con la proteina de
fusion R5BD-GST segun descrito en materiales y métodos. Las proteinas Rab5 p85a, Cav1
y mCherry fueron detectada mediante Western Blot. Los niveles de Rab5-GTP fueron
cuantificados por densitometria y normalizadas contra Rab5 total (nUmeros bajo la imagen).
Los resultados fueron los siguientes: B16-F10(mock/mCherry-p85a) (1,1 = 0,8), B16-
F10(Cav1/mCherry) (2,2 £ 0,7) y B16 F10(Cav1/mCherry-p85a) (1,0 + 0,3). En el panel
inferior se muestra la expresién de mCherry/mCherry-p85a. Estos resultados fueron
obtenidos de cuatro experimentos independientes.

76



%

HT-29(US)

— 47 = ; *%
») *% | kk - *%
s 34 %1.0-
C
9 2 '8
© 90.5-
> o
&
= 0 0.

bo - * — 7 p85a —* - _*
mock Cav1 sh-ctr sh-Cav1

e
©)

Figura 16: La expresion de p85a disminuye la migracién celular inducida por Caveolina-1 en
células HT-29(US) y MDA-MB-231

Células HT-29(US) (clones M1,C14), MDA-MB-231 (shCtrl, sh Cav1) fueron transfectadas con el vector
mCherry-p85a y su control vacio, crecidas en su medio respectivo suplementado con 10% SFB por 24h
Se sembraron 50.000 células HT-29(US) (clones M1,C14) y MDA-MB-231 (shCtrl, sh Cav1) por inserto
suspendidas en 500 pl del medio 0% SFB. La cara inferior de la membrana del inserto fue previamente
incubada con fibronectina (2ug/ml). Se dejé migrar las células por 2 h y posteriormente se cuantifico el
numero de células de 6 campos diferentes en un microscopio con contraste de fases. La migracion
celular se muestra expresada como veces de aumento con respecto a las células control HT-29(US)M1
y MDA-MB-231 shCtrl, (R.U). Todas las figuras corresponden al valor promedio * error estandar de
tres experimentos independientes (**p<0,01).

De esta manera, podemos sugerir que la interaccion de p85a con
Caveolina-1 activa a Rab5, estimulando la migracién y un aumento en el

tamano de endosomas temprano en células metastasicas.

Estos resultados se esquematizan en la Figura 17, que representa un resumen

de los resultados obtenidos hasta este objetivo.
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Figura 17: Caveolina-1 recluta a p85a promoviendo un aumento en la activacion de
Rab5, un aumento en el tamafio de los endosomas tempranos y en la migracién celular

El siguiente esquema muestra un resumen de los resultados obtenidos en la seccion 1 de esta
tesis.

G. CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA ACTIVACION DE RAB5 DE MANERA

INDEPENDIENTE DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE PI3K.

La proteina p85a es la subunidad regulatoria de las PI3K de Clase |, compuesta
ademas por una subunidad catalitica llamada p110. Por lo tanto, una
interrogante que surgio era averiguar si p85a requiere de la actividad catalitica
de PI3K para ejercer su efecto GAP sobre Rab5. Con esto se responderia si
p110 es necesaria para la activacion de Rab5 por Caveolina-1. Para ello, se
utilizé un inhibidor comercial de las PI3K, LY294002 a una concentracion de
10uM. Como una manera de controlar la efectividad del inhibidor se verifico la

fosforilaciéon de AKT en serina 473, dado que es un blanco molecular de esta
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via. Se realiz6 un pre-tratamiento con el inhibidor por 1h y posteriormente Rab5-

GTP se midi6 en ensayos de pull-down R5BD (Figura 18).

LY294002

CAVEOLINA-1

Figura 18: El siguiente esquema representa la estrategia experimental para
determinar si la activacion de Rab5 por Caveolina-1 es un mecanismo dependiente de
la actividad catalitica de PI3K. Se muestran los oligdmeros de 14-16 moléculas segun
descrito por literatura (Quest at al., 2008)

Se observd que el tratamiento con LY294002 no interfirid con la activacion de
Rab5 por Caveolina-1, indicando que Caveolina-1 no requiere de la actividad

catalitica de PI3K para promover la activacién de Rab5 (Figura 19).
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Figura 19: Caveolina-1 promueve la activacion de Rab5 en un mecanismo
independiente de la actividad catalitica de PI3K

Células B16-F10(mock, Cav-1) fueron crecidas en su medios respectivo suplementado con
10% SFB. Posteriormente las células fueron tratadas con el inhibidor de PI3K LY294002 a
una concentracién de 10uM por 60 minutos con su vehiculo control respectivo (DMSO).
Luego de esto se realizaron experimentos de pull-down con la proteina R56BD-GST) segun
descrito en materiales y métodos.

Los numeros bajo la figura representan el valor residual de Rab5-GTP expresado como el
cuociente de las densitometrias entre las proteinas en estado activo y el total. La imagenes
corresponden al valor promedio * error estandar de tres experimentos independientes. Las
diferencias estadisticas son respecto a la condicion control de cada experimento (*p<0,05).

H. CAVEOLINA-1 SE UNE A LOS DOS DOMINIOS SH2 DE P85a

INDEPENDIENTEMENTE DE SU FOSFORILACION EN TIROSINA 14.

La estructura de p85a cuenta con un dominio RabGAP y dos dominios de

homologia a Src2 (SH2), éstos ultimos son importantes en la unién de proteinas

fosforiladas en tirosina. Resultados de nuestro laboratorio indican que la
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inhibicion farmacolodgica de la fosforilacion de Caveolina-1 en tirosina 14
disminuye su capacidad migratoria (Urra et al., 2012). Con estos antecedentes,
se procedio a analizar en primer lugar si Caveolina-1 se une a p85a a través de
alguno de los dominios SH2 de p85a (N-SH2 y C-SH2). Se realizaron ensayos
de pull-down con las construcciones GST-N-SH2-p85a y GST-C-SH2-p85a en
extractos de células B16-F10 y MDA-MB-231 que expresan Caveolina-1. Las
células fueron pre-incubadas con peroxido de hidrogeno (H202) a una
concentracion de 5 mM por 20 min, con el fin de inducir la fosforilacion de
Caveolina-1 (Urra et al., 2012). Los resultados indican que Caveolina-1 se une
tanto a los dominios N-SH2 y C-SH2 de p85a, siendo por tanto independiente de
la fosforilaciéon de Caveolina-1 en tirosina 14 (Figura 20). Con el objetivo de
evaluar de manera mas especifica la importancia de la tirosina 14 en la
activacion de Rab5 por Caveolina-1, se desarrollaron dos estrategias diferentes.
Por un lado, se utilizo el inhibidor de Src-PTKs, PP2, a una concentracién de 10
MM por una hora, con el fin de evaluar si la activacion de Rab5 por Caveolina-1
depende de la kinasa de la familia Src. Se tienen antecedentes que PP2
previene la migracion e invasion de células metastasicas B16-F10 inducidas por
Caveolina-1 (Tesis Doctorado en Farmacologia de nuestro laboratorio,
estudiante Rina Ortiz). El tratamiento con PP2 redujo parcialmente la activacion

de Rab5 por Caveolina-1 (Figura 21 A).
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Figura 20: Caveolina-1 se une a los dos dominios SH2 de p85a independiente de su
fosforilacion en tirosina14

Células B16-F10 (Cav-1) y MDA-MB-231 (shCtrl) fueron crecidas su medio respectivos
suplementado con 10%SFB. Posteriormente, se obtuvieron extractos celulares y se realizo el
ensayo pull-down con las construcciones GST-N-SH2-p85a y GST-C-SH2-p85a ademas de su
control GST descrito en la seccién de materiales y métodos.

Como control para evaluar la fosforilacion de Cav1 en tirosina 14, las células fueron tratadas
con H,0; (5 mM) por 20 min. En el Western Blot se observa la expresion de Cav1, p-14 Cav1,
GST y p85a. Esta ultima fue detectada con un anticuerpo monoclonal que sélo reconoce el
dominio n-SH2 de p85a. Ambas figuras son representativas de tres experimentos
independientes.

La segunda estrategia se baso6 en evaluar la activacion de Rab5 por mutantes de
Caveolina-1 en su residuo de tirosina 14. Mediante mutagénesis sitio-dirigida se
gener6 una mutacion no fosforilable de la tirosina 14, al reemplazar este

aminoacido por fenilalanina (Cav1/Y14F). Estas mutantes fueron desarrolladas

durante las tesis de doctorado de las estudiantes Rina Ortiz y Lorena Lobos.
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Los resultados indican que a pesar de la mutacion en tirosina 14, Caveolina-1 es
aun capaz de activar a Rab5, aunque en menor grado que la version Caveolina-

1 wild type (Figura 21 B).
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Figura 21: Caveolina-1 activa parcialmente a Rab5 en presencia del inhibidor PP2 y con
una mutante no fosforilable en tirosina14.

A. Células B16-F10 (mock, Cav-1) fueron crecidas en sus medios respectivos suplementado con
10%SFB. Posteriormente, las células se trataron por una hora 10 uM de PP2 con su vehiculo
control respectivo (DMSO) y se realizé el ensayo pull-down con la proteina R5BD-GST. Los
niveles de activacion se muestran como veces de aumento de la proteina en estado activo con
respecto a la proteina total. Cada barra corresponde al valor promedio + error estandar de cuatro
experimentos independientes (**p<0,01; #p=0,0912, no significativo).

B. Una vez generadas las lineas estables que expresan Caveolina-1 mutada en
tirosina14(Cav1/Y14F: mutante no fosforilable), se obtuvieron extractos proteicos y se realiz6 el
ensayo Pull-Down con la proteina R5BD-GST. Los niveles de activacion de Rab5 y los niveles
de Caveolina-1 se muestran en la figura representando a dos experimentos independientes.
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SECCION 2

RAB5 ES NECESARIA PARA LA ACTIVACION DE

RAC-1 Y LA MIGRACION CELULAR INDUCIDA

POR CAVEOLINA-1
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A. SILENCIAMIENTO EN LOS NIVELES DE RAB5 EN CELULAS HT-29(US) Y

B16-F10.

Para determinar si Rab5 es necesario para la estimulacion de la migracion
inducida por Caveolina-1, se silencié a Rab5 enddégena mediante transducciones
con lentivirus que codifican para shRNA especificos en células HT-29(US) y
B16-F10. Se utilizaron dos construcciones diferentes de shRNA contra Rab5
(secuencia F10 para HT-29(US) y secuencia F8 para B16-F10, ademas de una
secuencia comercial control usada en cada linea celular). Las secuencias
especificas de los short hairpin RNA y mas detalles del proceso de transduccién

y silenciamiento se encuentra en la seccién materiales y métodos.

En células HT-29(US)-Cav1, el tratamiento con shRNA- F10 produjo una baja de
un 52%, mientras que en células B16-F10-Cav-1, el tratamiento con shRNA-F8
produjo una baja de un 48% en los niveles de Rab5 (Figura 22). Para confirmar
que esta baja en los niveles proteicos de Rab5 coincidieran con una disminucién
de la forma activa (Rab5-GTP), se realizé un pull-down R5BD-GST. Se observo
que en las células B16-F10-Cav-1-shR5, la baja obtenida para Rab5 total se
relaciona directamente con una disminucion en la forma activa (50% reduccion,

resultados no mostrados).
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Como una manera de controlar que la baja en los niveles de Rab5 no tiene

efecto en la viabilidad de estas células se realiz6 un ensayo de MTS en las

Figura 22: Obtencién de sublineas transfectadas con Caveolina-1 y silenciamiento de Rab5
endégeno mediante shRNA

Se realiz6 una infeccion lentiviral con el objetivo de disminuir los niveles de Rab5 endégeno en
células HT-29(US) (clones M1,C14) y B16-F10 (mock y Cav1). Posteriormente a la infeccion se
obtuvieron extractos celulares y se realizé Western Blot para verificar los niveles de las proteinas
involucradas. Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes. Los
nameros bajo la figura representan el valor residual de Rab5, obtenido como el cuociente de las
densitometrias entre Rab5 y Actina. Los resultados fueron los siguientes: HT 29(US)(M1/shRNA
Rab5) (0,48 £+ 0,24), HT 29(US)(C14/shRNA Rab5) (0,47 + 0,19), B16 F10(mock/shRNA Rab5)
(0,56 + 0,13), and B16 F10(Cav1/shRNA Rab5) (0,59 + 0,10). Las imagenes corresponden al
valor promedio * error estandar de tres experimentos independientes

células B16-F10 (mas detalles en la seccion materiales y métodos). Se observo
que el silenciamiento de Rab5 no afecto la viabilidad ni de las células B16-F10-
mock, como B16-F10-Cav1. El porcentaje de la viabilidad de las en todas las

sublineas celulares fue siempre superior al 85% (resultados no mostrados).
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B. RAB5 ES NECESARIA PARA QUE CAVEOLINA-1 PROMUEVA LA

MIGRACION DE CELULAS HT-29(US) Y B16-F10.

Una vez generadas las lineas celulares HT-29(US) y B16-F10 con baja
expresion de Rab5, en presencia o ausencia de Caveolina-1 (Figura 22), se
realizaron ensayos de migracion por herida (Figura 23 A) y por transwell

(Figura 23 B).
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Figura 23 : El silenciamiento de Rab5 reduce significativamente la migracién
inducida por Caveolina-1 en células HT-29(US) y B16-F10

A. Se representan las cuantificaciones del porcentaje de cierre de area en ensayos de
migracion por herida de células HT-29(US) y B16-F10 que expresan Caveolina-1 y a las
cuales se les silencié a Rab5. Los ensayos fueron realizados por 24h B. Se muestran las
cuantificaciones de los ensayos de migracion en camara boyden (transwell). Las células

que lograron migrar fueron visualizadas por tincion con cristal violeta como se explica en
materiales y métodos. Los resultados se expresan en veces de aumento sobre el control
(R.U). Todos los datos representan una repeticion de tres experimentos independientes 87
(valor promedio + error estandar). (*p<0,05; **p<0,01).



Tanto en las células HT-29(US) como en las células B16-F10 el silenciamiento
de Rab5 se tradujo en una baja significativa en la migracién celular inducida por

Caveolina-1 (Figura 22).

Estos datos nos indican que Caveolina-1 requiere de Rab5 para promover

migracion de células metastasicas HT-29(US) y B16-F10.

C. LA ACTIVACION DE RAC-1 INDUCIDA POR CAVEOLINA-1 REQUIERE DE
LA PRESENCIA DE RABS.

Se ha atribuido a la GTPasa Rac-1 un rol protagonico en el proceso de
migracion celular inducido por Caveolina-1 (Urra et al., 2012). Por lo tanto, se
procedio a evaluar la activacion de Rac-1 por Caveolina-1 en células HT-29(US)
y B16-F10 donde se redujo la expresion de Rab5 mediante shRNA especificos.
Para ello se realizaron ensayos de pull-down para Rac-1, usando la proteina de
fusion PBD-GST, la cual contiene el dominio de unién de p21 a la forma activa
Rac1-GTP (Manser et al., 1994). Se observd que en ambos modelos
metastasicos, HT-29(US) y B16-F10, Caveolina-1 promueve la activacién de
Rac-1 de manera significativa y que esta activacion se ve inhibida casi

completamente cuando se reducen los niveles de Rab5 (Figura 24).
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D. TIAM1 ES UN REGULADOR EN EL CIRCUITO DE ACTIVACION
CAV1—-RAB5—RAC-1.

Se ha propuesto que el circuito de activacion Rab5—Rac-1 seria fundamental
durante la migracion celular (Lanzetti et al., 2004) y que a su vez el GEF de
Rac1, Tiam1, seria el responsable de promover la activacion de Rac-1 en

endosomas tempranos inducido por Rab5 (Palamidessi et al., 2008).
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Figura 24 : La activacion de Rac1 inducida por Caveolina-1 requiere de la presencia de
Rab5.

Las células HT-29(US) y B16-F10 que expresan Caveolina-1 y a las que se les silencio la
proteina Rab5 fueron crecidas en sus medios respectivos suplementados con 10% SFB.
Posteriormente, se obtuvo extractos celulares y se realizé el ensayo pull-down con la proteina
de fusion PBD-GST segun descrito en materiales y métodos. Se muestra un Western Blot
representativo del ensayo de pull-down en células HT-29(US) y B16-F10, respectivamente. Los
numeros bajo la figura representan el nivel residual de Rac-1-GTP expresado como el
cuociente de las densitometrias entre Rac1 activo y Rac1 total. Los resultados fueron los
siguientes: HT-29(US)(M1/shRNA ctrl) (1,00 = 0,6), HT-29(US)(M1/shRNA Rab5) (0,74 £ 0,6),
HT-29(US)(C14/shRNA ctrl) (10,5 + 1,4), HT-29(US)(C14/shRNA Rab5) (0,23 + 0,1), B16-
F10(mock/shRNA ctrl) (1,00 + 0,5), B16-F10(mock/shRNA Rab5) (0,54 + 0,3), B16-
F10(Cav1/shRNA ctrl) (23,4 + 10,3) y B16-F10(Cav-1/shRNA Rab5) (0,23 + 0,1).La imagenes
corresponden al valor promedio * error estandar de tres experimentos independientes.

Por lo anterior, se investigd si la activacion de Rac-1 por Caveolina-1 y Rab5
depende de Tiam1. Para ello, realizamos un ensayo de inhibicion farmacoldgica
de Tiam1 con el inhibidor comercial de Rac-1 NSC23766 a una concentracion de

10 pM por 30 min, y luego se realizaron ensayos de migracion y ensayos de pull-
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down PDB-GST de Rac1. Los resultados obtenidos nos muestran que al inhibir a
Tiam1, Caveolina-1 no es capaz de promover la migracion celular ni tampoco la
activacion de Rac-1 como muestra la Figura 25. Sin embargo, se ha visto que
NSC23766 inhibe la activacion de Rac-1 por los GEF Tiam-1y Trio (Gao et al.,
2004). Por tanto no podemos descartar completamente la participacion de Trio

en estos efectos.
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Figura 25: La inhibicion farmacolégica de Tiam1 inhibe la activacion de Rac1 y la migracién
celular promovida por Caveolina-1.

Células HT-29 (mock, Cav-1) fueron crecidas en sus medios respectivos con 10 %SFB.
Posteriormente las células fueron tratadas con el inhibidor de Tiam1 NSC23766 a una
concentracion de 10 uM por 30 min con su vehiculo control respectivo (DMSQO). Luego de esto se
realizaron experimentos de migracién por transwell y ensayo pull-down con la proteina PBD-GST
(panel inferior).

En la grafica superior se muestran las cuantificaciones de los ensayos de migracion. Las células
que lograron migrar fueron visualizadas por tincién con cristal violeta como se explica en materiales
y métodos. Los resultados se expresan en veces de aumento sobre el control (R.U). Todos los
datos representan una repeticién de tres experimentos independientes (valor promedio + error
estandar) **p<0,01. Los numeros bajo la figura representan el valor residual de Rac1-GTP
expresado como el cuociente de las densitometrias entre Rac1 activo y Rac1 total. Los resultados
fueron los siguientes: HT-29(US)(M1)/DMSO (1,00 = 0,1), HT-29(US)(C14)/DMSO (8,01 £ 5,2),
HT-29(US)(M1)/NSC23766 (0,66 + 0,4) and HT-29(US)(C14)/NSC23766 (0,70 £ 0,5). La imagenes
corresponden al valor promedio * error estandar de tres experimentos independientes.



Por otro lado, se evalud si Caveolina-1 promueve el reclutamiento de Tiam1 a
endosomas tempranos Rab5-positivos. Con este fin, se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia en células B16-F10 transfectadas con la construccion
EGFP-Rab5 (wild type), donde se detectd Tiam1 con un anticuerpo monoclonal.
Los resultados de estos experimentos indicaron que Caveolina-1 promueve un
aumento moderado, pero significativo de la co-localizacién entre Rab5 y Tiam1
(Figura 26). Esto nos sugiere que el aumento en la activaciéon de Rac-1 por
Caveolinal se debe, al menos en parte, a un reclutamiento de Tiam1 hacia
endosomas tempranos positivos para Rab5.

Por ultimo, se evalud la participacion de Tiam1, en la migracion celular inducida
por Rab5, rio debajo de Caveolina-1. Para ello, en células HT-29(US)-mock, se
transfectd la mutante constitutivamente activa de Rab5 (GFP-Rab5/Q79L) la cual
carece de actividad GTPasa. A su vez, ceélulas HT-29(US)-Cav1 fueron
transfectadas con la mutante inactiva de Rab5 (GFP- Rab5/S34N) que posee
mas afinidad por GDP que por GTP. Todas estas células se incubaron con el
inhibidor de Tiam1 NSC23766 a una concentracion de 10 uM por 30 min. Luego
de esto, se realizaron ensayos de migracion por transwell.

Se observd que la transfeccién de la mutante activa de Rab5 en células B16-
F10-mock fue suficiente para obtener un aumento en la migracion, similar a lo

observado en presencia de Caveolina-1.
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Figura 26: Caveolina-1 promueve el reclutamiento de Tiam1 a endosomas
tempranos.

Células B16-F10 (Cav-1) fueron transfectadas con la construccion pEGFP-
Rab5/wild type (verde) y su control vacio, crecidas en su medio respectivo
suplementado con 10%SFB por 24h. Luego fueron replaqueadas sobre
cubreobjetos en su medio respectivo con 10% SFB durante 24 h. Luego fueron
fijadas, permeabilizadas y tefiidas con anticuerpo anti-Tiam1 (rojo). Las muestras
se analizaron por microscopia confocal. Las flechas indican co-localizacién, lo que
fue cuantificado y expresado numéricamente con el coeficiente de manders (n=3,
p<0,01) y se calcularon con el programa Image J. Se muestran dos Zoom(#1 #2)
de las figuras para observar mas claramente el grado de co-localizacién. La barra
representa la distancia de 10 um.
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Ademas la transfeccion de la mutante inactiva de Rab5 en Células B16-F10-
Cav1 disminuyo significativamente la migracién celular inducida por Caveolina-1
(Figura 20). Importantemente, el tratamiento de células HT-29(US)-mock-(GFP-
Rab5/Q79L) con el inhibidor farmacolégico de Tiam1 NSC23766 disminuyo la

migracion celular inducida por la mutante Rab5/Q79L (Figura 27).

De esta manera, podemos concluir que la activacion de Rab5 por
Caveolina-1 promueve un reclutamiento del GEF Tiam-1 a endosomas
tempranos. Este evento estimula la migraciéon celular y la activaciéon de

Rac-1 en células B16-F10 y HT-29(US).
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Figura 27: Tiam1 es requerido por Caveolina-1 y Rab5 para promover la migraciéon

Células HT-29(US) (mock, Cav-1) fueron crecidas en su medio respectivo suplementado con
10% SFB. Posteriormente estas células fueron transfectadas con las construcciones GFP-
Rab5/Q79L y con GFP-Rab5/S34N. Luego de esto se realizaron experimentos de migracion en
camara boyden (transwell). Las proteinas Rab5, Cav1 y actina fueron detectadas mediante
Western Blot (panel inferior). En la grafica superior se muestran las cuantificaciones de los
ensayos de migracion. Las células que lograron migrar fueron visualizadas por tincion con
cristal violeta como se explica en materiales y métodos. Los resultados se expresan en veces
de aumento sobre el control (R.U). Todos los datos representan una repeticién de tres
experimentos independientes (valor promedio + error estandar) (*p<0,05; **p<0,01).
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Estos resultados se esquematizan en la Figura 28, la cual representa un

resumen de los resultados obtenidos hasta esta seccion de la tesis.

+ Caveolina-1

) l‘ W \‘ﬁf’ ‘\ . : 1l ‘|

=

ﬁ Reaccién favorecida

___ s Reaccién no-favorecida

+ Migracién
Tamafio endosomas

Figura 28 : Descripcion del eje Caveolina-1 / p85a / Rab5 / Tiam1 / Rac-1.

El siguiente esquema muestra un resumen de los resultados obtenidos hasta la seccién 2 de esta
investigacion.
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SECCION 3

CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA INVASION

CELULAR Y LA METASTASIS IN VIVO DE

MANERA DEPENDIENTE DE RABS, P85a Y RAC-1

96



A. CAVEOLINA-1 REQUIERE DE RAB5 PARA AUMENTAR LA INVASION DE

CELULAS B16- F10 Y HT-29 (US).

Para evaluar la capacidad invasiva de las células, se realizaron ensayos de
matrigel, los cuales permiten estudiar la degradacion de componentes de la
matriz extracelular. Se evalud la capacidad invasiva de células B16-F10 y HT-29
(US) utilizando 150.000 células por condicion. Luego de 24 h de incubacion, se
cuantifico las células que atravesaron las membranas de los insertos con
matrigel.

Como se observa en la Figura 29, las células B16-F10 y HT-29(US) que
expresan Caveolina-1 tienen una mayor capacidad invasiva que las células
mock. El efecto de promocion de invasién de Caveolina-1 es drasticamente

revertido cuando se silencia a Rab5.

B. CAVEOLINA-1 REQUIERE DE RAB5 PARA PROMOVER METASTASIS IN

VIVO EN RATONES C57BL/6

Para evaluar el requerimiento de Caveolina-1 y Rab5 en un ensayo de
metastasis in vivo, se utilizo el modelo isogénico de metastasis directa de
ratones C57BL/6, que consiste en inyectar células B16-F10 en la vena de la cola
del animal, de manera que las células hacen metastasis directa y

exclusivamente hacia el pulmén.
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Figura 29: Caveolina-1 requiere de Rab5 para promover la capacidad invasiva.

Células B16-F10 y HT-29 (US) fueron crecidas en su medio respectivo suplementado con 10% SFB.
Posteriormente se sembré 150.000 células suspendidas en 500 yl de medio RPMI 0% SFB en cada
inserto de Matrigel. Se cuantifico el total de células que invadieron las membranas de los insertos luego
de 24 h. En el panel superior se observan imagenes de las células B16-F10 con y sin Caveolina-1,
ademas de las células que fueron infectadas con shRNA para Rab5, como sus controles. Los graficos
inferiores muestran la cuantificacién de la invasion de ambos modelos celulares. La invasién celular se
muestra expresada como veces de aumento con respecto a las células control (R.U). Cada barra
corresponde al valor promedio + error estandar de tres experimentos independientes (*p<0,05;
**p<0,01).
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El analisis de la metastasis se lleva a cabo 21 dias post-inyeccioén, segun la
metodologia de trabajo descrita previamente por nuestro laboratorio (Lobos et
at., 2013). En el esquema de la Figura 30 se resume la metodologia utilizada en

este experimento.

A
Infeccion y seleccion de sacrificio
células
10 dias antes Dia 1 Dia 21
i , i
., Extraccion y fijacion del pulmén
Inyeccién
intravenosa \_’
(200.000 células
B16-F10)
In cultivo

B B16-F10 mock

Figura 30: Esquema ensayo de metastasis in vivo en ratones C57BL/6

A. Esquema del curso temporal del ensayo de metastasis y preparacion de las células en cultivo.
Al dia 1 se inocularon a los animales por la via intravenosa, 200.000 células en 500 pL de
solucién fisiolégica. Se sacrificod los animales el dia 21 siguiendo el protocolo de referencia y se
realizé una necropsia para examinar nédulos metastasicos, cuantificando el % de la masa tumoral
versus la masa completa del pulmén. B. Fotografias de pulmones fijados para analisis. Las
fotografias fueron tomadas con un aumento del 4X en lupa, en la fotografia del lado derecho se
observan los nédulos melanociticos formados por las células B16-F10-mock marcados por la
flecha. En la fotografia del lado izquierdo se observa el aumento significativo en los nédulos
metastasicos formados por las células B16-F10-Cav-1 segun fue publicado por Lobos et al., 2013.
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Se inocularon las células B16-F10-mock y B16-F10-Cav1, tratadas con
shControl y shRab5 y los animales fueron evaluados a los 21 dias post-
inoculacion. Se cuantificd la masa tumoral contenida en los nddulos
metastasicos en el pulmoén. Se observa que las células B16-F10-Cav1 son
capaces de generar mas metastasis en los pulmones alcanzando un promedio
de 23,4%, en comparacion con células B16-F10-mock que llegan a un 6,3% de
masa tumoral comprada con la masa total del pulmén como se observa en la
Figura 31. Interesantemente, el silenciamiento de Rab5 causo6 una significativa
disminucién de la masa de noédulos metastasicos aun en presencia de
Caveolina-1 (5,7% de masa). Esto apoya nuestra hipotesis que Caveolina-1
requiere de la presencia de Rab5 para promover la metastasis, similarmente a lo

observado en migracion e invasion. En la Tabla 3 se muestran todos los valores

promedios y el numero de ratones utilizados en este experimento.

B16-F10(mock/shRNA ctrl)

6,3 6
B16-F10(mock/shRNA Rab5)

1,9 7
B16-F10(Cav1/shRNA ctrl)

234 8

B16-F10(Cav1/shRNA Rab5

5,7 7

Tabla 3: Resumen de los resultados in vivo figura 31
En la tabla se muestran los resultados de la masa pulmonar promedio (%) y el numero de
ratones segun condiciones de inoculacion.
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Figura 31: Caveolina-1 requiere de Rab5 para promover metastasis in vivo en ratones C57BL/6.

Se inyect6 200.000 células B16-F10-mock y B16-F10-Cav1, ademas de las células que fueron infectadas
con shRNA para Rab5, como sus controles. Las células se administraron intravenosamente por la vena de
la cola. A los 21 dias se sacrificd a los animales, se extrajo los pulmones y se fijaron en la solucién
Feketes, para luego cuantificar el nimero de ndédulos metastasicos presentes en este 6rgano. A se
observan imagenes representativas de los pulmones obtenidos luego de realizado el experimento in vivo.
B se observa la cuantificacion de la masa tumoral, la cual se encuentra expresada como el porcentaje del
cuociente de la masa tumoral en el pulmdn respecto a la masa del pulmén completa. Cada triangulo
representa a un animal al que se le realiz6 la inoculacion (*p<0,05).
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C. LA EXPRESION DE P850 DISMINUYE LA METASTASIS IN VIVO

PROMOVIDA POR CAVEOLINA-1 EN RATONES C57BL/6.

Como una manera de extender a un modelo in vivo los resultados obtenidos en
la seccién 1, realizamos un ensayo de metastasis en ratones C57BL/6 usando
las células B16-F10-mock y B16-F10-Cav1, transfectadas transitoriamente con
las construcciones mCherry y mCherry-p85a, con el objeto de verificar si la
expresion de p85a tiene la capacidad de disminuir la metastasis inducida por
Caveolina-1. Los resultados muestran una baja significativa en el porcentaje de
la masa tumoral en el pulmoén de las células Caveolina-1 positivas cuando estas
fueron transfectadas con mCherry-p85a pero no con mCherry solo como se
observa en la Figura 32. Estos resultados sugieren que la expresion de p85a

disminuye la metastasis in vivo promovida por Caveolina-1 en ratones C57BL/6.

Todos los resultados se muestran en la Tabla 4.

B16-F10(mock/mCherry)
25,2 4
B16-F10(mock/mCherry-p85a)
28,6 4
B16-F10(Cav1/mCherry)
47,8 5
B16-F10(Cav1/mCherry-p85a)
9,8 5

Tabla 4: Resumen de los resultados in vivo figura 32
En la tabla se muestran los resultados de la masa pulmonar promedio (%) y el numero de
ratones utilizados en este ensayo segun condiciones de inoculacion.
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Figura 32: La expresion de p85a disminuye la metastasis in vivo promovida por Caveolina-1 en
ratones C57BL/6.

Se inyecté 200.000 células B16-F10-mock-mCherry y B16-F10-Cav1-mCherry, ademas de las células que
fueron transfectadas con la construccion mCherry-p85a, como sus controles. Las células se administraron
intravenosamente por la vena de la cola. A los 21 dias se sacrificd a los animales, se extrajo los pulmones
y se fijaron en la solucion Feketes, para luego cuantificar el nUmero de ndédulos metastasicos presentes en
este 6rgano. A se observan imagenes representativas de los pulmones obtenidos luego de realizado el
experimento in vivo. B se observa la cuantificacion de la masa tumoral, la cual se encuentra expresada
como el porcentaje del cuociente de la masa tumoral en el pulmén respecto a la masa del pulmoén
completa. Cada triangulo representa a un animal al que se le realiz6 la inoculacion (*p<0,05, ***p<0,001).
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D. LA EXPRESION DE LA MUTANTE RAC S17N DISMINUYE LA
METASTASIS IN VIVO PROMOVIDA POR CAVEOLINA-1 EN RATONES

C57BL/6.

Se ha demostrado que Caveolina-1 promueve un aumento en la migracion de
células metastasicas MDA-MB-231 y B16-F10 mediante la activacion de Rac-1
in vitro (Urra et al., 2012, Lobos et al., 2013 y resultados de esta tesis). Sin
embargo nunca se ha probado la importancia de la presencia de Rac-1 in vivo
para el efecto promotor de metastasis de Caveolina-1. Es por esto que
realizamos un ensayo de metastasis in vivo en células B16-F10 que expresan
Caveolina-1 y las cuales fueron transfectadas con una dominante negativa de
Rac1 denominada GFP-Rac-1(S17N), ademas de sus respectivos controles.
Luego de obtener estas células transfectadas, se realizd el ensayo de
metastasis in vivo y se analizé a los ratones al dia 21 post-inoculacion. Se
observd que la expresidon de la mutante de Rac-1 S17N disminuye
significativamente en un 7,8% la metastasis al pulmén en presencia de
Caveolina-1 comparado con las células que no expresan la mutante como se

muestra en la Figura 33. Todos los resultados se muestran en la Tabla 5.
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Figura 33 : Caveolina-1 requiere de Rac1 para promover metastasis in vivo en ratones
C57BL/6

Se inyecté 200.000 células B16-F10-mock-GFP y B16-F10-Cav1-GFP, ademas de las células
que fueron transfectadas con la construccion GFP-Rac-1 S17N y sus controles. Las células se
administraron intravenosamente por la vena de la cola. A los 21 dias se sacrificd a los animales,
se extrajo los pulmones y se fijaron en la solucion Feketes, para luego cuantificar el nimero de
nodulos metastasicos presentes en este drgano. A se observan imagenes representativas de los
pulmones obtenidos luego de realizado el experimento in vivo. B se observa la cuantificacién de
la masa tumoral, la cual se encuentra expresada como el porcentaje del cuociente de la masa
tumoral en el pulmoén respecto a la masa del pulmén completa. Cada tridangulo representa a un
animal al que se le realizé la inoculacion (*p<0,05, **p<0,001 ).
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B16-F10(mock/GFP)
22,5 6
B16-F10(mock/GFP-Rac S17N)
8,3 6
B16-F10(Cav1/GFP)
44,7 5
B16-F10(Cav1/GFP-Rac S17N)
7,8 6

Tabla 5: Resumen de los resultados in vivo figura 33
En la tabla se muestran los resultados de la masa pulmonar promedio (%) y el numero de
ratones utilizados segun condiciones de inoculacion.
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CONCLUSIONES GENERALES

De las tres secciones de resultados, se puede concluir que:

SECCION 1
CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA ACTIVACION DE RAB5 DEPENDIENTE DE

p85a EN CELULAS METASTASICAS.

* Caveolina-1 promueve la migracion celular y la activacién de Rab5 en las
lineas celulares metastasicas HT-29(US), B16-F10 y MDA-MB-231.

e Caveolina-1 promueve un aumento en el tamafo de los endosomas
tempranos.

* La expresion de p85a disminuye la migracion celular y la activacion de
Rab5 promovida por Caveolina-1.

* Caveolina-1 promueve la activacion de Rab5 de manera independiente de
la actividad catalitica de PI3K.

* Caveolina-1 activa parcialmente a Rab5 en presencia del inhibidor de
kinasas de la familia Src, PP2, y con una mutante no fosforilable en
tirosina14 en células B16-F10.

* El mecanismo de activacién de Rab5 por Caveolina-1, es parcialmente
dependiente de su fosforilacion en tirosina 14, lo cual sugiere que hay un

mecanismo aun mas complejo.
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SECCION 2
RAB5 ES NECESARIA PARA LA ACTIVACION DE RAC-1 Y LA MIGRACION

CELULAR INDUCIDA POR CAVEOLINA-1.

* Rab5 es requerido para que Caveolina-1 promueva migracién en ceélulas
metastasicas HT-29(US) y B16-F10.

* La activacion de Rac-1 inducida por Caveolina-1 requiere de la presencia
de Rab5.

* Tiam1 es requerido por Caveolina-1 y Rab5 para promover la migracion.

* Caveolina-1 promueve el reclutamiento de Tiam1 a endosomas

tempranos.

SECCION 3
CAVEOLINA-1 PROMUEVE LA INVASION CELULAR Y LA METASTASIS IN

VIVO DE MANERA DEPENDIENTE DE RABS, P85a y RAC-1.

* Caveolina-1 requiere de Rab5 para promover la invasion.

* Caveolina-1 requiere de Rab% y Rac-1 para promover metastasis in vivo
en ratones C57BL/6.

* La expresiéon de p85a disminuye la metastasis in vivo promovida por

Caveolina-1 en ratones C57BL/6.
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4. DISCUSION



El cancer es una de las enfermedades crdénicas no-transmisible que mas
muertes produce en el mundo luego de las enfermades cardiovasculares (WHO
report, 2014). La mayoria de los pacientes que presentan esta patologia no
mueren por las complicaciones que trae el crecimiento del tumor primario sino
que por la diseminacion de las células tumorales, lo que conocemos como
metastasis (Bohle y Kalthoff 1999). La metastasis involucra una serie de
cambios fisioldgicos, como degradacidn de la matriz extracelular, invasion del
estroma, intravasacion a la circulacion, extravasacion, migracion, invasion vy
proliferacion en otros tejidos y o6rganos diferentes del tumor primario (Bohle y
Kalthoff 1999; Geho et al. 2005). Dada la importancia de comprender las bases
moleculares de la metastasis, esta tesis se enfoco en estudiar los mecanismos
moleculares que podrian explicar este efecto en tres diferentes lineas celulares
de cancer con caracteristicas metastasicas: cancer de colon HT-29(US),
melanoma murino B16-F10 y cancer de mama MDA-MB-231. Se determind la
conexion de proteinas involucradas en la promocién de la metastasis como
Caveolina-1, con otras moléculas que han emergido como importantes blancos

moleculares en cancer, como Rab5 y Rac-1.

A. CAVEOLINA-1Y SU ROL PROMOTOR DE METASTASIS.

Caveolina-1 es una proteina con una region hidrofébica que se inserta en la
membrana donde regula numerosas cascadas de sefalizacion importantes para
entender su papel dual en el desarrollo y progresion del cancer, tanto como
supresor de tumores, asi como promotor de la metastasis (Razani et al., 2001,

Quest et al. 2004, Williams y Lisanti, 2005).
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La expresion de Caveolina-1 puede variar drasticamente, dependiendo del
modelo de estudio, en donde una disminucion de su expresion en etapas
tempranas de la tumerogénesis se asocia con el desarrollo de cancer de
pulmon, mama, colon y ovario, asi como sarcomas y osteosarcomas (Quest et
al. 2008). Ademas, la re-expresion de Caveolina-1 en lineas celulares tumorales
es a menudo suficiente para prevenir el crecimiento tumoral en modelos
ortotépicos (Bender et al., 2002; Bender et al., 2000; Lee et al., 1998; Razani et
al., 1999). Sin embargo, y a pesar de la pérdida temprana de Caveolina-1 en
diferentes tipos de cancer, su expresion aumenta considerablemente en etapas
avanzadas del desarrollo tumoral como la metastasis. Ademas, en tejidos que
normalmente carecen de expresion de Caveolina-1, como prostata y
melanocitos, la progresion del cancer se asocia directamente con la expresion
de Caveolina-1 (Lobos et al., 2013; Lobos et al., 2014; Thompson et al., 2010;
Thompson et al., 1999). Por lo tanto, es importante destacar que el aumento de
Caveolina-1 esta vinculado a la malignidad del tumor, mal prondstico del
paciente, aumento en la invasividad y metastasis, asi como resistencia a
multiples farmacos (Ando et al., 2007, Nunez-Wehinger et al., 2014, Quest et al.,

2008;. Quest et al., 2004, Quest et al., 2013, Tirado et al., 2010).

Estudios realizados en nuestro laboratorio durante los ultimos afos han
intentado entender este escenario paradojal, tanto in vitro como in vivo (Bender
et al., 2000, Lobos et al., 2013). A nivel in vivo, se ha demostrado que la sobre-
expresion de Caveolina-1 en células de melanoma murino B16-F10 lleva a un

aumento de tres veces mas metastasis pulmonar en ensayos de metastasis en
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ratones C57BL/6 (Lobos et. al, 2013). A nivel in vitro, hemos demostrado que la
expresion de Caveolina-1 en células de cancer de mama MDA-MB-231 y
melanoma B16-F10, aumenta el recambio de adhesiones focales, promueve la
activacion de la GTPasa Rac-1 y estimula la migracién celular por un mecanismo

poco claro (Lobos et al., 2013, Urra et al., 2012).

Ante este escenario, el objetivo de esta tesis fue determinar los
mecanismos por los cuales Caveolina-1 activa a Rac-1 para aumentar la
migracion celular, la invasiéon y las consecuencias que esto tiene en un

modelo de metastasis in vivo en ratones C57BL/6.

En primer lugar, se demostré que Caveolina-1 no tan sdélo promueve la
migracion en células MDA-MB-231 y B16-F10, sino también en un modelo
previamente no evaluado, HT-29(US). Importantemente, en todas estas lineas
celulares, Caveolina-1 llevo a la activaciéon de Rab5, tanto por sobre-expresion
en células B16-F10 y HT-29(US) (aumento los niveles Rab5-GTP), como por
silenciamiento en células MDA-MB-231 (reduccion de los niveles de Rab5-GTP).
Estos datos indican que la sobre-expresién de Caveolina-1 promueve tanto la
migracion como la activacion Rab5 en los tres modelos de células metastasicas
analizadas en esta tesis. Por otro lado, el silenciamiento de Rab5 mediante
shRNA se correlacioné no tan sélo con una disminucion en la migracion celular,
sino también con una baja en la activacion de Rac-1, inclusive en presencia de
Caveolina-1. Este efecto promotor de migracién de Caveolina-1 fue acompanado
de un aumento del reclutamiento del GEF de Rac-1, Tiam1 a endosomas

tempranos positivos para Rab5.
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Ademas, se demostré6 que Caveolina-1 recluta a p85a, un GAP de Rab5,
promoviendo asi el aumento en la forma activa de Rab5 y la migracion celular.
Estos efectos fueron revertidos por la sobre-expresién p85a. Por ultimo, en esta
tesis demostramos la importancia in vivo de cada una de estas proteinas,
Caveolina-1 p85a, Rab5 y Rac-1, en un modelo de metastasis in vivo en ratones

C57BL/6 .

En su conjunto, los resultados de esta tesis apuntan hacia la existencia de
un nuevo eje de senalizacion Caveolina-1/p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1, el cual

controla la migracion e invasion de células metastasicas.

B. CONEXIONES Y CONSECUENCIAS DE LA RELACION CAVEOLINA-1 Y
RABS.

Cuando iniciamos esta investigacion observamos que los niveles proteicos de
Rab5 son mayores en células con alta capacidad metastasica (HT-29 (US) y
B16-F10) respecto a sus contrapartes menos invasivas (HT-29 (ATCC) y B16-
FO) (Figura 9). A pesar de que estos modelos celulares derivan de diferentes
especies, tejidos y contextos celulares, hay una interesante correlacién entre el
potencial metastasico de cada linea celular y la expresion de Rab5. Estos datos
proporcionan informacién valiosa acerca de la posible relevancia de Rab5 en la
agresividad y capacidad metastasica. Asimismo, es importante constatar que la
expresion de otras proteinas que componen este eje como Tiam1 y Rac-1, son

también comunmente alteradas en cancer, y que su sobre-expresion se asocia a
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un mal prondstico en pacientes (Shang et al., 2014; Liu S et al, 2014;. Ji J et al.,

2015).

Basados en nuestras observaciones, proponemos un modelo en que la
activacion de Rab5 por Caveolina-1 ocurre en endosomas tempranos, lo cual se
relaciona con un aumento del tamafo de estas vesiculas en presencia de
Caveolina-1 (Figura 12). Este incremento en el tamafio de los endosomas
tempranos podria deberse a un aumento en los procesos de fusién endosomal,
mediado por Rab5. De hecho, en muchas investigaciones se ha observado que
la sola expresion de la mutante constitutivamente activa de Rab5 (Q79L)
promueve la presencia de endosomas “gigantes” (Stenmark et al, 1994; Zerial,
1993). Sin embargo, no podemos excluir el hecho que Caveolina-1 estuviese
bloqueando el proceso de maduracion endosomal, dado que se ha propuesto
una asociacion espacial entre Caveolina-1 ubiquitinada y Rab7, esta ultima
esencial en la endocitosis tardia (Hayer et al., 2010). Apoyando esto ultimo,
datos recientes indican que diferentes mutantes de Caveolina-1 tanto en sus
regiones NH2 y COOH terminal, como en los dominios de oligomerizacion e
intramembrana co-localizan con Rab5, ademas de estar vinculada con la
ubiquitinacién e interaccion con Rab7 en células de osteosarcoma U20S.

(Kirchner et al., 2013).

Se sabe que Caveolina-1 se distribuye ubicuamente en la célula, encontrandose

tanto en la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmatico, el complejo de
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Golgi, en vesiculas de exportacion hacia la membrana plasmatica y difusa en el
citoplasma (Quest et al., 2004; Williams y Lisanti, 2005). Pese a que se ha
descrito una re-distribucion de Caveolina-1 durante la migracion de fibroblastos
excluyéndose del borde celular delantero y polarizandose en la parte trasera de
la célula (Sun et al., 2007), nuestro laboratorio ha descrito que no existe
polarizacion de Caveolina-1 en células metastasicas MDA-MB-231 y B16-F10 lo
que nos sugiere que la polarizacion de Caveolina-1 no es requerida para la
migracion de las células metastasicas (Urra et al. 2012). Dado que Rab5 si se
re-localiza bajo estimulos pro-migratorios en células tumorales y metastasicas
(Torres et al., 2010, Mendoza et al., 2013), no podemos concluir acerca de una
asociacion fisica o en un complejp entre estas proteinas. Es importante destacar
que esta tesis no se enfocd en estudiar las distribuciones especificas de cada
una de las moléculas involucradas sino mas bien en los efectos de activacion,
aumento de migracién, invasion, metastasis o precipitacion conjunta. Un analisis
mas detallado de la distribucion de las proteinas involucradas en el eje

propuesto permitiria entender mas profundamente estos efectos.
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C. EJE CAVEOLINA-1/P85a/RAB5/TIAM1/RAC-1 EN LOS PROCESOS QUE
PROMUEVEN MIGRACION Y METASTASIS.

Muchos estudios han demostrado que Caveolina-1 es fundamental para
promover la migracion y metastasis tumoral, debido a que aumenta los procesos
de invasion, remodelaciéon de la matriz extracelular, polarizacién, recambio de
adhesiones focales, invasion, fosforilacion de la quinasa de adhesion focal
(FAK), disminucion en la expresion de E-Cadherina, ademas de otros procesos
en células tumorales (Datos de literatura se encuentran resumidos en la Tabla
6). Con el objetivo de conectar estos hallazgos con Rab5, es importante
destacar el reciente trabajo de nuestro grupo el cual involucra a Rab5 en
muchos de los mismos procesos descritos para Caveolina-1 (Mendoza et al.,
2013). De hecho, estos resultados vinculan a Rab5 y la migracién celular a
través de la endocitosis de integrinas y el desensamble de adhesiones focales,
demostrando que Rab5 se activa en la periferia celular, durante el proceso de
adhesion y migracion celular (Mendoza et al., 2013). En este mismo trabajo se
detectd una asociacidon en complejo entre Rab5, la integrina B1 y algunos
componentes de las Adhesiones Focales, como Paxilina, Vinculina y FAK. Por
otro lado, resultados descritos por otros grupos indican que Caveolina-1
interactua con la integrina B1, regulando la adhesion celular a través de las
proteinas quinasas de la familia Src y FAK, lo cual aumenta la adhesién,
migracion e invasion (Preissner et al., 2000). Ademas, resultados descritos en
nuestro laboratorio (Tesis Doctorado en Farmacologia, estudiante Rina Ortiz,

2014) muestran que la expresion de Caveolina-1 aumenta la cantidad de
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integrina B1 en la superficie celular de manera dependiente de Fibronectina.
Estos antecedentes permitirian proponer que el aumento en la activacion de
Rab5 por Caveolina-1 promueve el trafico de la integrina 1 hacia la superficie
celular, permitiendo el recambio de adhesiones focales y la migracion celular.
Otra posibilidad que permitiria explicar el aumento en la invasion celular
mediada por Caveolina-1 y Rab5 esta relacionada con la liberaciéon de las
enzimas proteoliticas que degradan componentes de la matriz extracelular,
llamadas metaloproteasas. Resultados de nuestro laboratorio han demostrado
que Caveolina-1 promueve la secrecion de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-
9 al sobrenadante de las células (Tesis Doctorado en Farmacologia, estudiante
Rina Ortiz, 2014). Por otro lado, Rab5 esta controlando la secrecién de las
mismas enzimas (Mendoza et al., 2013) y por tanto, investigar estas
posibilidades constituyen una proyeccion interesante para futuras

investigaciones.

Por lo tanto, un analisis mas profundo de la relaciéon entre estas proteinas
como la integrina B1 y las proteinas que conforman las adhesiones focales,
ademas de la secrecion de metaloproteasas podrian explicar de mejor

manera el aumento en la forma activa de Rab5 por Caveolina-1.

Con estos datos, mas los resultados de esta tesis seria importante seguir

profundizando en la conexién entre Rab5 y Caveolina-1 estudiando los procesos

descritos que conectan a ambas proteinas con la finalidad de tener las bases
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moleculares que expliquen el rol promotor de metastasis de Caveolina-1 y

estudiar su conexiéon con el recambio de adhesiones focales, spreading vy

secrecion de metaloproteasas.

Lineas celulares de cancer de
mama
MDA-MB-231, T47D, BT549,
Hs578T, MDA-MB-453 y SK-
BR-3

Silenciamiento de
Caveolina-1/
re-expresion de
Caveolina-1

MT1-MMP se localiza en lipid raft
y co-localiza con Caveolina-1 en
invadopodios.

Yamaguchi
et al., 2009.

Lineas celulares de carcinoma
Hepatocelular humano

Expresion de
Caveolina-1

Aumento de la motilidad y la
invasion, ademas de la baja en la
expresion de E-cadherina.
Aumento de secrecion de MMP-2
asi como la expresiéon de MMP-9 y
MT1-MMP.

Cokakli et
al., 2009.

Células de cancer de pulmén
H1299

Silenciamiento de
Caveolina-1/
expresion de

Caveolina-1-Y14F

La inhibicion de la proliferacion
celular 'y reduccion de la
fosforilacion de la quinasa de
adhesion focal (FAK).

Reducciéon de la invasion, la
migracion y la actividad MMP.

Shatz et al.,,
2010.

Carcinoma nasofaringeo
(CNE1, CNE2 y C666-1)

Silenciamiento de
Caveolina-1/
expresion de
Caveolina-1

El aumento de la migracién celular
y la secrecién de MMP-3 y MMP-
11.

Reduccion de la secrecion de

MMP-3 y MMP-11.

Du et al,
2009.

Células de cancer de pulmén
NCI-H446

Expresion de
Caveolina-1

La reduccion en la expresion de E-
cadherina y aumento de |la
expresion y la actividad de MMP-3.

Yeh et al,
2009.

Glioblastoma U-87 y células de
fibrosarcoma HT-1080

Expresion de
Caveolina-1

Aumento secrecion de MT1-MMP y
activacion de pro MMP-2 dentro de
la fraccién caveolar.

Annabi et
al., 2001.

Tabla 6: Procesos por los cuales Caveolina-1 favorece procesos involucrados en la

migraciéon y metastasis en células tumorales.

La tabla resume las evidencias disponible que relaciona a Caveolina-1 en el aumento de la
invasion, la actividad MMPs vy la regulacion de la matriz extracelular en células tumorales. El
tipo de célula estudiado, el enfoque experimental usado para manipular los niveles de

Caveolina-1, los efectos observados y las referencias correspondientes son indicados. La

Tabla es una versién modificada del Review Nufiez-Wehinger et al., 2014.

La migracion y metastasis in vivo inducida por Caveolina-1 ha sido asociada a su

fosforilacién en tirosina 14. De hecho, se ha reportado que la fosforilacion de
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Caveolina-1 es necesaria para estabilizar su localizacién en las adhesiones
focales y la interaccion con proteinas como FAK y paxilina (Nethe and Hordijk
2011) promoviendo el desensamblaje de éstas y permitiendo la migracion de
células tumorales (Goetz et al., 2008). Por tanto, en esta tesis se evaluo la
participacion de la tirosina 14 en la activacion de Rab5 por Caveolina-1 y su
efecto en migracion celular. Utilizamos para ello tanto una estrategia
farmacoldgica, inhibiendo la fosforilacion de Caveolina-1 con el inhibidor PP2
(Inhibidor de proteinas tirosinas kinasas de la familia Src), asi como también
usando una mutante no fosforilable de la Caveolina-1 (Y14F). En ambos casos
realizamos ensayos de pull-down con R5BD-GST y se observé una activacion
parcial de Rab5 comparado con sus respectivos controles, es decir, con la
version no mutada de la proteina y con el vehiculo control del inhibidor (Figura
21).

Estas observaciones, junto a un estudio previo publicado por Hagiwuara et al.,
2009 donde se demuestra que el segmento que comprende desde el residuo 81
hasta el 178 de Caveolina-1 es el responsable de la activacion de Rab5, nos
lleva a propner que el segmento que contiene a la tirosina 14 no esta
involucrado en la activacion de Rab5 por Caveolina-1, o que podria explicar
parcialmente el resultado obtenido. De esta forma sera importante estudiar a
futuro cuales son los segmentos de Caveolina-1 implicados en la activacion de

Rab5 y la migracion celular.
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Dado que Caveolina-1 no promueve la activacién de Rab5 directamente, nos
enfocamos en identificar el mediador involucrado en una putativa activacion
indirecta de Rab5 por Caveolina-1. Aqui, la proteina p85a, correspondiente a la
subunidad reguladora de la PI3K fue particularmente interesante porque ademas
de ser un Rab5-GAP, interactua directamente con Caveolina-1 y tiene efectos en
migracion (Faulstich et al., 2013). De hecho, en lineas celulares de
neuroblastoma se observd que p85a tiene un efecto inhibitorio sobre Rab5 y la

migracion (Torres et al., 2008).

Nuestros resultados obtenidos por inmunoprecipitacion demostraron que p85a
esta presente en un complejo proteico con Caveolina-1 en los dos modelos de
células metastasicas HT-29(US) y B16-F10 (Figura 14). Interesantemente, p85a
disminuyo tanto la activacion de Rab5 como la migracion celular promovida por
Caveolina-1 en ambos modelos celulares. Postulamos un modelo por el cual
p85a es secuestrada en un complejo con Caveolina-1 promoviendo la activacion
de Rab5 y Rac-1, el reclutamiento de Tiam-1 a endosomas tempranos, la

invasion y la migracion celular (Figura 28).

Es importante mencionar que este mecanismo de “secuestro” es homodlogo al
descrito por Torres et al., 2008 donde la Caspasa 8 promueve la activacion de
Rab5 en células de neuroblastoma via reclutamiento de p85a. Caspasa 8 en su
funcion candnica es la enzima iniciadora de la via extrinseca de apoptosis, pero

también ha sido descrita como una proteina sefializadora que promueve

120



migracion y metastasis (Cursi et al, 2006; Senft et al., 2006; Torres et al., 2008).
En estudios previos se demostro que la fosforilacion de Caspasa 8 en su residuo
de tirosina 380 crea un sitio de union SH2 (Barbero et al., 2008), el cual
interactua directamente con p85a, promoviendo la inactivacion Rab5 (Torres et
al., 2008). El esquema ilustrado en la Figura 34 resume los hallazgos
previamente identificados para la regulacion de Rab5 por p85a, incorporando la

funcién de Caspasa 8 y Caveolina-1.

Membrana
plasmatica

Endosoma
temprano

. Remodelamiento de
tina

p85a
Caspase-8

p85a

| intracelular ‘( aveolina-1 &

extracelular
Figura 34: Funcion de p85a en la sefalizaciéon de Caveolina-1 durante la migracién celular
mediada por Rab5.

aci

En el esquema se presentan las funciones de p85a y el eje Caveolina-1/p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1
que evaluo esta tesis. Ademas, se incluye a Caspasa 8 la cual utiliza un mecanismo analogo
(Torres et al., 2008). La figura es una version modificada del Addendum Diaz et al., 2014. (ver
pagina 5).

Rac-1, como regulador central en la migracion celular ha sido recientemente

indentificado como blanco de accion de Caveolina-1 (Urra et al., 2012), y por

tanto comprender como se conectan estas dos proteinas nos llevo a indagar
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sobre reguladores de Rac-1, que de algun manera se relacionen con Caveolina-
1. La GTPasa Rab5 fue un candidato clave ya que interacciona con Caveolina-1
(Hagiwara et al., 2009) y activa a Rac-1 (Palamidessi et al., 2008). Rab5 es un
regulador clave de la dinamica de endosomas tempranos y resultados recientes
de nuestro laboratorio la han implicado en procesos asociados a la migracion
como el trafico de integrinas, el recambio de adhesiones focales y la expansién o
“spreading” celular (Mendoza et al., 2014). Algunas investigaciones han
demostrado que Rab5 activa Rac-1 mediante del reclutamiento del GEF Tiam1 a
los endosomas tempranos promoviendo con ello un aumento de Ia
macropinocitosis de receptores de la superficie celular y la migracién celular
(Palamidessi et al., 2008). Sin embargo, los eventos de sefalizacion rio arriba en
la activacion de Rab5 y la migracion celular son aun poco comprendidos.

Investigamos la participacién de Tiam1 en la migracién y en la activacion de
Rac-1 inducida por Caveolina-1, utilizando el inhibidor comercial NSC2376. Este
inhibidor tiene un efecto de inhibicion selectivo tanto de Tiam1 y como del GEF
Trio (Gao et al., 2004), por lo que no podemos descartar un efecto de este ultimo
en los procesos mediados por Caveolina-1 y Rab5 (Figura 25 y Figura 27). Sin
embargo, proponemos a Tiam1 como la molécula involucrada ya que ademas
del ensayo de inhibicion, observamos que Caveolina-1 promueve
significativamente el reclutamiento de Tiam1 a endosomas tempranos EEA1

positivos (Figura 26).
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Otro aspecto que queda pendiente por evaluar es si Caveolina-1, ademas de
aumentar el reclutamiento de Tiam1 a endosomas tempranos, promueve
también la activacidon de este, lo que se traduciria en la fosforilacién de treonina,
como ha sido reportado en la literatura (Fleming et al., 1997). Una de esas
posibles interacciones podria estar dada por la Proteina Quinasa C (PKC) que
esta implicada en la fosforilacion de Tiam1 (Fleming et al., 1999) y que a su vez

interactua con Caveolina-1 (Oka et al., 1997, Felley-Bosco et al., 2000).

D. OTRA CONEXION: CAVEOLINA-1 Y RAB11.

Esta tesis propone un modelo para la conexidn entre una proteina de andamiaje
que regula la sefalizacion celular como Caveolina-1 y una proteina involucrada
en el trafico endosomal como Rab5, todo esto dentro del contexto de migracion
celular. Ahora bien, la literatura actualmente disponible presenta solamente una
conexidon entre proteinas de tal naturaleza como es el caso de Caveolina-1 y
Rab11. En el trabajo de Lapierre et al.,, 2012 se analiza la relacién entre
Caveolina-1 y Rab11 un marcador bien definido de los endosomas de reciclaje
en células MDCK. Sin embargo, en este modelo Caveolina-1 se encuentra
polarizada, a diferencia de lo descrito para células metastasicas usadas en esta
tesis (Urra et al., 2012). En esta investigacion se comprueba una regulacion
coordinada entre ambas proteinas en los sistemas de reciclaje apical, lo que
demuestra que tanto Caveolina-1 como Rab11 son componentes de la misma
via. Sin embargo, se desconoce la funcion de esta conexion en migracion celular

(Lapierre et al., 2012).
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E. IMPORTANCIA IN VIVO DEL EJE CAVEOLINA-1/P85a/RABS/TIAM1/RAC-1.

En esta investigacion trabajamos con un modelo de metastasis in vivo en
ratones C57BL/6, utilizando la linea de melanoma murino B16-F10 cuya gran
ventaja radica en ser una linea singénica y donde por lo tanto no existe rechazo
inmunolégico en el animal (Ausubel et al., 1996). De esta manera, no es
necesario trabajar con ratones inmunodeprimidos. Otra ventaja de este modelo
es la rapidez, ya que gracias a trabajos previos en los cuales se inocularon
células B16-F10 que expresaban Caveolina-1 se observdé que al dia 21 post-
inoculacién es posible detectar diferencias significativas en la colonizacion de
células de melanoma en el pulmon del animal comparado con las células control
(Lobos et al., 2013). En esta investigacion utilizamos este modelo para evaluar
ademas de la importancia de Rac-1 en la metastasis, el efecto de Rab5 y p85a.
De esta manera, en las Figuras 31, 32 y 33 es posible observar que tanto el
silenciamiento de Rab5 como la sobre-expresion de p85 a y Rac-1 en presencia
de Caveolina-1 disminuy6 significativamente el rol promotor de metastasis de la
proteina. Importantemente, se comprobd con los experimentos que estas tres
proteinas son clave para que Caveolina-1 promueva la migracion, invasion vy
metastasis in vivo.

Pese a que no se investigd directamente el efecto de Tiam1 en nuestros
modelos in vivo, se podria proponer que esta proteina tiene un muy importante
rol en el proceso de metastasis en base a otros antecedentes, donde se observa
que la expresion de Tiam-1 se relaciona con tumores aun mas agresivos y un

mayor desarrollo de metastasis (Malliri et al., 2002).
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En nuestros ensayos de metastasis in vivo en ratones C57BL/6 no estudiamos
especificamente en qué etapa de la metastasis estan involucradas las proteinas
Caveolina-1, Rac-1, Rab5 y p85a, una situacion importante a considerar para
futuras investigaciones. Aun asi, investigaciones de nuestro laboratorio han
determinado que Caveolina-1 promueve un aumento en la transvasacion de
células B16-F10 medido por un ensayo migracion transendotelial (Tesis
Doctorado en Farmacologia Rina Ortiz 2015) sugiriendo su posible participaciéon
en los procesos de extravasacion y extravasacion de las células tumorales. Sin
embargo, en el ensayo de metastais in vivo que realizamos durante esta tesis,
solamente seria relevante el efecto de Caveolina-1 sobre la extravasacion dado
que se inyectan las células por la vena lateral de la cola del animal; evitando de

esta manera la necesidad del proceso de intravasacion.

De todas maneras, seria interesante investigar si Rab5, Rac-1 y p85a juegan un
papel importante en este proceso tomando en consideracion los resultados
obtenidos en el experimento de metastasis in vivo. Otra importante posibilidad a
estudiar es si Rab5, p85a y Rac-1 estan involucradas en la colonizacion de las
células con el endotelio del pulmdn, lo que se ha descrito ocurre a través de la
molécula de adhesion LU-ECAM1 (Zhu et al. 1991). De hecho, se ha reportado
que en ratones knock-out para Caveolina-1, las células B16-F10 son incapaces
de adherirse y de transmigrar a través del endotelio. Esto se debe a que
Caveolina-1 regula la expresion de las proteinas de adhesiéon ICAM y VCAM en

el endotelio de los vasos sanguineos (Capozza et al. 2012), lo cual deja en
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evidencia que Caveolina-1 en el microambiente tumoral también contribuye a la
generacion de la metastasis. Estudiar si estas otras moléculas tienen un efecto
en este proceso daria luces de los mecanismos celulares por los cuales

Caveolina-1 promueve un aumento en la metastasis.

F. RAB5 COMO POTENCIAL BLANCO TERAPEUTICO EN CANCER.

El prondstico de los pacientes con cancer depende del nivel de avance de la
enfermedad, de su estado fisiologico y de la naturaleza del tumor a nivel
molecular. Dentro de esto ultimo, aun no se dispone de factores de prondstico
que marquen, de forma especifica, el cambio a una enfermedad invasiva y
metastasica en los tipos tumorales estudiados en esta tesis (cancer de mama,
colon y melanoma). A pesar que algunas de las moléculas que completan el eje
que estudiamos han sido postuladas como blancos terapéuticos debido a su
amplia desregulacion en cancer como Rac-1 (Bid et al., 2013), estos estudios
hacen hincapié en que aun son muy emergentes. Caveolina-1 han sido
propuesta como una molécula que se asocia con un mal prondstico en cancer de
mama, sin embargo estas investigaciones solo se han realizado mediante
estrategias de meta-anadlisis in silico (analisis que combinan estadisticas de
diferentes estudios) (Ma X et al., 2013). Ademas, este tipo de investigaciones no
integra el hecho que Caveolina-1 ejerce la mayoria de sus funciones promotoras
de metastasis cuando se encuentra fosforilada en tirosina 14 (Urra et al., 2012;
Lobos et al., 2013; Tesis Doctorado en Farmacologia Rina Ortiz 2015). Es por

esto que seria ideal contar con un analisis que integre ambas caracteristicas
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(expresion y fosforilacion) para entregar una prediccion mas segura y considerar
a Caveolina-1 como un marcador condicional. Con los resultados de esta tesis,
mas los datos de literatura que involucran a la expresion de Rab5 en varios
tipos de canceres de tipo metastasicos de mama, ovario y tiroides (Frittoli et al.,
2014; Zhao et al., 2010; Croizet-Berger et al., 2002) proponemos a Rab5 como
un nuevo marcador de malignidad avanzada en cancer. Especificamente, los
datos obtenidos tanto en ensayos de migracion e invasion in vitro (Figuras 23 y
29) como los ensayos de metastasis in vivo (Figura 31) en presencia de
Caveolina-1 proponen a Rab5 como un nuevo blanco terapéutico para la
prevencion de la progresion hacia la metastasis en los modelos tumorales de la
presente investigacion. Complementando estos datos hemos observado
recientemente que la expresion de Rab5 mantiene caracteristicas asociadas a la
transformacion celular como el crecimiento independiente de anclaje, la
apoptosis y la proliferacion celular (Silva et al., 2015 trabajo en revision). Sin
embargo, es importante seguir profundizando en los mecanismos moleculares
que estan controlando la conexién de Rab5 y Caveolina-1, lo que permitiria un
mejor entendimiento de los eventos moleculares claves en la progresion del
cancer. En este sentido, se han detectado algunos blancos moleculares
bloqueados por Rab5 como el Factor Inducible de Hipoxia (HIF1a), una molécula
de adaptacion a hipoxia que también ha sido vinculada con Caveolina-1. De
hecho, otros trabajos de nuestro laboratorio (Tesis Doctoral en Bioquimica
Carlos Sanhueza) demostraron que Caveolina-1 inhibe a HIF1a y que las células

B16-F10 que expresaron Caveolina-1 en hipoxia disminuyen la expresion del
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Factor de Crecimiento Endotelial (VEGF) generando en los ensayos in vivo
tumores mas pequefos y menos vasculados. Esta es otra manera de vincular a
Rab5 con Caveolina-1.

Todos estos antecedentes nos permiten postular a Rab5 como una
importante molécula a estudiar como blanco terapéutico en etapas

avanzadas del cancer.

G. PROYECCION CLINICA.

Cada una de las proteinas del eje Caveolina-1/Rab5/Tiam1/Rac-1 que
estudiamos en esta tesis cumple funciones importantes relacionadas con la
endocitosis, la proliferacion, la regulacion de la sefalizacion celular, ademas de
estar desreguladas en diferentes tipos de cancer. Esto las propone como
importantes bio-marcadores en cancer. Sin embargo, no es posible apuntar a
una terapia clinica que suprima completamente su expresién debido a los

argumentos anteriormente expuestos.

Demostramos que la interaccion de Caveolina-1 con p85a es la que promueve la
activacion del eje Rab5/Tiam1/Rac-1 en nuestros modelos de células con alto
potencial metastasico de cancer de colon HT-29(US), de melanoma murino B16-
F10 y de cancer de mama MDA-MB231. Por tanto, seria importante buscar una
terapia molecular que impida tal interaccion con el objetivo que p85a pueda
ejercer su efecto GAP sobre Rab5 y de esta forma disminuir la activacion del eje

de sefalizacion propuesto, la migracion, invasiéon y metastasis in vivo. En
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nuestro laboratorio se ha demostrado que la expresién de E-cadherina estaria
estabilizando a Caveolina-1 en la membrana plasmatica y ademas disminuyendo
la activacion de Rac-1 y la metastasis in vivo en el modelo B16-F10 (Lobos et
al., 2013;2014). Ademas, se ha observado que la expresion de E-cadherina en la
membrana en conjunto con Caveolina-1 estaria pomoviendo el reclutamiento de
varios complejos proteicos que involucran a B-catenina (Torres et al., 2007)
como también a proteinas asociadas al citoesqueleto como GalNacPtase,
p120ctn, B-catenin, PTP1B, RPTPu (Derycke et al., 2004) lo que desencadena
una baja en la activacion de GTPasas involucradas en la migracion como Rac-1
y Cdc42 en modelos que incluyen a melanomas y a cancer de colon HT-29.
Resultados preliminares de nuestro grupo han demostrado que la expresion de
E-Cadherina en nuestros modelos B16-F10 y HT-29(US) disminuye los niveles
de activacién de Rab5 por Caveolina-1 (Proyecto de tesis estudiante Doctorado
en Bioquimica, Natalia Diaz). Es por esto que proponemos como una futura
proyeccidon clinica, en células que sobre-expresan Caveolina-1, aumentar la
expresion de E-cadherina con estrategias que integren a promotores especificos
de cancer de colon, melanoma y mama con el objetivo de bloquear la interaccion
Caveolina-1/p85a y de esta forma frenar la migracion, activacion de Rac-1, la

invasion y metastasis in vivo.
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POR LO TANTO, EN BASE A LOS RESULTADOS DESCRITOS EN ESTA
TESIS, PROPONEMOS EL SIGUIENTE MODELO:

MIGRACION
+ | INVASION

METASTASIS in vivo
+ Caveolina-1

T T p

% Reaccién favorecida

— > Reaccién no-favorecida

-—————————-——-——————————————————E-

Figura 35: Eje Caveolina-1/p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1 propuesto en esta tesis.

La figura resume los principales resultados obtenidos en el transcurso de esta tesis que indican
que Caveolina-1 secuestra al Rab GAP p85a iniciando una cascada de activacién que involucra
la activacion de Rab5, Rac-1 y el reclutamiento del GEF Tiam-1 a endosomas tempranos. Estos
procesos de activacion promueven un aumento tanto en la migracién como en la invasién
celular inducida por Caveolina-1. A su vez la se evalud la importancia de las proteinas del eje
en un modelo de metastasis in vivo en ratones C57/BL6.
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5. CONCLUSION GENERAL

La presente investigacion nos permite comprender los mecanismos moleculares
que utiliza Caveolina-1 para promover la migracion, invasién y metastasis en tres
diferentes modelos de células en etapas avanzadas del cancer. Asimismo,
Caveolina-1 promueve un aumento en la activacion de Rab5 y en el tamafo de
endosomas tempranos. Importantemente, la presencia y activacion de Rab5 es

fundamental para la migracion e invasion celular promovida por Caveolina-1.

A su vez, la expresion de Caveolina-1 promueve un aumento en la activacioén de
Rac-1 de manera dependiente de Rab5. En relacion a esto, Caveolina-1
promueve un reclutamiento del GEF de Rac-1, Tiam1 a endosomas tempranos
lo que permitiria comprender esta activacion secuencial. Mecanisticamente, se
implica a la RabGAP p85a, en efectos dependientes de Caveolina-1, dado que
Caveolina-1 secuestra a p85a lo que impide la inactivacion de Rab5 y aumento
de la migracion celular. Usando un modelo pre-clinico, se demostro que
Caveolina-1 requiere de p85a, Rab5 y Rac-1 para promover la metastasis in

vivo en ratones C57BL/6.

Esta tesis describe un nuevo eje de sefnalizacion Caveolina-
1/p85a/Rab5/Tiam1/Rac-1 que permite comprender el aumento de migracion,
invasion y metastasis dependiente de Caveolina-1, involucrando moléculas
generalmente alteradas en cancer y aportando un mecanismo novedoso que da

luz a una futura terapia anti-metastasica via inhibicion de estas proteinas.
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6. ANEXOS
Durante el desarrollo de la tesis realizamos algunos analisis y experimentos que
no tienen una directa relacion con los objetivos planteados para la tesis pero que

apoyaron su desarrollo. A continuacién los detallamos.

Expresion de la mutante Rac-1(S17N), Ensayo de pull-down para Rab5
(R5BD), ensayo de migraciéon por herida y en camara Boyden (transwell) en
células HT-29(US).

Se ha propuesto un circuito de activaciéon que involucra en orden secuencial
tanto a las GPTasas Ras, Rab5, a Rac1 y su GEF Tiam-1 (Palamidessi et al.,
2008). Como una manera de verificar la direccionalidad de la via de activacion
propuesta para esta tesis, realizamos una transfeccién transitoria de una
dominante negativa de Rac1 denominada Rac-1(S17N) en las células HT-
29(US) con y sin la expresion de Caveolina-1. Luego de obtener estas células
transfectadas, realizamos tanto un ensayo de pull-down para Rab5 (R5BD)
como ensayos de migracion por herida y camara Boyden (transwell). Nuestros
resultados preliminares nos indican que la expresion del dominante negativo
Rac1(S17N) no tiene efectos sobre la activacion de Rab5 por Caveolina-1 (Ver
Figura anexo 1 A), lo que nos confirma preliminarmente la secuencialidad de
activacion Caveolina-1 ->Rab5-> Rac-1. Sin embargo, en los ensayos de
migracion tanto por herida como en camara Boyden (transwell) la mutante de

Rac-1(S17N) impidié el aumento de migracién promovido por Caveolina-1, lo

133



que verifica la importancia de Rac1 en la promocion de la migracion en este

modelo de células metastasicas (Ver figura anexo 1 By C)

A HT-29(US)

M1 C14 M1 Ci4

Raci1(S17N)-GFP - -+ o+

Rab5 activo e SRR

Rab5 Total

Actina

RacI(S17N)
& Mock
260 - [
: I
£ 40 A
=
s
0 20 A
-
]
S
© 0 .

Rac1(S17N) - - + +

C

igracion (veces sobre el control)

Racl(S17N) - + +

M
(=

Figura anexo 1: La expresion de Rac-1(S17N) no afecta a la activacion de Rab5 por
Caveolina-1 pero si impide que Caveolina-1 promueva migraciéon en linea celular HT-
29(US)

Se realiz6é una transfeccién transitoria de Rac1(S17N) en células HT29(US) (clones M1,C14)
Posteriormente se obtuvieron los extractos celulares y se realiz6 el ensayo Pull-Down con la
proteina de fusion R5BD-GST segun descrito en materiales y métodos. En A se muestra un
Western Blot representativo. En B se observa la cuantificacion de un ensayo de migracién por
herida. En C se observa la cuantificaciéon de la migracién en camara Boyden (transwell) de un
experimento. Se grafica como veces de aumento sobre el control.
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Comparacion secuencia de unidon a dominios SH2 de Caspasa 8 y
Caveolina-1.

Sabemos por los trabajos de Torres et al., 2008 que Caspasa 8 fosforilada en
tirosina 380 se une mediante a p85 mediante su dominio SH2, como una manera
de aproximarnos en nuestro sistema hicimos una comparacion simple de

secuencia de ambas proteinas como se muestra en la Figura Anexo2.

SECUENCIA DE COMPARACION Caspasa-8 y Caveolina-1
(Especificidad dominio SH2desde el pY- al C-terminal)

etdseeqpylemdlsspqt (tirosina 380 Caspasa-8)

methionine

Glutamic acid

ghlytvpireqgniykpnnk (tirosina 14 Caveolina-1)

Secuencias de union a SH2:
Tyr-Met/Val-X-Met
Tyr-Glu-Glu-lle-Pro

Figura anexo 2: Comparaciéon secuencia de unién a dominios SH2 de Caspasa 8

y Caveolina-1.
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