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RESUMEN

La enzima convertidora de Endotelina-1c (ECE-1c) es una metaloproteasa de zinc y
participa en la sintesis de ET-1 (ET-1). En diversos tipos de cancer, ET-1 promueve propiedades
mitogénicas, promoviendo proliferacion e invasion celular. Adicionalmente, ECE-1c se ha descrito
como un mediador de la invasividad del céncer, sin embargo se desconoce si este proceso es

dependiente de los niveles de ET-1.

En base a esto decidimos estudiar el rol de ECE-1c y su dependencia con ET-1, en el
desarrollo de caracteristicas malignas en células de cancer de colon. La proteina ECE-1c fue
sobreexpresada en células DLD-1 mediante transfeccion lentiviral y esto fue confirmado mediante
western blot y ELISA midiendo los niveles de ET-1. La viabilidad, migracion en invasion celular
fue evaluada mediante ensayos de MTS, transwell y matrigel respectivamente. La activacion de las
kinasas Akt y FAK fue evaluada mediante western blot. El crecimiento tumoral en vivo fue
evaluado mediante inyeccion subcutanea de células tumorales en ratones NOD/SCID. ECE-1c
aumento la activacion de Akt y FAK correlacionando con una aumentada proliferacion, migracion e
invasion. Las células que sobreexpresan ECE-1c mostraron una resistencia al tratamiento con 5-
Fluorouracilo en comparacidn al control. Interesante el blogueo del receptor de ET-1 mediante BQ-
123 no mostré un efecto significativo en los parametros evaluados, sugiriendo que los efectos de
ECE-1c no son mediados exclusivamente por los niveles de ET-1, sino que podria existir un
mecanismo no candnico. El crecimiento tumoral in vivo fue significativamente mayor en las células

que sobreexpresan ECE-1c.

ECE-1c promueve caracteristicas malignas en células de cancer de colon in vitro e in vivo.
Nuestros resultados sugieren un mecanismo independiente de ET-1 por el cual ECE-1c promueve

una mayor viabilidad y migracion celular.



ABSTRACT

Endothelin-Converting Enzyme-1c (ECE-1c) is a membrane Zn-metalloprotease that

synthesizes Endothelin-1 (ET-1). In many cancers, ET-1 has mitogenic properties, promoting
proliferation and invasion. In addition, ECE-1c has been observed as a mediator of cancer
invasiveness, however, whether this process is ET-1-dependent is unknown. Thus, we studied the
role of ECE-1c and its ET-1-dependency in the development of malignant characteristics in colon
cancer cells.
ECE-1c was overexpressed in DLD-1 cells by lentiviral infection and this was confirmed by
western blot and ELISA by measuring ET-1 levels. Cell viability, migration, invasion and
anchorage-independent proliferation were evaluated by MTS, transwell, matrigel and soft agar,
respectively. FAK and Akt activation were evaluated by western blot. Tumor growth was evaluated
by subcutaneous tumor formation in NOD/SCID mice.

ECE-1c promoted activation of FAK and Akt, correlating with an increased migration,
invasion and anchorage-independent proliferation. Cells overexpressing ECE-1c showed resistance
to 5-Fluorouracil compared to control. Interestingly, the blockade of the ET-1 receptor by BQ-123
did not show a significant difference in the evaluated parameters compared to the control condition,
suggesting that the effects of ECE-1c are not mediated exclusively by ET-1 levels, but there could

be a non-canonical mechanism.

Tumor growth in vivo was significantly augmented by ECE-1c overexpression.

ECE-1c promotes malignant characteristics in colon cancer cells in vitro and in vivo. Our
findings suggest an ET-1-independent mechanism by which ECE-1c promotes colon cancer cell

survival and migration.
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1. INTRODUCCION

1.1 Céancer

El cancer es la segunda casusa de muerte a nivel mundial, con una incidencia que aumenta
afio tras afio. Se estima que una de cada 8 muertes en el mundo es causada por cancer (American
Cancer Society 2011). En Chile, al igual que en paises desarrollados, las cifras son méas alarmantes,
ya que esta enfermedad fue responsable de 1 de cada 4 muertes que ocurrieron durante el afio 2014

(DEIS, Ministerio de Salud, Chile).

El cancer es una enfermedad caracterizada por la proliferacion descontrolada de células que
han perdido la capacidad de responder correctamente a los estimulos del ambiente. Desde un punto
de vista molecular, la carcinogénesis se entiende como un proceso en el que sucede principalmente
ganancia de funcién por parte de genes que promueven proliferacion celular (ie. sobreexpresion y/o
hiperactivacion de proteinas que regulan positivamente el ciclo celular o que inhiben la muerte
celular) o una pérdida de funcidn de genes supresores de tumores (ie. inhibicién o silenciamiento de
genes que detienen el ciclo celular y/o reparan el genoma) [1]. Factores ambientales, genéticos y/o
epigenéticos al igual que organismos patégenos, pueden llevar a alteraciones en la expresion y

actividad de estos genes, y en consecuencia gatillar el inicio y progresion del cancer [2, 3].

Posteriormente, la proliferacion aberrante de células tumorales puede alterar el
funcionamiento del tejido u 6rgano afectado. En etapas avanzadas, estas mismas células pueden
alcanzar otros 6rganos, migrando a través de la via sanguinea y/o linfatica, generando dafios
irreversibles en el organismo en un complejo proceso denominado metastasis. En la mayoria de los
casos, la metéstasis del tumor provoca un deterioro organico mayor del individuo, afectandolo de tal
manera que su organismo no logra mantener el funcionamiento de todos los sistemas y el individuo

finalmente muere [4].

14



1.2 Mecanismos de progresion del cancer

Uno de los pasos iniciales para que las células cancerigenas adquieran un potencial migratorio e
invasivo es la llamada “transicidon epitelio-mesenquima” (TEM), la cual se refiere a una
reprogramacion genética y epigenética durante la cual existe una pérdida de las uniones célula-
célula que estan presentes en la mayoria de los tejido epiteliales. La pérdida de estas uniones causa
una serie de cambios en las vias de sefializacién celular y en consecuencia la expresion de genes que

controlan el fenotipo de la célula.

Muchos biomarcadores han sido propuestos como indicadores de TEM, como el “switch” de E-
caderina, que se caracteriza por una disminucion de los niveles de E-caderina, claudina, ocludina y
otros marcadores epiteliales y una sobreexpresion de N-caderina, vimentina, fibronectina, asi como
otros marcadores mesenquimaticos. Ademas existen cambios significativos en la expresion de
sefiales y componentes de la matriz extra celular (MEC) incluyendo un aumento en la expresion

génica de metaloproteasas de matriz (MMP) [5, 6].

Interesantemente, la TEM ocurre en asociacion con la activacion de diversas cascadas de
sefializacién de factores de crecimiento, alteracion en la expresion de diversos miRNAs y factores
de transcripcion relacionados con la TEM como snail, slug, twist, entre otros. Ademas durante la
TEM la alteracion de la maquinaria transcripcional resulta en una alteracion de la expresion de
diversas proteinas intracelulares, receptores de superficie como las integrinas, y diversas enzimas
como proteasas, kinasas y fosfatasas. Todos estos cambios provocan que la célula adquiera un
fenotipo con una alta movilidad y capacidad de invadir tejidos, caracteristicas que presentan los
tumores malignos y que son responsables de la mayoria de los casos de muerte por cancer en el
mundo [7, 8]. El escape de células desde un tumor primario y posterior establecimiento en un tejido

distante al inicial es denominado metastasis.
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Finalmente el establecimiento de las metastasis a distancia es favorecido por un fendmeno inverso
Ilamado transicion mesénquima-epitelial (TME) en donde las células tumorales vuelven a adquirir
la morfologia epitelial revirtiendo el proceso descrito anteriormente. Este proceso ayuda a las

células a sobrevivir y asentarse en un nuevo tejido [9].

1.3 Cancer de colon y la via Wnt/f-catenina

Dentro de los canceres méas importantes que afectan a la poblacién esta el cancer colorrectal
(CCR), el cual presenta en Chile cerca de mil casos diagnosticados al afio y tiene una mortalidad de
6,2 por cada cien mil habitantes (DEIS, Ministerio de Salud, Chile 2014). En la mayoria de los
casos el diagndstico de CCR se realiza en etapas avanzadas de la enfermedad, estimandose en un
25% los pacientes que ya presentan metastasis al momento del diagnéstico. Particularmente, el CCR
se considera como una enfermedad recurrente y los estudios estiman que cerca de la mitad de los
pacientes con cirugia de CCR mueren dentro de los primeros 5 afios debido a las metastasis del
tumor inicial [10]. La ausencia de un tratamiento especifico y efectivo para esta patologia hace
necesario el entendimiento de las bases moleculares que regulan su desarrollo y progresion, lo que

podria llevar a la creacion de nuevos métodos de deteccion y mejores tratamientos.

Diversos estudios realizados en CCR han establecido que la mayoria de los tumores se
originan como pdlipos (lesién benigna) en las células de las criptas del colon. Esta lesién puede
progresar hasta convertirse en un carcinoma maligno con capacidad de metastizar a otros érganos,
como higado, pulmones y huesos principalmente. Se ha determinado que una serie de alteraciones
en genes clave pueden explicar en parte el desarrollo y malignidad del CCR, dentro de los que se
encuentran APC, K-RAS, Smad2/4, DCC y P53, siendo la mutacién en el supresor de tumores APC
la mutacién fundacional que en general gatilla el desarrollo de la variante genética de la enfermedad

[11, 12].
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APC, en conjunto con GSK3B, CK1 y Axina, forman parte de un complejo multiproteico
represor que promueve la degradacion de B-catenina, una proteina que actla como cofactor
transcripcional de genes involucrados en proliferacion, migracion y resistencia a la apoptosis [13-
16]. Mutaciones en APC afectan su capacidad de regular la degradacion de B-catenina y ésta se
acumula en el citosol, donde puede ser fosforilada por la kinasa Akt en el residuo Ser552,
favoreciendo su translocacién al ndcleo y en consecuencia el desarrollo de caracteristicas tumorales

malignas [17-19].

En nuestro laboratorio se han estudiado diversos genes que son regulados o regulan la via -
catenina y que se han relacionado con el desarrollo de este cancer, entre ellos COX-2, survivina,
CK2 y el eje endotelina. [18-21]. Este eje se ha estudiado en los ultimos afios y ha despertado el
interés en el area del céncer por nuevos antecedentes que lo relacionan con la aparicion de
caracteristicas malignas en diversos tipos de cancer, como una alta proliferacion, angiogénesis y

metastasis.[22].

1.4 Eje Endotelina-1 (ET-1)

Se llama “Eje Endotelina-1” a la via de sefializacion que estd compuesta por la Enzima
Convertidora de Endotelina-1 (ECE-1), el ligando endotelina-1 (ET-1), y a sus receptores (ETAR Y

ET&R).

La sefializacion a través de este eje requiere la expresion del gen que codifica para ET-1,
denominado EDN1. La expresién de este gen y posterior traduccién del RNAmM generan una
proteina precursora denominada pre-pro-endotelina-1 (ppET-1) de un tamafio de 212 amino&cidos.
Posteriormente una endopeptidasa reconoce y corta una secuencia rica en aminoacidos basicos

presentes en la estructura de ppET-1, generando un nuevo péptido, denominado Big-endotelina-1
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(Big-ET-1) de 38 aminoéacidos, el cual carece de actividad biol6gica [23-25]. BIig-ET-1 es
posteriormente procesado por una metaloproteasa altamente especifica, la Enzima Convertidora de
Endotelina-1 (ECE-1), liberando el péptido bioldgicamente activo ET-1 de 21 aminoacidos. Existen
2 recetores para ET-1, denominados ETAR y ETgR, los cuales pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteina G [26]. Finalmente, la sefializacion mediada por ET-1 puede ser terminada por

la Endopeptidasa Neutral (NEP) que inactiva a ET-1 a través de un corte proteolitico [27, 28].

Este eje ha sido estudiado ampliamente en el contexto del sistema circulatorio por su rol en
vasoconstriccion y control de la presidn sanguinea [29, 30]. Se descubri6 en la década del 80 que
ET-1 era liberado por células vasculares y funcionaba como un potente vasoconstrictor de la
musculatura lisa, aumentando rapidamente la presion arterial en experimentos realizados in vitro e
in vivo [31, 32]. Posteriormente en modelos murinos se demostrd que el knockout genético de
cualquiera de los componentes del eje ET-1, genera fenotipos con alteraciones en diversas
estructuras embrionarias, asi como una deficiencia mayor en el desarrollo y funcionamiento del
sistema circulatorio. Muchas de estas alteraciones resultaron ser letales en etapas embrionarias en

diversos experimentos realizados en modelos murinos [33-36].

Diversos estudios han demostrado que la desregulacion de este eje contribuye a la aparicion
y/o desarrollo de diversas enfermedades o trastornos como, hipertensién pulmonar y sistémica,

aterosclerosis y diversos tipos de cancer, como proéstata, ovario y colon [37, 38].

1.5 Eje-1 ET-1y su relacion con el cancer de colon

En los ultimos afios se ha estudiado el rol del eje ET-1 en cancer, ya que evidencia clinica'y
molecular ha demostrado que la desregulacion de este eje se asocia con la aparicion y avance de
diversos tipos de cancer [22, 37]. Se ha observado que los niveles plasmaticos de ET-1 en pacientes

con distintos canceres, incluyendo colon, se encuentran elevados, correlacionando con canceres mas
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agresivos. Ademas, los niveles de ECE-1 y ETAR también se han visto aumentados tejido tumoral
en estudios realizados en cancer de préstata y colon, contribuyendo en conjunto con la aparicion de

caracteristicas tumorales malignas, tales como angiogénesis, proliferacion y metéstasis [39-41].

Particularmente en cancer de colon, los niveles de ETgR son reprimidos por mecanismos
epigenéticos, en comparacion al tejido normal, mientras que los niveles de ETAR aumentan, siendo
este ultimo el més importante y mas estudiado en la progresion del céancer de colon [42, 43]. La
activacion de este receptor promueve la sefializacion a través de una serie de vias que incluyen a B-
catenina, PI3K/Akt, FAK y B-arrestina, las que dependiendo del modelo de estudio, pueden gatillar
diversos procesos como vasoconstriccidn, proliferacion, resistencia a la apoptosis y migracion [39,

44].

En el éarea clinica se ha visto el potencial que tiene el uso de drogas que modifiquen la
actividad de componentes del eje ET-1 para el tratamiento de diversas enfermedades incluyendo el
cancer [45, 46]. Una de las drogas méas estudiadas a este respecto es Atrasentan (ABT-627) un
inhibidor altamente especifico de ETAR que ha mostrado buenos resultados en diversos modelos de
cancer, usado como monoterapia Yy principalmente en combinacion con otras drogas. Una
caracteristica interesante de esta droga es que por si sola es capaz de inhibir la proliferacion
inducida por ET-1 en las células tumorales, y ademas el efecto de la inhibicion de ETAR es de
vasodilatacion en la musculatura lisa de los vasos sanguineos, por lo que mejora la perfusion de esta

y otras drogas hacia el interior de los tumores [47, 48].

Por otro lado, la importancia de ECE-1 no s6lo radica en que realiza el corte proteolitico
que activa a ET-1, sino que ademds su funcidn es crucial para la sefializacion de esta via ya que se
ha determinado que el péptido ET-1 tiene una vida media corta, de aproximadamente 1 minuto, por
lo que es necesaria la constante conversion de Big-ET-1 a ET-1 por parte de ECE-1 para la

activacion sostenida de la via (Figura 1) [49, 50].
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Figura 1. Mecanismo de sefializacion canénico del eje ET-1. La expresion del gen EDN-1 da
origen a la proteina Pre-pro-ET-1, la cual es procesada generando Big-ET-1. La enzima ECE-1
mediante un corte proteolitico corta a Big-ET-1 y genera el péptido bioactivo, ET-1. La unién de
ET-1 a su receptor ETAR gatilla la activacién de diversas vias de sefializacion que en conjunto
regulan diversos procesos en células tumorales como proliferacién, sobrevivencia y migracion,

entre otros.

1.6 Migracion, invasion y metéstasis

La migracion celular es un proceso integrado y dinamico, esencial en la morfogénesis
embrionaria, regeneracion de tejidos y otros procesos. Ademas, la migracién celular es importante
en la progresion de enfermedades como artritis, osteoporosis y cancer, por lo que su estudio es de

relevancia biomédica tanto en procesos fisioldgicos y patolégicos [51].

La migracion celular es generalmente inducida por sefiales extracelulares, como factores de

crecimiento, quimioquinas, dafio tisular, entre otros. Sin embargo, estimulos mecénicos, proteinas
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de matriz extracelular (MEC; e.g fibronectina y/o coladgeno) o gradientes electroquimicos también
pueden inducir migracion direccional [52-54]. Para migrar, las células se polarizan es decir ocurre
una reorientacion del aparato de Golgi y del centro organizador de microtubulos (MTOC) quedando
ambos orientados en la direccidn de migracion. Junto con esto la célula extienden protrusiones de la
membrana plasmética hacia el estimulo, denominadas filopodios y lamelipodios, los cuales son
estructuras bien definidas, dependientes principalmente de la polimerizacion de citoesqueleto de
actina y la actividad de un grupo de GTPasas pequefias de la familia Rho. De esta forma la célula es

capaz de “empujarse” hacia adelante y moverse [55, 56].

El establecimiento de filopodios y lamelipodios depende de interacciones que vinculan el
citoesqueleto de actina con proteinas de la MEC. Estas son mediadas por receptores de adhesion
como sindecanos y otros proteoglicanos, cadherinas y la familia de las integrinas, el grupo de
receptores de adhesién mas estudiado y que juega un papel preponderante en migracion celular [57,
58]. Las integrinas son receptores de transmembrana heterodiméricos que se unen a secuencias
especificas de proteinas de la MEC. Esta unidn genera un cambio conformacional que facilita la
interaccion de la cola citosélica intracelular de la integrina con el citoesqueleto de actina a través de

un complejo multiproteico denominado Adhesién Focal [59, 60].

La kinasa de adhesiones focales (FAK) es una de las principales proteinas de las adhesiones
focales, estudiada ampliamente por su potente actividad de promover migracién e invasion celular.
FAK es una proteina tirosina kinasa citosélica que normalmente se encuentra en un estado inactivo.
La activacién de las integrinas promueve la autofosforilacion de FAK en Tyr397, esto rompe su
autoinhibicidn y la activa. FAK en su estado activo es capaz de fosforilar una serie de proteinas que
en conjunto promueven formacion y dindmica de adhesiones focales, activacion de Rho GTPasas y
en consecuencia un cambio en la dinamica del citoesqueleto de actina y mayor migracion celular

[61-63].
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La activacion de FAK no solo regula la dinamica del citoesqueleto de actina, sino que
ademas influye en la actividad de una serie de metaloproteasas (MMP 2, 7 y 9 principalmente) que
son enzimas capaces de degradar diversos sustratos proteicos [64-66]. Estas enzimas estan
directamente relacionadas con el proceso de invasion celular ya que son capaces de degradar
proteinas de la MEC, como fibronectina, gelatina y colégeno, entre otros. De esta forma, las MMP
rompen la integridad de los tejidos, pudiendo facilitar el escape de células cancerosas desde el

tumor primario hacia el resto del organismo [67, 68].

1.7 ECE-1c y su posible rol en invasion y metéstasis

Como se mencion6, ECE-1 cumple un rol fundamental en el eje ET-1. ECE-1 es una zinc-
metaloproteasa de membrana de la familia de la endopeptidasa neutral NEP. Posee una region
citosdlica N-terminal y un ectodominio catalitico C-terminal (Figura 2). EI gen de ECE-1 se
encuentra en el cromosoma 1 y puede generar 4 isoformas (a, b, c y d) ya que posee 4 promotores
funcionales a lo largo del gen [69, 70]. Las distintas isoformas de ECE-1 poseen la misma secuencia
en su region catalitica y transmembrana, diferenciandose s6lo en su regidn citosélica por unos pocos
aminoacidos (Figura 3), lo que al parecer seria importante en su dimerizacion y localizacion
subcelular [71]. Todas las isoformas de ECE-1 poseen un dominio de union a zinc (HEXXH), el

cual permite la estabilizacion de la estructura, y poseen un 40% de homologia con NEP [72].
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Figura 2. Modelo estructural de ECE-1. Se esquematiza su gran dominio catalitico extracelular,
y sus dominios transmembrana y citosolico. Ademas, se muestra un enlace disulfuro que permite la
formacién de un dimero, y los diez sitios putativos de glicosilacién. Cada subunidad coordina un

atomo de zinc en el sitio catalitico de la enzima [73].

La ECE-1 se encuentran distribuidas en distintas regiones de la célula y mediante estudios
de inmunofluorescencia se ha determinado que la isoforma ECE-1a se localiza principalmente en la
membrana plasmatica, la isoforma ECE-1b en vesiculas intracelulares, y las isoformas ECE-1c y
ECE-1d poseen una distribucién ubicua (Figura 4). Todas estas observaciones fueron realizadas en
células epiteliales [74-77]. Interesantemente, la distribucion de las distintas isoformas de ECE-1 se
modifica frente a estimulos como el éster de forbol 4B-TPA, un analogo de diacilglicerol usado
ampliamente como un activador de PKC. La fosforilacion de ECE-1c por PKC modifica
fuertemente su localizacion, promoviendo su acumulaciéon en la membrana plasmatica, lo que
favorece su actividad sobre big-ET-1 extracelular [76, 78]. Sin embargo, no existe evidencia que

describa la localizacion de ECE-1c en células de cancer de colon.
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Figura 3. Esquema de las diferentes isoformas de la proteina ECE-1. Se muestran las 4
isoformas de la ECE-1, las cuales comparten exactamente el mismo dominio catalitico y dominio
transmembrana. La diferencia entre las isoformas se encuentra en la secuencia de la region N-

terminal, lo que determina su localizacion subcelular.

De las 4 isoformas de la enzima, ECE-1c es la mas expresada a nivel proteico en lineas
tumorales andrégeno-independientes de cancer de prdstata [79]. En relacion a esto, en nuestro
laboratorio decidimos evaluar si la sobreexpresién de ECE-1c, descrita previamente en diversos
tipos de cancer también ocurre en pacientes chilenos que presentan CCR. En este estudio se evalu6
los niveles de MRNA de ECE-1y ECE-1c en biopsias correspondientes a tejido tumoral y tejido
sano del mismo paciente. Se encontrd que todas las isoformas en conjunto (ECE-1) y
especificamente la isoforma ¢ (ECE-1c) se encontraban aumentadas en el tejido tumoral, mostrando

una correlacidn entre los niveles de esta proteina y la presencia de un proceso tumoral [80].

24



ECE-1a ECE-1b ECE-1c ECE-1d

Figura 4. Localizacion sub-celular de las distintas isoformas de ECE-1 expresadas en células

tumorales de raton. Se estudid la localizacion sub-celular de las 4 isoformas de ECE-1 utilizando
la linea celular AtT-20 que expresa niveles no detectables de ECE-1, mediante la generacion de
clones que expresan establemente las distintas isoformas de ECE-1. Se observa para ECE-1a una
distribucion principalmente en regiones cercanas a la membrana plasmética, mientras que ECE-1b
se localiza principalmente en el citoplasma de la célula. Las isoformas ECE-1c y ECE-1d poseen

una distribucién intermedia, entre membrana plasmatica y citoplasma celular [76].

La sobreexpresion de ECE-1c en la linea PC-3 promueve su invasién en un modelo in vitro.
No obstante, la adicion de ET-1 en células deficientes en ECE-1c, que manifiestan una disminucion
en su capacidad invasiva, no restablece la migracion de las mismas [81]. Un efecto similar se
observa en un modelo de glioblastoma, en donde la inhibicion farmacolégica de ECE-1 es capaz de
inhibir la proliferacién celular, sin embargo, la adicién de ET-1 al sistema no restablece el
comportamiento normal [82]. Por lo tanto, se ha propuesto que ECE-1c tendria un efecto en

invasion independiente de la produccion de ET-1.
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1.8 Rol de ECE-1c independiente de ET-1

El rol ECE-1c en invasividad celular a través de un mecanismo independiente de ET-1 no
ha sido estudiado, sin embargo, datos provenientes de su homéloga estructural NEP podrian dar
luces de un posible mecanismo. Existe evidencia que NEP tiene una funcién independiente de su
actividad candnica sobre el péptido ET-1, ya que la fosforilacion por CK2 en el residuo Ser6 en la
regién citosélica N-terminal de NEP regula negativamente su interaccion con PTEN. La interaccién
NEP/PTEN estabilizaria a esta Gltima en la membrana plasmaética, favoreciendo el paso de
PIP3(3,4,5) a PIP,(4,5) vy, de esta forma, controlando negativamente a Akt [83, 84]. En

consecuencia, la fosforilacion de NEP en su dominio N-terminal por CK2 activa la via PI3K/Akt.

Como se mencioné anteriormente, NEP y ECE-1c pertenecen a la misma familia de
proteinas y comparten un 40% de homologia. Esto sugiere la posibilidad de que ECE-1c regula a
Akt u otras vias de sefializacién a través de un mecanismo similar. Akt es una kinasa ampliamente
estudiada en cancer y es capaz de regular el proceso de invasion celular por diversos mecanismos,
entre ellos promoviendo la expresién de MMPs. Asi, un aumento en la expresién y actividad de esta
kinasa puede repercutir directamente en un aumento de la capacidad invasiva de estas células [85-

87].

Otra alternativa que podria dar cuenta de un rol de ECE-1c independiente de ET-1 es el
aumento en la activacion de FAK en células que sobreexpresan esta metaloproteasa. En un trabajo
se demostrd que células de cancer prostatico que sobreexpresan ECE-1c aumentan la actividad de
FAK, evaluado por su fosforilacion en tirosina [88]. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual se
promueve la activacion de FAK no esta claro, ni tampoco si este aumento en la actividad de FAK
mediado por ECE-1c conlleva a la adquisicion de un fenotipo invasivo en células de cancer

prostatico.

26



1.9 Resumen de los antecedentes

I. Los niveles de ECE-1c se encuentran aumentados en varios tipos de cancer, lo que se
relaciona con el desarrollo de caracteristicas mas agresivas y metéstasis. Se desconoce el

mecanismo por el cual ECE-1c lleva a la aparicion de estas caracteristicas en células tumorales.

I1. Se ha descrito que la sobreexpresion de ECE-1c en células de cancer de prostata aumenta
su capacidad invasiva in vitro, mientras que el silenciamiento disminuye la invasién. Sin embargo,
la adicion exdgena de ET-1 en células deficientes en ECE-1c no restituye la capacidad invasiva, lo

que sugiere que el aumento en la invasion seria a través de un mecanismo independiente de ET-1.

I1l. Existe un mecanismo descrito recientemente para NEP (metaloproteasa de la misma
familia de ECE-1c y que comparte un 40% de homologia) que explica una actividad independiente
de ET-1, la cual involucra una interaccion directa con PTEN, regulando en consecuencia la via Akt.
Sin embargo, no existe evidencia que ECE-1c regule la via PI3K/Akt mediante un mecanismo

similar.

IV. Resultados preliminares sugieren una mayor activacion de FAK en células de cancer de
colon gue sobreexpresan ECE-1c, sin embargo, no esta claro si esto se correlaciona con una mayor

capacidad migratoria de las mismas.

V. FAK y Akt son capaces de promover la expresion de MMPs importantes en invasion
celular, por lo que su regulacién via ECE-1c podria tener importantes consecuencias invasion

celular y metastasis.
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En consecuencia, la hipotesis y los objetivos de este proyecto son:

1.10 HIPOTESIS

“La ECE-1c promueve tumorigénesis y metastasis en células de cancer de colon por un mecanismo

independiente de la produccion de ET-1”

1.11 OBJETIVOS

Objetivo general: Estudiar el rol de ECE-1c en la tumorigénesis y metastasis en células de

cancer de colon.

Obijetivo especifico 1: Determinar in vitro si la sobreexpresion de ECE-1c activa las vias

de sefializacion PI3K/Akt y FAK en células de cancer de colon.

Objetivo especifico 2: Evaluar el efecto de los niveles de ECE-1c en la clonogenicidad e

invasividad de células de cancer de colon y su dependencia de ET-1 in vitro.

Obijetivo especifico 3: Evaluar in vivo el efecto de ECE-1c en la formacion de tumores y

metastasis de células de cancer de colon en un modelo murino.
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2. RESULTADOS

2.1 Objetivo 1: Estudiar in vitro si la sobreexpresion de ECE-1c activa las vias de
sefializacion PIBK/AKT y FAK en células de cancer de colon.

Se estudi6 el efecto de la sobreexpresion de ECE-1c en células de céancer de colon sobre la
activacion de las kinasas Akt y FAK. Células DLD-1 fueron transducidas con particulas lentivirales
gue contenian un plasmido codificante para la proteina ECE-1c (pLVX-ECE-1c). Este plasmido de
expresion utiliza el promotor de CMV y genera un RNAm bicistronico que codifica para la proteina
de interés y mediante un IRES se traduce la proteina fluorescente ZsGreen que permite la seleccién

de las células transducidas mediante citometria de flujo (Figura 6A).

El particular patrdn electroforético que presenta la ECE-1c ha sido documentado
previamente [73, 81]. Se sugiere que estas multiples bandas que aparecen en el gel, incluso al
sobreexpresar solo una isoforma, se debe a que la secuencia de ECE-1 tiene 10 sitios putativos de
glicosilacion, modificaciones que pueden llevar a cambios en el patron electroforético de una
proteina. Para evaluar esta posibilidad se decidié interferir la glicosilacién de proteinas mediante 2
aproximaciones: Las células fueron tratadas con tunicamicina durante 16 h, lo que inhibe la N-
glicosilacion, y por otra parte utilizamos una glicosidasa (también conocida como glucésido
hidrolasa) para tratar los extractos proteicos y eliminar las glicosilaciones presentes en la muestra.

Finalmente se realizd un SDS-PAGE Yy se evalué el patron electroforético en cada caso.

Como se observa en la figura 5, el tratamiento por 16 h con tunicamicina en las dos
concentraciones usadas (0,5 pg/mL y 1 pg/mL) gener6 un cambio en el patron electroforético de
ECE-1, en donde se intensificé una banda de menor peso molecular que la principal banda en las
celulas sin tratar. EI mayor cambio se vio tras el tratamiento de los extractos con la glicosidasa
PNGasa-F, en donde practicamente solo se ve una banda correspondiente a la misma banda que se
forma al inhibir la glicosilacion con tunicamicina. Este resultado refuerza la idea de que las bandas

corresponden a distintos grados de glicosilacion de la ECE-1 en la célula, y que la eliminacion de
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estos grupos cambia el patrén electroforético de ECE-1c¢ desde un bandeo multiple a solo una banda

me menor peso molecular.
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Figura 5. La desglicosidacion de ECE-1c modifica su patrén electroforético. Las células fueron
sembradas y 24 h después se trataron el vehiculo o tunicamicina (TM) a las concentraciones
indicadas durante 16 h. Posteriormente se realiz6 una extraccion de proteinas y SDS-PAGE (carriles
1-4). A un grupo de células que no fue tratado, se le realizé una extraccion de proteinas y posterior
tratamiento con la glicosidasa PNGasa-F durante una hora. Posteriormente se realizé un SDS-PAGE
(carriles 5-6).

Dos semanas después de la seleccion de las células transfectadas se evalu6 el efecto de la
sobreexpresion de ECE-1c en las células de cancer de colon. La sobreexpresion de ECE-1c¢ produjo
un aumento en la activacion de FAK, evaluado por su fosforilacion en Tyr 397 mediante western
blot (Figura 6B). De forma similar, los niveles de Akt activa (ie,fosforilada en Ser 473) aumentaron
cuando se sobreexpres6 ECE-1c en comparacion a las células transfectadas con el vector vacio

(Mock).

30



Survina es una proteina ampliamente estudiada por su capacidad de generar resistencia a la
apoptosis en células tumorales y sus niveles son regulados por el eje ET-1, por lo que se decidid
evaluar si los niveles de ECE-1c tienen influencia en los niveles de esta proteina. Como se observa
en la figura 6B, los niveles proteicos de survivina estan elevados en las células que sobreexpresan

ECE-1c.

Akt y FAK son kinasas que regulan, entre otros procesos, la proliferacion celular, una
caracteristica que se encuentra aumentada en la mayoria de los canceres, principalmente en las
variantes mas agresivas, por lo que se evalud el efecto que tiene una alta expresion de ECE-1c en la
viabilidad de las células DLD-1. La sobreexpresion de ECE-1c provocé un aumento en la
proliferacion celular evaluado mediante la técnica de MTS. Como se observa en la figura 7A, el
aumento en la proliferacion en las células que sobreexpresan ECE-1c fue estadisticamente
significativo tras 72 h de cultivo. Lo anterior llevé a pensar que si el aumento en la proliferacion es
debido a la acumulacion de ET-1 en el medio de cultivo, utilizando un nimero mayor de células y
cambiando la técnica, se podria acelerar la acumulacién de ET-1 en el medio y en consecuencia
acelerar también la proliferacion celular. Asi, se evalu6 la proliferacion mediante el conteo vital con
azul tripan utilizando 2 millones de células en el cultivo inicial. Como se observa en la figura 7B, el
resultado en muy similar al obtenido anteriormente mediante MTS, obteniendo que las células que
sobreexpresan ECE-1c tienen una proliferacion aumentada en comparacion al las células control, y
este aumento fue estadisticamente significativo tras 72 h de cultivo. Este resultado sugiere que el

aumento en la proliferacion celular no depende de la acumulacion de ET-1 en el medio de cultivo.
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Figura 6. La sobreexpresion de ECE-1c promueve activacion de FAK y Akt en células de
cancer de colon DLD-1. (A) Mapa del plasmido pLVX-IRESZsGreenl usado para sobreexpresar
ECE-1c en células DLD-1. Abajo se destaca la secuencia de la region multiple de clonamiento. (B)
La activacion de FAK y Akt se evalu6 mediante western blot. Células DLD-1 que expresan
establemente el plasmidos codificante para ECE-1c fueron sembradas en placas de 6 cm y 24 h
después se evaluaron los niveles de proteinas totales y fosforiladas mediante el uso de anticuerpos
especificos para cada proteina. (C) Analisis densitométrico de las bandas mostradas en A. Los
datos representan el promedio + S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos
independientes. Las diferencias estadisticamente significativas son destacadas (*P< 0.05,

**P<0.001).

Junto con un incremento en la proliferacion celular, la sobreexpresion de ECE-1c provoco,
como era de esperarse, un aumento en los niveles de ET-1 en el medio extracelular, evaluado
mediante ELISA tras 48 h de cultivo (Figura 8). Esto confirma que ademas de existir un aumento en

los niveles proteicos de ECE-1, también hay un aumento en su actividad.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decididé evaluar si el aumento en la
proliferacion celular inducido por la sobreexpresion de ECE-1c era dependiente del aumento en la
produccién de ET-1, unién de éste a su receptor ETAR y posterior activacion de la ruta PISK/Akt.
Para esto se utiliz6 BQ-123, un antagonista especifico del receptor ETAR, y LY-294002 como
inhibidor de PI3K. Como se observa en la figura 9, tras 48 h de tratamiento no hubo efectos
significativos en ninguna condicion. El bloqueo de ETAR por 72 h con BQ-123 en las células Mock
mostré una leve disminucion en la viabilidad celular pero no significativa, mientras que la
inhibicién de PI3K con LY-294002 y/o el tratamiento combinado de BQ-123 mostré una baja
estadisticamente significativa en la viabilidad celular. Notablemente, las células que expresaban

altos niveles de ECE-1c no se vieron afectadas por los tratamientos anteriores (figura 7, abajo).
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Figura 7. La sobreexpresion de ECE-1c aumenta la proliferacion celular en células de cancer
de colon DLD-1. (A) Aproximadamente 1x10* células DLD-1 Mock y ECE-1c fueron sembradas
en placas de 96 pocillos y la proliferacién celular fue evaluada en los tiempos indicados mediante la
técnica de MTS. (B) Aproximadamente 2x10° células DLD-1 Mock y ECE-1c fueron sembradas en
placas de 10 cm y su proliferacion fue evaluada en los tiempos indicados mediante tincion vital con
azul tripdn. Los datos representan el promedio + S.E.M de los resultados obtenidos de 3
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas son destacadas (*P<
0.05).
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Figura 8. La sobreexpresion de ECE-1c aumenta los niveles de ET-1 en el medio de cultivo en
células de cancer de colon. Se sembraron aproximadamente 2x10° células en una placa de 10 cm
usando medio sin suero. 48 h después se recolectd el sobrenadante y se filtré usando un filtro de
0.22 um. Posteriormente mediante ELISA se evaluaron los niveles de ET-1 en el medio de cultivo.
Los datos representan el promedio £ S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos

independientes. Las diferencias estadisticamente significativas son destacadas (*P< 0.05).

En conjunto, estos resultados muestran que la sobreexpresion de ECE-1c en células de
cancer de colon promueve la activacién de FAK y Akt. Ademas la proteina es funcional, ya que los
niveles de ET-1 en el medio de cultivo aumentan 4 veces por sobre la condicion Mock.
Adicionalmente, el aumento en los niveles de ECE-1c provocd un aumento en la proliferacion
celular, el cual parece no ser dependiente de los niveles de ET-1, ya que la inhibicion de su receptor
ETAR no revierte este aumento en la proliferacion y solo afectd a las células Mock. Esto indica que
habria un mecanismo independiente de la produccién de ET-1 por el cual ECE-1c aumenta la

proliferacion celular y genera resistencia a la inhibicion de ET AR y PI3K.
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Figura 9. ECE-1c promueve resistencia a la inhibicion de PI3K y/o bloqueo de ETAR. Las
células DLD-1 (Mock y ECE-1c) fueron sembradas en placas de 96 pocillos en medio completo. Al
dia siguiente se trataron con los inhibidores BQ-123 (5 uM) y/o LY-294002 (25 uM), y se evalud
la viabilidad celular a las 72 hrs mediante ensayo de MTS. Los datos representan el promedio +
S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos independientes. Se indican las diferencias
estadisticamente significativas comparadas con la condicién vehiculo Mock (*) o vehiculo ECE-1c

(#; P <0.05).
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2.2 Objetivo 2: Evaluar in vitro el efecto de los niveles de ECE-1c en la tumorigenicidad e
invasividad de células de cancer de colon y su dependencia de ET-1.

Los resultados del OE1 sugieren que la activacion de Akt y FAK por ECE-1c podrian
regular una caracteristica fundamental en las células transformadas, esto es su capacidad de
proliferar en condiciones independientes de anclaje. Ademas, en particular para la isoforma ECE-1c
se ha evaluado in vitro s6lo su capacidad de promover invasion, pero no existe evidencia respecto a
su capacidad de promover el crecimiento en células de cancer de colon. Se ha definido el ensayo de
formacion de colonias en agar blando como un experimento que emula in vitro la formacion
tumoral in vivo, por lo que decidimos evaluar el efecto de un aumento en los niveles de ECE-1c

sobre esta capacidad en células de cancer de colon DLD-1.

Como se observa en la figura 10A, la sobreexpresion de ECE-1c en las células de cancer de
colon aumentd la capacidad de formar colonias en condiciones independientes de anclaje. El area de
las colonias formadas mostr6 un aumento estadisticamente significativo en las células que
sobreexpresan ECE-1c (Figura 10B), no asi el nimero de las colonias que se formaron, el cual fue
similar al comprar ambas condiciones (Figura 10C). Este resultado nos permite relacionar la
activacion de Akt y FAK (ver figura 6B) en células que sobrexpresan ECE-1c con la capacidad de

proliferar en condiciones independientes de anclaje.

37



¥
*

cC 3
c
©
S 3-
k=
i
= 24
18]
(O]
5 —
> 17
c
(=]
S
0o T
MOCK
D
300
[%] —
(0]
5
S 2004
-.. - - o
» » “ » .. —
), & e | 3 1004
Mock . Q- (N ’ =
. . . . =}
o B, z
- ':- - the 0
' . & | MOCK ECE-1c
ECE-1c . . D
adl T . : IX |

Figura 10. La sobreexpresion de ECE-1c promueve crecimiento independiente de anclaje en
agar blando. (A) Se sembraron 2.5x10° células sobre la mezcla de agar en placas de 6 pocillos y
fueron mantenidas en cultivo por 3 semanas, agregando medio de cultivo cada 3 dias. Se muestra
una fotografia representativa de las colonias tefiidas con solucién de cristal violeta 0.05% en la
placa de 6 pocillos. (B) Imagenes representativas de las colonias formadas durante 3 semanas, por
las células que expresan establemente ECE-1c o el vector Mock, obtenidas por microscopia de
contraste de fases (50X). (C) Gréfica que representa la cuantificacion del area total de las colonias
en la placa. (D) Gréfica que muestra el nimero total de colonias por pocillo para cada condicion.
Los datos representan el promedio £ S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos
independientes. Se indican las diferencias estadisticamente significativas comparadas con su control
(*P < 0.05).
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Para corroborar gque la expresion de plasmido seguia estando activa a tiempo final del
experimento (21 dias) se decidio evaluar si las colonias formadas sobre el agar presentaban
expresion de GFP. Para esto se realiz6 un andlisis de las colonias vivas usando epifluorescencia
para detectar la marca de GFP. Como se observa en la figura 11, las colonias mantienen activa la
expresion de GFP tras 21 de cultivo en agar blando, lo que sugiere fuertemente que la expresion de
ECE-1c en estas células a tiempo final también deberia estar aumentada, ya que el vector pLVX

genera la expresion de un mRNA bicistronico.

Creemos que esta alta expresion y actividad de ECE-1c es lo que da cuenta de la diferencia de

tamafio entre las colonias que expresan el vector Mock versus ECE-1c.

Bright field GFP Merge

F
Mock

50X

ECE-1c

Figura 11. Expresién de GFP se mantiene luego de 21 dias de cultivo en agar blando. La
expresion de GFP en las colonias vivas fue evaluada mediante microscopia de epifluorescencia. Se
seleccionaron colonias representativas para cada condicién y se muestran las iméagenes en campo
claro (izquierda), GFP (centro) y la sobreposicion de las imagenes anteriores (derecha) con un

aumento de 50 veces. Se muestra una figura representativa de 3 experimentos independientes.
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Dado que la sobreexpresion de ECE-1c llevo a una mayor activacion de las kinasas Akt y
FAK, surgio el interés por evaluar el efecto de la inhibicion especifica de ambas en el crecimiento
de colonias. Previo a esto se control6 que los inhibidores triciribine (TCN) y el inhibidor FAK14
(FAK14) mostraran el efecto esperado. Para esto se realizO un SDS-PAGE y posterior
inmunodeteccion de las formas fosforiladas y totales de ambas kinasas. Las células DLD-1 fueron
tratadas durante 16 h y posteriormente se evalud la fosforilacion de Akt en serina 473y de FAK en

tirosina 397 mediante anticuerpos especificos.

Como se observa en la figura 12, el tratamiento con TCN disminuyo completamente la
fosforilacién de Akt en serina 473. Asimismo el tratamiento con el inhibidor FAK14 disminuyé la
forma fosforilada de FAK en tirosina 397. Este resultado permitié también comprobar la
especificidad de estos inhibidores, ya que no se observan efectos cruzados entre el efecto de ambos

inhibidores en nuestro modelo de estudio.

Una vez que se comprobd que la sobreexpresion de ECE-1c aumenta la capacidad de las
células de cancer de colon DLD-1 para formar colonias en agar blando y que la expresion del
plasmido se mantiene durante toda la duracién del experimento, se decidié evaluar si este efecto es
dependiente de la sefializacién via ET-1, es decir requiere activacion del receptor ETAR y su
dependencia de la actividad de Akt y FAK. Para esto se realiz6 un tratamiento con el antagonista de
ETAR, BQ-123, y los inhibidores TCN y FAK14 cada 3 dias, y se evalud el nimero y tamafio de las
colonias tras 3 semanas de crecimiento en agar blando. En la figura 13 se puede apreciar que el
blogueo de ETAR con BQ-123 no afecté de manera significativa el tamafio ni el nimero de colonias
formadas, indicando que la mayor produccion de ET-1 no tuvo efecto en esta propiedad celular.
Ademés se observa que la inhibicion de las kinasas Akt con TCN y FAK con FAK14 fue
catastrdfica para el crecimiento de las colonias sobre agar blando, tanto en nimero como en tamafio

de colonias, demostrando que la actividad de ambas kinasas es necesaria para los efectos de ECE-1c

40



sobre el crecimiento de colonias en agar blando. En conjunto estos resultados siguieren que ECE-1c

promueve crecimiento independiente de anclaje a través de un mecanismo independiente de la

activacion de ET AR, y dependiente de Akt y FAK.
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45 kDa

120 kDa |
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Figura 12. Inhibicién de Akt y FAK. Se sembraron aproximadamente 6x10° células en placas de 6

cm, 24 h después las células fueron tratadas con el inhibidor de Akt, triciribine (25 uM) o el
inhibidor de FAK, FAK14 (5 uM) por 16 h. Posteriormente se realizd un SDS-PAGE vy se detecto

mediante anticuerpos especificos las formas totales y fosforiladas de ambas proteinas (N=1).
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Figura 13. La inhibicién de ETAR no afecta el crecimiento de colonias en agar blando. Las
células fueron sembradas como se explicd previamente. Cada 3 dias se agregé medio completo
conteniendo el vehiculo, BQ-123 5uM, TCN 25 uM o FAK14 5 uM, segun se indica en cada caso.
(A) Se muestran imagenes representativas de cada placa con colonias (arriba) o fotografias de las
colonias (abajo). (B) Cuantificacién del area total de las colonias en cada condicion. (C)

Cuantificacién del promedio de colonias en cada pocillo en cada condicién.

Una de las drogas antineoplésicas mas utilizadas en el tratamiento del cancer de colon es el
5-Fluoro Uracilo (5-FU), un antimetabolito que interviene en la formacién de timidina y genera
muerte en células de cancer [89, 90]. Dado que la elevada actividad de Akt esta directamente

relacionada con una alta reistencia a drogas quimioterapéuticas, decidimos probar si la expresion de
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altos niveles de ECE-1c en células de cancer de colon es capaz de generar resistencia al tratamiento
con 5-FU. Como se observa en la figura 14, las colonias formadas por células que sobreexpresan
ECE-1c resisten el tratamiento de 5-FU, mientras que las células control evidencian una
disminucién estadisticamente significativa del area de las colonias formadas tras 3 semanas de

tratamiento. En ambos casos no hubo diferencias en el nUmero total de colonias.
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Figura 14. La sobreexpresion de ECE-1c genera resistencia a la muerte por 5-fluoro uracilo
en células de cancer de colon sembradas sobre agar blando. (A) Imagenes representativas de las
colonias formadas por las células que expresan establemente ECE-1c o el vector Mock y tratadas
con DMSO o 5-fluorouracilo (5 uM) en la placa de 6 pocillos (arriba), u obtenidas por microscopia
de contraste de fases (50X; abajo) (B) Grafico de la cuantificacion del area de las colonias en cada
condicidn. (C) Gréfica que muestra el nimero total de colonias por pocillo para cada condicién. Los
datos representan el promedio + S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos
independientes. Se indican las diferencias estadisticamente significativas comparadas con su control
(*P < 0.05).
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Se estudid el efecto de ECE-1c en la migracion celular, un proceso dindmico que involucra
la activacion de diversas vias de sefializacion que, en conjunto, pueden favorecer el desarrollo de un
fenotipo maligno en células tumorales, promoviendo el desarrollo de metastasis en modelos in vivo
[51]. En primer lugar se evalu6 mediante el ensayo de cierre de herida, en presencia o ausencia de
suero fetal bovino (SFB), la capacidad migratoria de 3 lineas celulares de cancer de colon que
representan distintas etapas en la progresion de esta enfermedad (HT-29 ATCC < DLD-1 < HT29-

US; Figura 15).
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Figura 15. Evaluacién de la capacidad migratoria de 3 lineas celulares de cancer de colon.
Para evaluar la capacidad migratoria de las diferentes lineas celulares, se realizo un ensayo de cierre
de herida sobre una monocapa de células y se comparé su capacidad de cerrar la herida en ausencia
(ns) o presencia de suero (10%) durante 6 horas Los datos representan el promedio + S.E.M de los
resultados obtenidos de 3 experimentos independientes. Se indican las diferencias estadisticamente

significativas comparadas con su control (*P < 0.05).
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Como se observa en la figura 15 las células DLD-1 fueron las que mostraron una mayor
capacidad migratoria basal tras 6 h en comparacién a HT29 US y HT-29 ATCC. Ademas se observa

una alta capacidad de modulacion de las células DLD-1 al estimular su migracion con 10%SFB.

Luego se estudio el efecto de la sefializacion via ET-1 en la migracion celular inducida por
ECE-1c. En primer lugar se evalué cuél es el efecto de la sobreexpresion de ECE-1c sobre la
migracion in vitro mediante transwell, un ensayo que permite medir migracion celular en 3
dimensiones. Como se observa en la figura 16, las células que expresan altos niveles de ECE-1c

migraron mas que las células control, en un tiempo de 8 horas.

ECE-1c
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Figura 16. La sobreexpresion de ECE-1c aumenta la migracion celular in vitro. (A) La
migracion celular fue evaluada mediante ensayo de transwell permitiendo la migracion por 8 horas.
Pasado el tiempo las células fueron tefiidas con cristal violeta 0,5% en metanol. Se muestra un
campo representativo. (B) Se contaron las células de 8 campos del transwell y se grafica el cambio
respecto al control Mock. Los datos representan el promedio + S.E.M de los resultados obtenidos de
3 experimentos independientes. Se indican las diferencias estadisticamente significativas

comparadas con su control (*P < 0.05).
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Para evaluar la dependencia de ET-1 en el proceso de migracion celular, se bloqueé la
sefializacion via ET-1 y el receptor ETAR con el antagonista BQ-123. La figura 17 muestra que el
bloqueo de ETAR en las células DLD-1 no tuvo efecto sobre la migracion celular, lo que sugiere que
la aumentada migracién en células que sobreexpresan ECE-1c no se debe a la mayor sintesis de ET-
1. Por otra parte, la inhibicion de Akt (TCN) o FAK (FAK14) fue suficiente para bloquear el efecto
positivo de ECE-1c sobre la migracion, lo sugiere que ambas kinasas son necesarias para que ECE-

1c pueda incrementar la migracién de células de cancer de colon.

Vehicle FAK 14 BQ-123
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Figura 17. La migracion celular inducida por ECE-1c no depende de la activacion de la via
ET-1. (A) Las células fueron tratadas con el vehiculo (DMSO), FAK14 (5uM), TCN (25 uM) o
BQ-123 (5 uM) segun se indica en la figura durante el proceso de migracion por 8 horas. Se
muestran las iméagenes representativas de las células que lograron migrar en cada condicién. (B) Se
grafica el cambio en la migracion respecto a la condicion Mock sin tratamiento. Los datos
representan el promedio £ S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos independientes. Se

indican las diferencias estadisticamente significativas comparadas con su control (*P < 0.05).

Con la finalidad de evaluar el efecto de ECE-1c y ET-1en la capacidad invasiva de nuestro
modelo celular, decidimos evaluar la activacion de MMP 2 y MMP 9. Ambas proteinas son
importantes en la remodelacion de la matriz extracelular y en el proceso de invasion in vivo. Para
esto se realizé un ensayo de zimografia, que permite evaluar la actividad enzimatica en gel, usando
un sustrato copolimerizado con el gel de poliacrilamida. En este caso se usé gelatina, para evaluar la

actividad de MMP2 y MMP9.
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Figura 18. La sobreexpresion de ECE-1c aumenta la actividad gelatinasa de MMP 2y MMP 9
en células de cancer de colon. (A) 2x10° células fueron sembradas en placas de 10 cms y 48 horas
después el sobrenadante de las células fue filtrado y concentrado. Las muestras se corrieron en un
gel de poliacrilamida copolimerizado con gelatina para evaluar la actividad gelatinasa. Las zonas
claras muestran la degradacion del sustrato en el gel. (B) Cuantificacion densitométrica de las
bandas mostradas en (A). Los datos representan el promedio + S.E.M de los resultados obtenidos de

3 experimentos independientes. Se indican las diferencias estadisticamente significativas

comparadas con su control (*P < 0.05).
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La figura 18 muestra por medio de un ensayo de zimografia que la sobreexpresion de ECE-
1c aumenta la actividad de MMP 9 en las células que sobreexpresan ECE-1c en comparacion al
control Mock. La actividad de MMP 2 mostrd también un aumento, sin embargo, es menor y no

estadisticamente significativo.

Para determinar si este aumento en la actividad de las MMPs 2 y 9 es dependiente de los
niveles de ET-1, se decidio tratar las células con un inhibidor de la actividad catalitica de ECE-1
(SM-19712) y el antagonista de ETAR, BQ-123, y posteriormente se realizd6 un ensayo de
zimografia para determinar la actividad gelatinasa de estas enzimas. Como se puede observar en la
figura 19 el bloqueo de ETAR por BQ-123 no mostrd un efecto significativo sobre la actividad de
las MMPs evaluadas, sin embargo, la inhibicion de la actividad catalitica de ECE-1c por SM-19712
disminuyo la actividad de las MMPs de manera significativa en las células que sobreexpresan ECE-
1c, lo que muestra una relacion entre la activacion de las MMPs y la actividad de ECE-1c en células

de cancer de colon.

En conjunto estos resultados sugieren que el incremento en la actividad enzimatica de
MMP2 y 9 al sobreexpresar la ECE-1c, depende de su actividad catalitica, pero no de la

sefializacién via ET AR, en otras palabras no depende de la sintesis de ET-1 en el sistema.
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Figura 19. ECE-1c promueve activacion de MMP 9 de manera dependiente de su actividad
catalitica y no de la activacion de ETaR. Las células fueron sembradas como se explica
previamente y 24 h después fueron tratadas con DMSO, BQ-123 (5uM) o SM-19712 (100nM)
segun se indica en la figura durante 24 h. A tiempo final el sobrenadante fue filtrado y concentrado,
y posteriormente se realizd un ensayo de zimografia corriendo las muestras en un gel de
poliacrilamida copolimerizado con gelatina. (B) Cuantificacion densitométrica de las bandas
mostradas en (A). Los datos representan el promedio + S.E.M de los resultados obtenidos de 3
experimentos independientes. Simbologia: * significancia estadistica respecto a la condicion Mock

vehiculo y # respecto a ECE-1c vehiculo (P< 0.05).
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Una vez comprobado el aumento en la actividad de MMP9 por la sobreexpresiéon de ECE-
1cen las células DLD-1, se estudi6 su efecto en invasividad in vitro en matrigel. Como se observa
en la figura 20A, y consecuentemente con el aumento en la actividad de MMP9, la sobreexpresién
de ECE-1c incrementd la capacidad invasiva en las células DLD-1 en comparacién a la condicion
control. Ademas, de manera muy similar a lo que ocurri6 con la migracion (figural8), la inhibicion

del receptor ETAR con BQ-123 no tuvo efecto sobre la invasion de las células en el matrigel.
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Figura 20. La sobreexpresion de ECE-1c aumenta la invasion in vitro en células de cancer de
colon. (A) 5x10° células fueron sembradas en la camara de matrigel y se realizaron los tratamientos
segun indica la figura por 18 h. Una vez finalizado el tiempo las células fueron fijadas y tefiidas con
DAPI. Posteriormente se montaron en un porta objeto y se tomaron las imagenes mediante
microscopia de epifluorescencia. Se muestra un campo representativo de cada condicion. (B) Se
contaron las células que atravesaron el matrigel y se grafica el cambio respecto al control. Los datos
representan el promedio £ S.E.M de los resultados obtenidos de 3 experimentos independientes. Se

indican las diferencias estadisticamente significativas comparadas con su control (*P < 0.05).

Similarmente a hallazgos anteriores, la actividad de las kinasas Akt y FAK fue necesaria
para la invasion celular en este modelo, ya que la inhibicion de estas proteinas resulté en una gran

disminucién de la capacidad de las células para invadir matrigel tras 18 h de tratamiento.

En conjunto estos resultados muestran que la elevada expresion de ECE-1c promueve una
mayor capacidad de migracion, crecimiento independiente de anclaje e invasion, todas estas
caracteristicas de malignidad tumoral. Interesantemente el mecanismo por el cual ECE-1c
promueve este fenotipo parece no depender de la produccion de ET-1, ya que el blogueo del

receptor ET AR, principal responsable de esta via de sefializacion no disminuye el efecto de la alta
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expresion de ECE-1c. Por otra parte la actividad de las kinasas Akt y FAK es fundamental para que
se observe este fendmeno, sugiriendo que la sefializacién de ECE-1c se encuentra rio arriba de estas

proteinas.

2.3 Objetivo 3: Evaluar el efecto de ECE-1c en la formacion de tumores y metastasis de
células de cancer de colon en un modelo in vivo.

Como una validacion de nuestros resultados in vitro, se decidid realizar un ensayo de
formacidn de tumores in vivo usando la cepa de ratones inmunodeficientes NOD/SCID. En la figura
21A se grafican las mediciones realizadas durante el tiempo que dur6 el experimento, para cada
grupo Mock y ECE-1c. El grupo inoculado con células que sobreexpresan ECE-1c mostré un
tamafio promedio mayor al grupo control, siendo estadisticamente significativa la diferencia en el
altimo punto de la curva. La figura 21B muestra los tamafios finales de los tumores previo a la
extraccion. Se observa que el grupo de tumores de células que sobreexpresa ECE-1c es
significativamente mas grande que el grupo control. Finalizado el tiempo del experimento, los
animales fueron sacrificados de acuerdo a las normas de bioética y bioseguridad vigentes, y los

tumores fueron fotografiados (Figura 22C).

Posteriormente, realizamos un ensayo de western blot a partir de un extracto de proteinas de
los tumores con la finalidad de evaluar los niveles de ECE-1una vez finalizado el experimento y
habiendo pasado cerca de 100 dias desde la inoculacion de las células. La figura 21C muestra que
los niveles de ECE-1 en las células que sobreexpresan ECE-1c se mantiene alto en todos los

tumores, comprobando asi que la expresion del plasmido es sostenida en el tiempo.

Finalmente, se realizd6 una tincién hamatoxilina-eosina del tejido para un andlisis
histol6gico de los tumores. La figura 21D muestra imagenes representativas de cortes histol6gicos

del tumor visto por microscopia 6ptica. En ambos casos se observa una estructura desorganizada,
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con focos necréticos hacia el interior del tumor, no habiendo mayores diferencias a nivel

histolégico.

La mayor diferencia entre los tumores fue el tamafio de los mismos al finalizar el experimento,
concordando con los resultados anteriores que evidencian un efecto positivo de ECE-1c a través de

un mecanismo dependiente de las actividades de Akt y FAK.
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Figura 21. Efecto de la sobrexpresion de ECE-1c sobre el crecimiento tumoral in vivo en
ratones NOD/SCID. Se inocularon 2 millones de células que sobrexpresan ECE-1c o células con el
vector Mock, de manera subcutanea en ratones NOD/SCID hembra de 6-8 semanas de edad. (A) El
crecimiento tumoral fue registrado periddicamente midiendo el didmetro de los tumores y las
mediciones se registran en el grafico. (B) Se grafican los tamafios de los tumores a tiempo final del
experimento. (C) Pasadas 4 semanas desde la primera medicion los ratones fueron sacrificados y se
recuperaron los tumores completos para su medicion final y anélisis molecular. Se muestra una foto
de cada tumor luego de su extraccion. (D) Se realiz6 una extraccion de proteinas totales a partir de
los tumores y posteriormente un SDS-PAGE para evaluar los niveles de ECE-1 y actina. (E) Luego
de su extraccion parte de los tumores fueron fijados con PFA y montados en tacos de parafina para
la obtencion de cortes histoldgicos. Utilizando tincion de hematoxilina-eosina se visualizaron cortes
seriados de cada tumor para un andlisis histoldgico (40X izquierda, 200X centro, 400X derecha).
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3. DISCUSION

La ECE-1c ha sido involucrada en la adquisicion de un fenotipo invasivo en células de
cancer de prostata, ya que su sobreexpresion aumenta la capacidad invasiva en experimentos in
vitro. Sin embargo, solo se habia probado en una linea celular (PC-3) y hasta la fecha no existia
informacién sobre su rol en otras caracteristicas tumorales, ni su efecto especificamente en la
progresion del cancer de colon. Con respecto al mecanismo por el cual ECE-1c promueve invasion
en células de cancer de prostata existe controversia, ya que la capacidad invasiva de células cuya
expresion de ECE-1c fue silenciada (ie, KD-ECE-1c) no se restituyd a niveles normales al adicionar
ET-1 de manera exdgena, sino que se mantuvo bajo el nivel control, lo que sugirié que ECE-1c

tendria un posible rol en la invasion independiente de la produccién de ET-1 [81, 82].

Se sabe entonces que ECE-1c promueve invasion y otras caracteristicas tumorales malignas
como una aumentada capacidad proliferativa e invasiva en algunos tipos de cancer, sin embargo, en
cancer de colon no existia evidencia sobre su capacidad para desarrollar un fenotipo maligno, ni
tampoco habia consenso respecto de si sus efectos en células tumorales dependian directa y

exclusivamente de su capacidad para sintetizar ET-1.

En esta tesis se evallo si la aumentada expresion de ECE-1c lleva a la activacion de Akt y
FAK, ya que estas proteinas juegan un rol fundamental en procesos de proliferacién celular,
resistencia a la apoptosis y migracion e invasién celular. Incluso se ha desarrollado y probado en la
clinica, con relativo éxito, farmacos que inhiben directamente su actividad [61, 91-93].
Interesantemente, la sobreexpresion de ECE-1c aumento la activacion de ambas kinasas en células
de cancer de colon. Esto se puede explicar porque ET-1 puede llevar a la activacion de Akt y FAK
por un mecanismo que involucra el receptor ETAR y posterior sefializacion via proteina Gq, lo que
lleva a la activacion de ambas kinasas [44, 49]. No obstante, nuestros resultados usando el

antagonista del receptor ETAR sugieren que ECE-1c también promueve viabilidad, migracion,
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invasion y crecimiento independiente de anclaje por un mecanismo independiente de la activacion

del receptor (Figuras 9, 17, 19y 20).

Nuestros resultados mostraron que la sobreexpresion de ECE-1c es capaz de promover el
crecimiento independiente de anclaje en agar blando, incluso en células tratadas con la droga
antineoplésica 5-FU, un farmaco utilizado actualmente para el tratamiento del cancer de colon que
induce apoptosis en células tumorales [89]. Se ha vinculado la activacion de la via Akt a la
resistencia a la muerte celular por mecanismos gque suprimen la activacion de las caspasas, una de
sus funciones més estudiadas en diversos tipos de cancer, a través de la fosforilacion e inactivacion
diversas proteinas relacionadas con la apoptosis. Asimismo, FAK es capaz de generar resistencia a
la muerte, ya que en condiciones de adhesién a una matriz, la uniéon de las integrinas en la
membrana celular a proteinas de la MEC es capaz de activar vias de sobrevida como la via de las
MAPK, sin embargo, en ausencia de estas moléculas de adhesion las integrinas se encuentran en su

estado inactivo y las células entran en apoptosis [57, 58].

Nuestros datos sugieren que la activacion de Akt y FAK por la sobreexpresion de ECE-1c,
promueve resistencia a la muerte y favorece proliferacion celular. Incluso se ha relacionado altos
niveles de survivina con una mayor resistencia a la muerte, lo que podria explicar por una parte el

mayor crecimiento en agar blando, asi como también la resistencia a 5-FU (Figura 14).

Datos no publicados de nuestro laboratorio han mostrado que la sobreexpresion una mutante “super
estable” de ECE-1c en células DLD-1 aumenta la expresion de genes relacionados con la
adquisicion de un fenotipo de célula troncal tumoral, como lo son NANOG, LGR5, CD133 y c-
MYC. Estos hallazgos nos ayudan a entender en parte la resistencia de las células que
sobreexpresan ECE-1c al tratamiento con 5-FU, ya que una de las caracteristicas de las células
troncales tumorales es una alta resistencia a drogas favorecida por una elevada expresion de los

transportadores de tipo ABC [94].
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Hasta la fecha no existen datos de la localizacion de la ECE-1c en células de cancer de
colon o de ningun otro tipo de cancer humano. Es por esto que decidimos estudiar cual es la
localizacion de esta proteina en las células de cancer de colon DLD-1. Debido a que no existen
anticuerpos que permitan identificar especificamente cada isoforma de ECE-1, se decidié realizar
una proteina de fusién con GFP para poder reconocer especificamente esta isoforma. Datos previos
de la literatura mostraron en células epiteliales que el uso de la ECE-1c completa fusionada a GFP,
tanto en su N-terminal (GFP-ECE-1c) como en C-terminal (ECE-1c-GFP) afecta la actividad
catalitica de la misma. Adicionalmente los autores demostraron que la construccion GFP-ECE-1c
no se localiza en la membrana plasmatica, que es su principal ubicacién en células epiteliales [95].
En base a estos antecedentes se desarrolld una proteina de fusién denominada NT-ECE-1c-GFP que
reemplaza el dominio catalitico C-terminal de ECE-1c por GFP, de esta forma se mantuvo la region
N-terminal que es la que determina su localizacién sub-celular [71, 75] y por otra parte se genero
una proteina de tamafio similar a la proteina completa, la cual es posible detectar de manera

especifica mediante el uso de un anticuerpo anti-GFP.

Sorprendentemente, al expresar esta construccion se observo un efecto nocivo en las
células, lo que se evidencié en una disminucion en la viabilidad y capacidad migratoria, y a nivel
molecular una disminucion en los niveles proteicos de survivina y las formas activas de Akt y FAK
(Figura 24 Anexos). Interesantemente, este efecto mostro ser dependiente de la dosis de plasmido
transfectado. Por esta razon decidimos transfectar s6lo una pequefia cantidad de plasmido para los
experimentos de localizacion sub-celular (ie, 5ug) lo que resultd ser una dosis no letal para las
celulas. Asi, encontramos que la localizacién de NT-ECE-1c-GFP fue similar a la de la ECE-1
endogena y ECE-1c expresada en células epiteliales tumorales de raton [74, 96]. Ademas,
similarmente a lo que ocurre con la proteina enddégena, la activacion de PKC con el éster de forbol
4B-TPA, promovié una localizacion cercana a la membrana plasmatica, lo cual fue corroborado por

microscopia confocal (Figura 25 Anexos). Faltan experimentos para demostrar si la localizacion de
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la construccion NT-ECE-1c-GFP es especificamente en la membrana plasmatica o en las cercanias
a esta. Para poder saber esto es necesario hacer una co-localizacion de la marca del GFP con algun
marcador de membrana como Caveolina-1, Na'/K* ATPasa, E-caderina, o mediante el uso de
Faloidina para marcar los microfilamentos de actina ubicados en el borde de la célula.
Consideramos realizar este tipo de ensayos en el futuro para determinar con mas certeza la

localizacién de esta construccion.

Otro antecedente que valida el uso de la construccion NT-ECE-1c-GFP, es que nuestro
grupo demostr6 que la estabilidad de esta construccion y la de ECE-1c tenian un comportamiento
similar al modular la actividad de la kinasa CK2, una proteina de expresion ubicua implicada en

multiples procesos celulares, y que es capaz de fosforilar la region N-terminal de ECE-1c [21].

Una posible explicacion para este efecto nocivo en las células al expresar la construccion
NT-ECE-1c-GFP es que al ser esta una proteina de transmembrana voluminosa y de sintesis en el
RE, su sobreexpresién genera una sobrecarga en la maquinaria de sintesis proteica y en la via
secretora. Esto al ser sostenido en el tiempo, genera un estrés en la célula lo que lleva a la muerte.
Esta hipotesis también fue sugerida por los autores de la investigacién previamente mencionada,

guienes vieron una alta marcacion en el RE al expresar la construccion ECE-1c-GFP [95].

También es posible que esta construccion actue como un “dominante negativo” sobre la proteina
enddgena lo que podria afectar su dimerizacion y/o posicionamiento en la membrana plasmatica,
alterando la sefializacién de la via ET-1. Creemos que es necesario utilizar un “tag” o marca de
menor tamafio que GFP, por ejemplo flag, His o HA, con la finalidad de estudiar el rol de la
secuencia N-terminal de ECE-1c y asi eliminar el posible efecto del GFP en la via secretora de

proteinas.

Hasta la fecha no existen datos publicados que relacionen a ECE-1c con las MMP 2 6 9 en

cancer. Si bien, es posible que la sobreexpresion de ECE-1c y el consecuente aumento de ET-1 a
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través de su receptor ETAR promuevan la activacién de estas MMPs, esta hipotesis no ha sido
explorada experimentalmente. Nuestros resultados sugieren que existe participacion de ET-1 en la
mayor activacién de las MMPs, ya que la inhibicion de ETAR mostré una leve disminucion en la
actividad de estas (Figura 19). Sin embargo, la mayor disminucién de esta capacidad se vio tras la
inhibicion de la actividad catalitica de ECE-1c mediante el uso de SM-19712. Esto nos hace pensar
en una regulacion mas directa de ECE-1c sobre MMP 2 y 9, lo que podria ser a través de una
interaccion con otras MMPs como 1 y 14 que se activan rio arriba de MMP 2 y 9 y son requeridas
para su completa activacion [67, 97]. Un estudio in silico realizado en nuestro laboratorio no reveld
interacciones proteina-proteina entre ECE-1c y las MMP 1 6 14 (datos no mostrados), lo que no

descarta que esta posibilidad suceda in vivo.

Otra alternativa, que requiere ser probada, es que ECE-1c, por medio de su dominio
catalitico extracelular, sea capaz de degradar los componentes de la MEC y de esta forma favorecer
directamente la invasion. Los primeros estudios sobre la especificidad de sustrato de la ECE-1
determinaron que esta enzima era altamente especifica para Big-ET-1 con una Km de 2,0 uM y que
tenia una minima actividad por sustratos mas pequefios que hexapéptidos. Actualmente se sabe que
ECE-1 es capaz de proteolizar otros sustratos ademas de Big-ET-1, como por ejemplo bradikinina
(Km 340 puM), sustancia P (Km 90 uM) y neurotensina (Km 78 uM) [98]. Incluso se ha visto que
ECE-1 es capaz de hidrolizar el péptido B-amiloide APi40 APi42, dandole un nuevo rol a esta
enzima en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas [99]. Sin embargo, no existe
evidencia experimental de que ECE-1 pueda proteolizar directamente componentes de la MEC
como fibronectina o coldgeno. Con respecto a esto, nuestro estudio in silico tampoco reportd

componentes de la MEC como posibles sustratos para esta enzima (datos ho mostrados).

Finalmente, los resultados de tumorigénesis in vivo en ratones NOD/SCID muestran por
primera vez que ECE-1c es capaz de promover el crecimiento tumoral en un modelo animal,

validando nuestros hallazgos in vitro. Ain queda por establecer si ECE-1c es capaz de promover la
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metastasis utilizando una inyeccién de células tumorales en la vena de la cola en el mismo modelo

animal.

No obstante, la participacion de un mecanismo independiente de ET-1 no pudo ser
demostrada en este tipo de ensayo y la evidencia a su favor proviene de los experimentos realizados
in vitro en esta tesis. A este respecto un ensayo piloto realizado in vivo inoculando células que
expresan un sh-RNA contra ET-1 no mostré diferencias estadisticamente significativas al comparar
estas células con la condicion control, por lo que aln no es posible concluir si un mecanismo

independiente de ET-1 es capaz de promover crecimiento tumoral in vivo.

Como modelo de nuestros resultados planteamos que el eje ET-1 a través de ECE-1c es
capaz de sintetizar el péptido ET-1 el cual a través de su receptor ET AR promueve la activacion de
las kinasas AKt y FAK, en lo que denominamos mecanismo canénico de ECE-1c. Sin embargo en
condiciones de una alta expresion de la ECE-1c, la activacién del receptor ETAR no es necesaria
para la activacion de las kinasas y la promocidn de caracteristicas tumorales malignas como lo son

alta proliferacion, migracion, invasion y crecimiento independiente de anclaje (figura 22).
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Figura 22. Esquema del mecanismo propuesto para el rol de ECE-1c en tumorigénesis. Ece-1c

es capaz de sintetizar ET-1 y posteriormente gatillar la activacion de ETAR y su cascada de

sefializacion rio abajo. En condiciones de una alta expresion de ECE-1c la activacion de las kinasas

no requiere de la activacion del receptor y se promueve un fenotipo altamente maligno con una

mayor capacidad migratoria, invasiva y que es capaz de crecer en condiciones independientes de

anclaje. Incluso en experimentos in vivo mostré una alta capacidad de promover crecimiento

tumoral.

63



4. ANEXOS

Como se menciond anteriormente, existen antecedentes de un mecanismo no candnico por
el cual NEP, proteina que comparte un 40% de homologia de secuencia con ECE-1 y que se encarga
de degradar a ET-1, es capaz de regular la actividad de la via PI3K/Akt. Se describié que la region
N-terminal de NEP es capaz de interactuar directamente con PTEN y promover su degradacion, de
esta manera se favorece la acumulacion de PIP; en la membrana y una mayor actividad de la via
PI3K/Akt [83]. En base a estos antecedentes se decidio probar el efecto que tendria la
sobreexpresion de la regién N-terminal de ECE-1c sobre la activacién de la via PI3K/Akt en células
de céancer de colon DLD-1. Para esto, se clond la secuencia correspondiente a los primeros 300
nucleotidos de ECE-1c que codifican la region intracelular N-terminal y de transmembrana, en un
vector que permite la expresién de una proteina de fusion en donde la region catalitica C-terminal
de ECE-1c es reemplazada por la secuencia de GFP, formando la proteina NT-ECE-1c-GFP (Figura

23 Anexos).
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Figura 23 Anexo. Esquema del subclonamiento de la region N-terminal de ECE-1c en el
vector pEGFP-NL1. Los primeros 300 nucleétidos de la secuencia de ECE-1c fueron subclonados
en el vector pEGFP-NT usando las enzimas de restriccién EcoRI y BamHI. Esto permitié generar la
proteina de fusion NT-ECE-1c-GFP. Se muestran las secuencias de nuclettidos (arriba) y la

secuencia de aminoacidos (abajo) de la proteina ECE-1c.

Posteriormente, se expreso esta construccion mediante transfeccion transitoria en células de
cancer de colon DLD-1 y se evalué el efecto sobre la activacion de Akt y FAK. Como se observa en
Figura 24A la sobreexpresion de NT-ECE-1c-GFP provoc6 una sorprendente disminucion de las
formas activas de Akt y FAK evaluadas mediante western blot. Adicionalmente, esta disminucién

en la actividad de las kinasas Akt y FAK se correlaciond con una fuerte disminucion de la proteina
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antiapoptotica survivina (Figura 24 Anexos) y una consiguiente disminucion en la viabilidad celular
evaluada a las 24 y 48 h post transfeccion (Figura 24B Anexos). También se evidencié que la
sobreexpresidn de esta construccion disminuy6 la capacidad migratoria de las células de cancer de

colon, evaluada mediante un ensayo de transwell (Figura 24C Anexos).

Como hasta la fecha no existen antecedentes sobre la localizacion subcelular de ECE-1c en
células de cancer de colon, se decidi6 utilizar esta construccion NT-ECE-1c-GFP y evaluar cual es
su localizacion en las células de céncer de colon DLD-1. Teniendo en consideracion el efecto
nocivo de la proteina de fusion sobre la viabilidad celular, se transfecté una minima cantidad de
plasmido (0,5 pg) y se evalud su localizacion mediante microscopia confocal tras 24 h post
transfeccion. En Figura 25 Anexos se esquematiza la organizacion de la proteina nativa en la
membrana plasmatica en donde la proteina se organiza con su region catalitica C-terminal hacia el
espacio extracelular, mientras que en vesiculas esta region queda hacia el interior de la misma,
permitiendo que al fusionarse con la membrana plasmatica la region catalitica se proyecte hacia el

exterior de la célula.

Como se observa en Figuras 24B y 24C Anexos, la localizacion de la construccion NT-
ECE-1c-GFP fue principalmente perinuclear y citoplasmatica, con un patrén vesiculado, muy

similar a lo descrito para la proteina ECE-1c enddgena en células epiteliales [71, 79].

Una vez corroborado que la construccion NT-ECE-1c-GFP posee la misma localizacién
subcelular que la proteina enddgena, decidimos evaluar si esta construccion es capaz de responder y

cambiar su localizacion tal como lo hace la proteina completa.

Estd descrito que la fosforilacion de ECE-1 por PKC es capaz de generar un cambio en la
localizacion, promoviendo que la proteina se destine hacia la membrana plasmatica, lo que ademas

genera una mayor secrecion de ET-1 al medio extracelular [78, 96].
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Figura 24 Anexo. Efectos de la expresion de NT-ECE-1c-GFP en células de cancer de colon
DLD-1 (A) Células DLD-1 fueron transfectadas de manera transitoria con el plasmido pEGFP-N1
codificante para GFP o la construccion NT-ECE-1c-GFP, y 24 h después se evalu6 la activacion de
Akt y FAK, y los niveles de survivina mediante western blot. (B) Aproximadamente 6x10° células
DLD-1 fueron sembradas en placas de 6 cm y 24 h después fueron transfectadas con el plasmido
que codifica para la construccion NT-ECE-1c-GFP o el control GFP usando 2pg de plasmido. 24 h
después la proliferacion celular fue evaluada en los tiempos indicados mediante la técnica de MTS.
(C) Utilizando las mismas condiciones que en B se evalu6 la migracion celular mediante ensayo de
transwell 24 h post transfeccion, permitiendo la migracion por 8 horas. Pasado el tiempo las células
fueron tefiidas con cristal violeta 0,5% en metanol. Se contaron 8 campos del transwell y se grafica
el cambio respecto al control Mock (GFP). (D) Se muestra un campo representativo para cada

condicion.
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Se evalud entonces la localizacion de la construccion NT-ECE-1c-GFP en las células de
cancer de colon luego de estimular la activacion de PKC usando el éster de forbol 4B-TPA. Como
se observa en la Figura 24D Anexos, el tratamiento con 4B-TPA genera un cambio en la
localizacion de NT-ECE-1c-GFP, promoviendo una localizacion cercana a la membrana plasmatica
en comparacion al control sin tratar. Esto se observé méas claramente en los insertos en donde se
pudo evidenciar una acumulacion de la marca de GFP en la zona inmediatamente adyacente a la
membrana plasmética. Utilizando el software Image J se cuantificd la marca de GFP en las células
trazando una linea desde el nucleo hasta el limite de la célula. El andlisis se muestra en Figura 25E
Anexos, el cual sugiere que existe una mayor marcacion de NT-ECE-1c en la zona cercana a la
membrana plasmatica en las células estimuladas con 4B-TPA, mientras que las células no estimadas
presentar una marcacion preferentemente en las zonas cercanas al nucleo. Interesantemente, esta
marca generalmente se encontr6 solo a un costado del nucleo y en una distribucion vesiculada, lo

que sugiere que esta marca se concentr6 en el RE y vias de destinacion de proteinas a membranas.

ECE-1c full length NT-ECE-1c-GFP

KR o SR T SIS TR
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Figura 25 Anexo. Caracterizacion de la construccion NT-ECE-1c-GFP en células de cancer de
colon. (A) Dibujo esquematico de la organizacion de ECE-1c y la construccion NT-ECE-1c-GFP al
ser expresado en células. Se muestra la localizacion esperada en la membrana plasmatica (arriba) y
en vesiculas celulares (abajo). (B) Células DLD-1 fueron transfectadas con el plasmido codificante
para GFP o para la construccion NT-ECE-1c-GFP, posteriormente las células se fijaron y se evalu6
la localizacion de ambas proteinas a las 24 h utilizando microscopia confocal. (C) La misma
configuracion mostrada en (C), pero viendo una sola célula y a mayor aumento. (D) Células DLD-1
transfectadas con el plasmido codificante para NT-ECE-1c-GFP fueron tratadas con el éster de
forbol 4 B-TPA por 15 min. Pasado el tiempo, las células fueron fijadas y la localizacion de la
construccion NT-ECE-1c-GFP fue evaluada mediante microscopia confocal. (E) Analisis
densitométrico de la intensidad de fluorescencia de GFP en las células en (D). Usando el software
Image J se cuantifico la intensidad de marca del GFP a lo largo de la célula, desde el nucleo hasta el
limite exterior de la membrana plasmatica. La figura representa un promedio de 20 células de 2

experimentos independientes.
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Si bien la localizacion subcelular de la construccion NT-ECE-1c-GFP responde de manera
similar a la proteina enddgena, de acuerdo a datos de la literatura, y resultados de nuestro
laboratorio confirman que su estabilidad también responde de manera similar a la proteina endégena
[21], es posible gque el efecto negativo de NT-ECE-1c-GFP sobre los diversos parametros celulares
estudiados como activacion de FAK y Akt, proliferacion y migracion celular no dependen de la
regién N-terminal de ECE-1c, sino de un efecto artefactual de la excesiva expresion de GFP y su
localizacion en la membrana plasmatica, lo cual podria tener efectos negativos sobre algunas vias de

sefializacion relacionadas con proliferacién celular.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo celular y transfecciones

Para el desarrollo de esta tesis se utilizard&n como modelo la linea celular humana DLD-1. Estas
células son derivadas de adenocarcinoma de colon y presentan un grado C de acuerdo a la
clasificacién de Duke (http://www.atcc.org/). Son células adherentes, con mediana capacidad
migratoria y formacién de tumores, lo que permite el desarrollo de experimentos que aborden esta
capacidad en las células. Adicionalmente se utilizaran en casos especificos las lineas HT-29US y
HT-29ATCC que representan respectivamente una etapa mas avanzada, y una mas temprana en el
desarrollo tumoral, y la linea humana embrionaria HEK-293T para los experimentos de

empaquetamiento de particulas virales.

Las linea celular DLD-1 fue mantenida en medio RPMI 1640, y las lineas HT29 US, HT-29 ATCC
y HEK-293T en medio DMEM-HG suplementado al 10% con suero fetal de bovino (SFB, HyClone
Laboratories Inc) en presencia de los antibidticos penicilina (100Ul/mL) y estreptomicina (100
ug/mL). Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en atmdsfera himeda y una presién parcial de CO2
de 5%. Para las transfecciones se utilizd Lipofectamina 2000 (Life Technologies) de acuerdo a las

especificaciones del fabricante. Los plasmidos usados fueron pLVX.Mock y pLVX.ECE-1c.

5.2 SDS-PAGE e Inmunoblot

Extractos proteicos fueron obtenidos a partir de los cultivos celulares. Se comenz6 por retirar el
medio de cultivo y las células fueron lavadas con PBS (NaCl 0.14 M, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10
mM, KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) en frio y luego extraidas con 600 ul de PBS conteniendo
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Benzamidina 10 pg/mL, Antipaina 2 ug/mL, Leupeptina 1
pug/mL, PMSF 1 mM, Na3VO4 1 mM y Caliculina A 50 pg/mL). Se centrifug6 por 4 min a 2300 x
g a 4°C, y se elimino el sobrenadante. Las células fueron lisadas mediante sonicacién en tampon de

sonicado (Hepes 0.2 mM pH 7.4 SDS 0.1%, Benzamidina 10 pg/mL, Antipaina 2 pg/mL,
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Leupeptina 1 pg/mL, PMSF 1 mM y Na3vVO4 1 mM, NaF 50mM). Posteriormente, se midio la
concentracién de proteinas mediante el método del acido bicinconinico (BCA). Luego se tomé 50
ug de proteinas se denaturaron a 95°C por 5 min en tampon Laemmli (Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8,
SDS 2%, glicerol 10%, DTT 100 mM y azul de bromofenol 0.01%). Las muestras se separaron por
electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida en tampon de corrida (Tris 25 mM pH 8.3,
Glicina 0.23 M y SDS 0.1%). Después de la separacion electroforética, las proteinas se
electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa en tampén de transferencia (Tris 25 mM, pH
8.3, Glicina 0.23 M y Metanol 20%) a 100 V por 75 min. La membrana fue tefiida con una solucion
de Rojo Ponceau (Ponceau 0.3% en acido acético 0.5%) para verificar la correcta transferencia de
las proteinas. Luego, todas las membranas se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente con leche
descremada (Svelty, Nestlé) al 5% en PBS, con excepcion de aquellas en las que se analizaron
proteinas fosforiladas que se bloquearon en BSA 5% en PBS-T (Tris 20.7 mM, pH 8.4, NaCl 72.3
mM y Tween 20 0.1%). Las membranas se incubaron toda la noche con anticuerpo anti B-actina
(Santa Cruz), anti ECE-1 (Abcam), anti Akt y p-Akt (Cell Signaling), anti FAK y p-FAK (Santa
Cruz) y anti Survivina (R&D systems) en agitacion a 4°C. Se lavd 3 veces con PBS-T por 5 min 'y
se incubd en agitacion con anticuerpo secundario anti-lgG de ratdn, conejo o cabra acoplado a
HRPO (1:3500) en PBS-T durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavd 3 veces con
PBS-T. La deteccion se realiz6 mediante el sistema EZ-ECL incubando por 5 min con el reactivo
quimioluminiscente EZ-ECL (Biological Indutries) y reveladas utilizando los film CL-XposureTM

Film (Thermo Scientific, Rockford).

5.3 Ensayo de viabilidad MTS

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10% células por pocillo.
Después de 24h las células fueron tratadas con ET-1, SM-19712, BQ-123, LY-294002 o vehiculo,
a las concentraciones indicadas e incubadas por 24-72 h. La viabilidad fue medida utilizando el kit

CellTitter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), segun las
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indicaciones del proveedor. Se agregaron 20uL del reactivo MTS® en cada pocillo y las células se
incubaron durante 3h. Luego se midié la absorbancia del producto (sal de formazan)
espectrofotométricamente a 490 nm. La absorbancia es proporcional al nimero de células vivas en

cada pocillo.

5.4 Ensayo de viabilidad por tincion vital con azul tripan

2x10° células se sembraron en placa de 10 cm en medio completo. Pasado el tiempo de estudio las
células se lavaron dos veces con pbs, luego se tripsinizaron y tifieron por 1 minuto usando azul
tripan. Posteriormente las células fueron contabilizadas usando el equipo LUNA automated cell

counter de Logos Biosystems.

5.5 Ensayo de Migracion por transwell

Se sembr6 3.5 x 10* células en el transwell de 6.5 mm de didmetro que poseen una membrana de
policarbonato con poros de 8 pum, previamente cubiertos por el lado exterior con 100 pl de
fibronectina (2 pg/ml) por 16 h a 4°C. Se dejo migrar las células en ausencia de suero por 8 h en la
estufa de cultivo, tiempo después del cual, las células se fijaron y tifieron con una solucion de cristal
violeta (cristal violeta 0.1 % en metanol 20 %) diluida 1:5 en NaCl 0.15M durante 1 h. Luego, los
transwell se lavaron 3 veces con agua destilada y se eliminaron las células que no migraron (células
gue se encuentran en la parte interior del transwell). Para el analisis de los resultados, se contaron
solo las células que migraron y lograron atravesar la membrana porosa. Se contaron 10 campos por

cada transwell.

5.6 Ensayo de cierre de herida

Se sembraron 1x10° células en placa de 24 pocillos en medio completo por 24 h. Posteriormente
con la ayuda de una punta de micropipeta se realizd una “herida” sobre la monocapa de células
arrastrando la micropipeta a través del pocillo, formando un espacio sin células en el centro del
pocillo. Se lavé una vez con PBS y se agregdé medio completo. Posteriormente se tomaron 4
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fotografias de cada pocillo para establecer el ancho de la herida a tiempo Oh. Se dejo a las células
migrar por aproximadamente 16 h y finalmente se tomaron las fotografias a tiempo final. Las

imagenes fueron procesadas usando el software ImageJ.

5.7 Actividad de metaloproteasas mediante zimografia

Las células se sembraron en placas de 10 cm a una confluencia de 60-70%, al dia siguiente fueron
privadas de suero por 16 hr. Posteriormente, se colecto el sobrenadante en tubos eppendorf de 1 mL,
los cuales fueron concentrados en un SpeedVac. Las muestras fueron incubadas en tampoén no
reductor (Tris HCI 0,4 M [pH 6.8], conteniendo 5% de SDS, 20% de glicerol y 0,03% azul de
bromofenol) por 30 min. Se cargé 30-50 pg de proteina en los geles de poliacrilamida al 8%,
copolimerizado con gelatina (1 mg/mL). Luego de la electroforesis, se incub6 el gel en Triton X-
100 al 2,5% para retirar el SDS. Posteriormente, el gel fue incubado por 24 hr a 37°C en el tampon
de activacion (Tris HCI 150 mM [pH 7.5], NaCl 150 mM, CaCl2 5 mM y NaN3 0,02%). Para
visualizar la degradacion de la gelatina, producto de la activacién de las metaloproteinasas MMP-2
y MMP-9, se tifid el gel con Azul de Coomassie al 2,5%. La degradacion fue observada como una

banda blanca que hace contraste con el azul de la tincion.

5.8 Ensayo de invasion por Matrigel

Se sembrd 5x10° células en un pocillo de matrigel (Biocoat Matrigel Invasion Chamber, BD) y en el
medio de cultivo se agregaron los tratamientos indicados previamente y se incubaron los pocillos
por 18 h en la estufa de cultivo. Una vez finalizado el tiempo las células se lavaron con PBS frio y
posteriormente fueron fijadas usando p-formaldehido al 4% en buffer PIPES 100mM pH 6,8 (40
mM KOH, 2 mM EGTA y 2 mM MgCl,) por 30 min. Posteriormente los nucleos se tifieron usando
DAPI 0,5 mg/mL (Thermo Fisher Scientific) y se lavaron 3 veces con PBS. Posteriormente se

cortarén las membranas del pocillo con bisturi y se montaron en portaobjetos usando el reactivo de
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montaje Prolong (Thermo Fisher Scientific). Finalmente se obtuvieron las imagenes usando

microscopia de epifluorescencia.

5.9 Formacion de colonias en agar blando

En una placa de 6 pocillos se agregaron 3 mL de una solucion de agar nutrientes, compuesta de 20%
agar (Bacto agar al 2,5%) y 80% de mix nutrientes (25% Medio 2X, 12,5% Suero fetal bobino y
62,5% Medio 1X). Luego sobre esa capa se sembraron 2500 células en una solucion de 0,25 mL de
suspension de células y 0,5 mL de agar nutrientes. Se les agregé medio cada 3 dias hasta el

momento de la tincidn con cristal violeta al 0,005% en metanol.

5.10 Formacion de tumores in vivo

Las células DLD-1 fueron sembradas en placas de 10 cm y medio completo hasta alcanzar una
confluencia de 60-70%, luego fueron tripsinizadas y resuspendidas en suero fisioldgico (NaCl 0,9%
v/v). Una suspension de 150 pL conteniendo 2x10° células fue inoculada de manera subcuténea con
una jeringa tuberculina, en un costado del lomo de ratones NOD/SCID hembras, de 6 a 8 semanas
de vida. Los ratones fueron puestos en grupos de 3 ratones por jaula con agua y comida ad libitum.
El crecimiento del tumor fue evaluado cada 3 o 4 dias desde la primera medicion, mediante el uso
de un caliper digital. Pasadas 4 semanas desde la primera medicion los ratones fueron sacrificados
usando una mezcla de ketamina/xilasina y posterior dislocacion cervical. Los tumores fueron

extraidos y posteriormente fotografiados para su medicion final.

5.11 Microscopia confocal

Luego de la transfeccion, se sembraron 10x10° células sobre covers en placas de 24 pocillos. Al dia
siguiente las células se lavaron con PBS frio y posteriormente fueron fijadas usando p-formaldehido
al 4% en buffer PIPES 100mM pH 6,8 (40 mM KOH, 2 mM EGTA y 2 mM MgCl,) por 30 min.
Posteriormente los nicleos se tifieron usando DAPI 0,5 mg/mL (Thermo Fisher Scientific) y se

lavaron 3 veces con PBS. Posteriormente los cover se montaron usando el reactivo de montaje
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Prolong (Thermo Fisher Scientific), y se dej6 secar en oscuridad. Las imagenes fueron obtenidas

por microscopia confocal (Olympus-1X81 DSU Spinning Disk) y procesadas usando el programa

ImagelJ.

5.12 Analisis Estadistico

Los experimentos se repitieron al menos 3 veces por separado. Los datos se representan como

promedio + S.E.M. La significancia estadistica se analizd por el test de Student no pareado para la

comparacion de dos grupos dados y el test no-paramétrico de Kruskal-Wallis para mdaltiples

comparaciones entre los distintos grupos, con un post-test de Dunn. Para el analisis de los datos, se

considerd estadisticamente significativo un valor de P < 0,05.
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