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RESUMEN

La  expresi6n  de  propiedades  malignas  en  celulas  epiteliales  supone  la  puesta  en

marcha de  una serie de  cambios fenotipicos,  que confieren a las c6lulas propiedades

especificas  que  permiten   la   migraci6n  y  degradaci6n   de  matn-cos,  caracteristicas

funcionales   que   constituyen   un   atributo   propio   de   las   celulas   metasfasicas.   La

adquisici6n  de  propiedades  migratorias  implica  ]a  reorganjzaci6n  del  citoesquele`to  de

Actina a trav6s de un fen6meno regulado por las GTpasas de la familia Rho.

En  el  presente  trabaj-o,  utilizando  una  linea  celular  mamaria  poco  invasiva  (MCF-7)

estildiamos  el  efecto  de  la  sobre-expresi6n  de  la  versi6n  activa  de  RhoA    eri  una

gama de  propiedades funcionales  comprometidas  en  la  malignidad  celular.   Nuestros

dates muestran que las celulas transfectadas (RhoGTP) expresan  un  mayor potencial

jnvasivo  asociado  a  una  menor  adhesividad  a  diferentes  matrices.  una  disprinuci6n
\!

`r`de  la  activaci6n  de  la  quinasa  de  adhesion  focal  y  i]n  aumento  en  la  expre6idA  d6

proteasas  tumorales  como  UPA y  MMP-9.  La  sobre-expresi6n  de  Rho-GTP  tambien

implica   un   importante   aumento   en   la   polimerizaci6n   de   Actina   cortical   y   la   co-

localizaci6n de esta molecula con Vinculina.

Del   mismo   modo,   las   celulas   RhoGTP   expresan   un   nivel   basal   aumentado   de

activaci6n   de   EGFR  y  en   consecuencia   de   ERK1,2.   La   inhibici6n   de   la   quinasa

responsable de la auto-activaci6n de  EGFR trae como  consecuencia el bloqueo en la

producci6n   de   UPA,   lo   que   permite   sugerir  que   la   expresi6n   de   la   proteasa   es

regulada por una ruta de sefializaci6n que incluye a EGFR y ERK1,2.



La inhibici6n de la actMdad de la quinasa ROCK,  efector preferente de  RhoA bloquea

el  efecto  de  la  sobre-expresi6n  de  Rho-GTP  sobre  la  adhesion  y  el  estiramiento

celular como  tambi6n  la  activaci6n  del  receptor de  EGF,  Ia  activaci6n  de  ERK1,2  y la

producci6n   de   UPA.   Este   hallazgo   sugiere   que   los   cambios   en   el   citoesqueleto

regulados   por   el   par   Rho-ROCK   activan   una   ruta   de   sefializaci6n   que,   previa

activaci6n del receptor de  EGF,  provoca un cambio fenotipico que incluye el aumento

en la expresi6n de UPA y la ac{ivaci6n de la ruta de las MAP quinasas.



ABSTRACT

The  expression  of  malignant  properties  in  epithelial  cells  involves  a  whole  sequence

of phenotypic changes which give   these dells some specific characteristics that allow

migration  and   matrix  degradation,   two   properties  typical  of  metastatic  cells.     The

acquisition  of  migratory  properties  involves  a  complete  rearrangement  of  the  actin

cytoskeleton  regulated by GTpases of the Rho family.

ln  this  work we  use  a  mildly  invasive  mammary  tumor  cell  line  (MCF-7)  to  study  the

effect of over-expression of the active version of RhoA (RhoGTP)  in a set of functional

properties involved in cellular malignancy.

Our data suggest that transfected  cells  (RhoGTP)  express  a  higher invasive  potential

associated   with   a   lower  adhesivity   to   a   variety   of   matrices,   a   decrease   in   the

activation   of  Focal  Adhesion   Kinase   (FAK)   and   an   increase   in   the   expression   of

tumoural   proteins   as   UPA   and   MMP-9.      The   over-expression   of   Rho-GTP   also

involves  a  significative  increase  in  cortical  actin  polimerization  and  itsr  co-localization

with vinculin.

ln  this  direction,  Rho-GTP  cells  express  a  higher  basal  activation  level  for  EGFR  and

consequently,  for  ERK1,2.    The  inhibition  of  the  kinase  which  is  responsible  of  self-

activation   of   EGFR   blocks   the   production   of   UPA   allowing   us   to   suggest   that

expression  of this  protease  is  regulated  by  a  signaling  pathway which  includes  EGFR

and ERK.



The  inhibition  of the  ROCK  kinase  activity which  is  a  primary  effector  of RhoA  blocks

the  effect  of  over-expression  of  Rho-GTP  over  adhesion  and  cellular  stretching  as

well  as  activation  of its  receptor,  ERK1,2  activation  and  UPA  production.    This finding

suggests   that   cytoskeleton   rearrangement   regulated   by   Rho-ROCK   activates   a

signaling   pathway   which   together   prior   activation   of   EGF   receptor,   generates   a

phenotypic  change  that  includes  the  increase  in  UPA expression  and  the  activation  of

the MAP kinase pathway.



INTRODUCCION

Prob[ema general

Un    porcentaje    mayoritario    de    los    canceres    humanos    corresponden    a

carcinomas,  es  decir,  afectan  a  celulas  epiteliales  (1).  En  Chile  el  cancer  de  mama

corresponde al  17% del total de casos de cancer que afectan  a las  mujeres   y en  los

dltimos  afios  ha  ido aumentando  desde  7,5  mujeres por cada  10.000  a  12,5  mujeres

(INE).

En  los  estados  avanzados  de  la  enfermedad,  las c6lulas  que  proceden  de  un

carcinoma  /.n  s/.fu  pierden  muchas  de  sus  propiedades  epiteliales  (2).  Por  ejemplo,

pierden   su   adhesi6n   y   posici6n   restringida   dentro   de   un   tejido   organizado,   su

polaridad,   adquieren   la   propiedad   de   dirigirse   hacia   localizaciones   adyacentes   y

desarrollan  la  capacidad  de  invadir  territorios  distantes  (3).  Una  de  las  propiedades

que  determinan  la  capacidad  invasiva  la  constituye  la  producci6n  de  proteasas  que

degradan  la MEG  (4).  Este concepto de c6lula invasiva-c6lula degradadora ha sufrido

modificaciones  con  la  descripci6n  (para  la  familia  de  serfn-proteasas  de  uroquinasa)

de    receptores    de    membrana   donde    la    enzima   (UPA)    localizaria   su   actividad

proteolitica  pericelular y ademas  activaria  una  ruta  de  sefialjzaci6n  que,  dependiendo

del  tipo  celular,   constituiria  un  estimu]o  para  [a  proliferaci6n  o  la  migraci6n  (5).  De

este   modo,   el   receptor   de   UPA  (UPAR)   pasa   a  cumplir  una  funci6n   clave  en   el

proceso  metastasico dado  su  potencial de unir UPA generada desde diversas fuentes

y  desencadenar  un  conjunto  de  reacciones  que  estimulan  la  expresi6n  del  fenotipo



invasivo,  raz6n  por  la  que  se  otorga  a  su  expresi6n  un  potencial  de  mal  pron6stico

(6).

El  proceso  mediante  el  cual  la  c6lula  adquiere  propiedades   migratorias  se

conoce  con  el  nombre  gen6rico  de  Transici6n  Epitelio  -  Mes6nquima  (TEM).    Este

fen6meno   esta   relacionado   con   la   modulaci6n   de   propiedades   funcionales   que

permitan  que  la  celula  invasiva se  movilice y sobreviva  en  un  ambiente  distinto  al  que

le  dio   origen.   De   este   modo,  junto   con   la   reestructuraci6n   del  citoesqueleto   que

permitiria   la    movilizaci6n,    se   producen   tambien,    como   parte   de   la   TEM,    una

reorganizaci6n  de  complejos  de  adhesion  y  cambio  en  el  patron  de  expresi6n  de  la

maquinaria invasiva -degradativa que caracteriza a la ce[ula metastasica (3,7).

La degradaci6n  de la  matriz extracelular es un proceso necesario tanto para la

migraci6n   de   las   c6lulas   endoteliales  y   mesenquimales,   como   para   la   invasi6n  y

metastasis  tumoral  a  distancia.  Junto  a  las  proteasas  de  la  familia  uroquinasa,  la  de

las  metaloproteasas,  que  incluy6n  las  colagenasas,  gelatinasas A y  8  (MMP-9 de  92

KDa),  metaloelastasa,    estromelesina  y  matrisilina  tambi6n  desempefian  una  funci6n

clave en el proceso invasivo tumoral (4).

La  expresi6n  del  receptor del  factor de  crecimiento  epidermial  (EGF-R)  se  ha

asociado tambi6n  a  los estpdos avanzados de tumores especificos como el de mama

(8).  En  nu6stro  laboratorio  herTios  descritp  recientemente  que  la  uni6n  de  UPA  a  su

receptor provoca  la trans?9tiv?ci6n  de  EQFR  a traves  de  un  mecanismo  que  incluye

el  procesamiento   de   un   ligando   insoluble   de   EGFR  por  una   metaloproteinasa  de

membrana.  Esta  reacci6n  permite  el  inicio  de  una  ruta  sefializaci6n  que  activa  MAP

quinasas   y   estimula   la   migraci6n   celular   (Guerrero   et   al   2004).   Es   importante



destacar que  en  c6lulas  mamarias invasivas ambos receptores se encuentran  sobre-

expresados  por  lo  que  se  asume  que  este  mecanismo juega  un  papel  central  en  la

mantenci6n del fenotipo invasivo (9).

La adhesi6n focal

La adhesi6n celular a  mol6culas de matriz se realiza a traves de la interacci6n

de  la  MEG  con  un  complejo  de  proteinas  estructurado  en  la  membrana  celular  en

tomo  a  receptores  especificos  de  adhesion,  como  las  integrinas  y  a  un  conjunto  de

proteinas  cuya  funci6n  se  define  en  el  establecimiento  de  una  interacci6n  entre  el

microambiente   extracelular   y   el   citoesqueleto   de   Actina   (10).   Las   integrinas   en

contacto   con    la   MEG   se   agrupan   formando   un   complejo   supramolecular   con

proteinas   asociadas   a   citoesqueleto      (Talina,   Vinculina,   or  Actinina)   y   numerosas

mol6culas de sefializaci6n (a-Src,  FAK, P130cas y Paxilina ) (11).

En  la  mayoria de  las  c6lulas,  los  componentes descritos  en  el parrafo anterior

constituyen    las    adhesiones   focales,    estructuras   dinamicas   que   se   ensamblan,

dispersan   y   reciclan   permitiendo   que   la   c6lula   se   adhiera,   cambie   de   forma   y,

eventualmente,  migre.  EI  ensamblaje  y  desensamblaje  de  estas  estructuras  requiere

de     la  regulaci6n  coordinada  de   las  GTpasas  de  la  familia  Rho,     a  trav6s  de  la

interacci6n  con  las integrinas y numerosos receptores de adhesi6n como Cadherinas,

presentes   en   las   uniones   celula   -   c6lula,   mol6culas   de   adhesi6n   celular  (CAM),

receptores   acoplados   a   proteinas   G  y   receptores  con   actividad  tirosina   quinasa

(11,12).



Uno  de  los  componentes  moleculares  de  mayor  importancia  en  la  adhesi6n

focal  lo  constituye  la  quinasa  de  adhesi6n focal  (FAK),  una  tirosina  quinasa  asociada

a  integrinas  que  se  activa  en  respuesta  al  estimulo  adhesivo.  Como  resultado  de  la

fosforilaci6n  de  FAK se  activa  una  ruta  de  sefializaci6n  que  es  responsable  en  gran

medida de la regulaci6n de la motilidad celular y la adhesi6n (13,14).

GTpasa de la familia Rho

Los  cambios  de  forma  que  permiten  la  adquisici6n  del fenotipo  m6vil  suponen

cambios   en   la   organizaci6n   del   citoesqueleto   de   Actina   que   dependen   de   la

activaci6n   de    una   familia   de   proteinas   importantes   en   la   sefializaci6n   celular

conocidas como GTpasas de la familia Rho (15).

Las GTpasas de la familia  Rho son  parte de la superfamilia Ras,  la cual   esta

formada  por mas de   100 pequefias  proteinas  monomericas  (20-30  KDa)  de  uni6n al

nucle6tido  guanina,  entre  ellas  estan  :  Ras,  Rho,  Arf,  Rab,  Ran y  Rad.  Dentro  de  los

miembros   de   la  familia   Rho,   se   encuentran   Rho   (A-H),   Rac  y  Cdc42   (16).   Los

miembros mas relevantes de esta familia son:

Rae,  cuya  activaci6n  esta  asociada a  la formaci6n  de  lamelipodios y es  responsable

de  [a  motilidad  ce]u[ar,  polimerizaci6n  de  actina  y  la  adhesion  c6lula-c6lula  mediada

por cadherina.

Cdc  42,  que  participa  en  la  formaci6n  de  filopodios,     la  adhesion  c6lula-c6lula,    la

desaparici6n de las fibras de es{fes (usando como efector a   PAK) .

Rho,  que ha sido implicada en la formaci6n de fibras de estfes y   adhesiones focales,

morfologia   celular,   agregaci6n   celular,   motilidad   celular,   contracci6n   de   mtisculo

esquel6tico y  citoquinesis (17,18).



La forma activa de Rho (Rho unido a GTP) tiene como uno de sus efectores a

Rho-quinasa,    (ROCK)  que  inhibe  la  actividad  de  la  miosin  fosfatasa,  lo  que    resulta

en  un  aumento  de  la    fosforilaci6n  de    la  cadena  liviana  de  miosina,  promovi6ndose

el  empaquetamiento  de  F-actina  en  fibras  de  estres  y  la  subsiguiente  formaci6n  de

adhesiones   focales   (19,20).   Otro   de   los   efectores   de   Rho   es   Rhotequina,   cuya

funci6n  aun  se  desconoce,  pero  cuyo  dominio  de  uni6n  a  Rho  se  utiliza  para  medir

por afinidad la fracci6n de Rho-GTP.

RhoA,   es   una   proteina  de   la  familia   Rho   que

tiene  un  peso  de  21   KDa  y  en  la  c6lula  oscila

entre  dos  conformaciones  extremas:  una  ac{iva

unida  a  GTP y otra  inactiva  que une  a GDP.    EL

ciclo  entre   la   conformaci6n   activa  y  la   inactiva

esta    regulada    por    factores    de    intercambio

GDP/GTP  (GEE),   proteinas  que  favorecen  la  conversi6n  hacia   la  forma  activa  y

proteinas  del  tipo  GAP  que  estimulan  la  propiedad  GTpasa  intrinseca  permitiendo  la

conversi6n  al  estado  inactivo.  Tambi6n  mol6culas  del  tipo  GDl  estabilizan  la  forma

inactiva de la GTpasa al inhibir la disociaci6n de GDP (21 ).

Se le ha asignado  a  RhoA una variedad de funciones,  entre las que podemos

citar:  el control de  la adhesi6n  celular,  la formaci6n de fibras de  estr6s,  la  motilidad,   a

trav6s    de    la    organizaci6n    del    citoesqueleto    de   Actina   y   la    regulaci6n    de    la

contractilidad de la actomiosina (22).

La   funci6n   especifica   de   esta   proteina   es   muy   dependiente   del   contexto

celular y  en  celulas  tumorales  es  muy  controversial.  Asi,  se  ha  demostrado  que  la



disminuci6n  de  RhoA tiene  dos  efectos  opuestos:  promover la  migraci6n  al  disminuir

la adhesi6n y tambi6n disminuir la migraci6n por inhibici6n de la contracci6n (23).

La  relaci6n  entre  la  actividad  de  Rho     y  FAK  se  ha  estudiado  en  celulas

mutantes  embrionarias  de   rat6n   que  no  expresan   FAK.   En   estas   c6lulas  se  ha

observado  un  aumento  en  el  ntlmero de contactos focales y  una actividad  supresora

de   FAK  sobre   la  actividad  de  RhoA  que  promueve  la  adhesi6n  focal  (24,25).   La

activaci6n de FAK se produce por fosfon.laci6n de residuos de tirosina como resultado

de  la  interacci6n  del  extremo  aminoterminal  de  la  mol6cula  con  el tallo  citoplasmatico

de  la  cadena  P  de  integrinas  (26),    Temporalmente  la fosforilaci6n  de  FAK  coincide

con el estiramiento (spreading)  de las c6lulas (25).  Se ha demostrado que inhibidores

de la polimerizaci6n del citoesquele{o bloquean la fosforilaci6n de FAK.

En  el presente trabaj.o,  se realizaron experimentos para demostrar el papel de

la   GTpasa  RhoA  en  la  adquisici6n  de  propiedades  malignas  en  c6lulas  epiteliales

mamarias   humanas   d6bilmente   invasivas   (MCF-7),      que   si   bien   at]n   conservan

caracteristicas  de  c6lulas  epiteliales  (expresan  el  receptor  de  estr6genos),  de  igual

manera muestran d6bilmente rasgos de celula invasiva.

Dado  que  se  ha  sugerido  que  en  los  tumores  de  mama  invasivos  es  posible

detectar  una  sobre-expresi6n  de   RhoA  (27)   transfectamos  c6lulas  MCF-7  con  la

versi6n   activa   de   RhoA,   de   modo   de   obtener  celulas   con   6sta   proteina   sobre-

expresada y analizar los cambios funcionales que conlleva es{a intervenci6n.

10



Hip6tesis

La  conducta  migratoria de  las  c6lulas epiteliales  esta  modulada  por los  niveles

de  activaci6n  de  la  GTpasa  RhoA.     La  expresi6n  de  la  forma  activa  de  RhoA  en

celulas  d6bilmente  invasivas   tiene   como  consecuencia  la  adquisici6n  de  un  fenotipo

invasivo  que secrete  niveles aumentados de proteasas tumorales.

Objetivo General

Demostrar que la expresi6n de la forma activa de RhoA en c6lulas mamarias,

afecta la funcionalidad de la c6lula hacia una configuraci6n celular mss inva'siva que

expresa niveles aumentados de proteasas tumorales.

Obj etivos especificos

1.    Obtener c6lulas transfectadas con la versi6n activa de RhoA (V14 RhoA).

.2.    Eva[uar [a actividad de RhoA,   mediante ensayos de pull-down.

3.    Caracterizar la organizaci6n del citoesqueleto de Actina.

4.    Analizar los contactos focales en  relaci6n a la adhesi6n y su composici6n.

5.    Evaluar la conducta invasiva, Ia capacidad productora de proteasas tumorales y la

expresi6n de mol6culas que caracterizan al fenotipo invasivo.
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IVIATERIALES Y METODOS

lnstrumentos y equipos

Los  instrumentos y  equipos  utilizados  para  realizar   todos  los  procedimientos

necesarios    para    dar    respuesta    a    la    hip6tesis    planteada    son:    Campana    de

bioseguridad   forma   Scientific   modelo   1129,   incubador   Lab-Line   C02   automatico,

camaras  de  transferencia  Bio-Rad,  centrifuga  Biofuge  prime  R  Heraeuns,  Iiofilizador

Savant  modelo  RT  100A,  microscopio de fluorescencia  Nikon  labophot-2,  microscopio

invertido  de  contraste  de  fase  Nikon  modelo  TMS-F  y    lector  de  ELISA  mode[o  Elx-

806.      Ademas   se   utiliz6   el   Programa   Kodak   Digital   Science,   1D   Image   Analisis

Software  versi6n  3.0  para  el    analisis   densitom6trico  de     las  bandas  obtenidas  por

Western Blot.

Reactivos

•     DMSO,  Hepes,  MIT,  NEM,  Temed,  P-mercaptoetanol, Albumina de Suero  Bovino

(BSA),   Glicina,   TEMED,      Tris,   Acrilamida,   Bis-acrilamida,      Agarosa,   Glutation

Sepharosa,  Acido Lisofosfatidico (LPA) y Ortovanadato de sodio (SIGMA).

•      Formaldehido,    Glicina,    Dodecil    sulfato    se    sodio    (SDS),    Cloruro    de    sodio,

Bicarbonato de Sodio,  Cloruro de Magnesio  ,  Cloruro de Potasio,  Fosfato dibasico

de potasio,    (Merck Damstadt, Alemania).

•      Metano[y  Acido acetico (TCL).

•     Membranas PDVF y estandar de peso molecular pretefiido broad range (BioRad).

•      Antibi6ticos penicilina -Estreptomicina y  Fungizona (Bioschi[e).

•       Leupeptina hemisulfato,    Pepstatina A (US Biological).
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Anticuerpos generales:

•      Monoclonales:     anti   RhoA  rat6n   (cytoskeleton)   ,   anti  CD87  (UPAR)   rat6n

(Pharmingen),     anti  P-ERK1,2  rat6n     (Santa  Cruz),  anti  P-Tyr  rat6n  (Santa

Cruz),   anti  Vinculina   rat6n  (Sigma),   anti   EGF-R   (donado  por  el  Dr.  Alfonso

Gonzalez,  PUC),    anti  P  Actina  rat6n  (Sigma),  anti  UPA  rat6n  (Oncogene),    y

anti rat6n conjugado con peroxidasa lgG (Rockland).

•     Po]iclonales:  anti  Cad-E  (Calbiochem),  anti    FAK  conejo  (Santa  Cruz),  anti

ERK  1,2  conejo  (Santa  Cruz),  anti  C-Src conejo   (  Santa  Cruz) y   anti conejo

conjugado con peroxidasa (Rockland).

•     Para  inmunofluorescencia  :  Alexa  fluor  594  Falloidina-rodamina  (Molecular

Probes),  anti rat6n  conjugado  con  FITC  (Rockland)  y anti  conejo conjugado  a

FITC (Sigma).

lnhibidores:

lnhibidor  de  Rho-kinasa  Y-27632  (Mitsubushi  Pharma  Corp),  inhibidor de  la  actividad

tirosina  quinasa  del  receptor  de  EGF  AG1478  (Calbiochem),  inhibidor  de  Src  PP2

(Calbiochem) e  inhibidor de tirosinas quinasas Genisteina (Sigma).
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Metodos

1. Cultivo celular

Celulas   MCF-7   (adquiridas  en  ATCC',  Manassas,  VA,   USA)  fueron   cultivadas  en

ambiente      ht]medo   con   50/o   de   C02,   con   medio   de   cultivo   DMEM-F12   (Sigma)

suplementadas con  10%  de suero fetal bovino  (Gibco)  con  una  dosis de  Gentamicina

de 2mg/L (Best Pharma) que se renov6 cada dos dias.

C6Iulas  osteoblasticas  Saos  tambi6n  compradas  en  ATCC  fueron  cultivadas  en  las

mismas condiciones  que las MCF-7.

Las  c6Iulas  se  subcultivaron  antes  que alcanzaran  la confluencia  por tratamiento  con

Tripsina-EDTA (Gibco) seguida de una corta incubaci6n con suero fetal para frenar la

a ctividad proteol itica.

Crio-preservaci6n de las c6lulas:

Las  c6lulas  se  ljberaron     de  la  placa  con  tripsina-EDTA  (Gibco),     en  la  cual     se

agregaron  4 vommenes  del  medio  de  cultivo  y se  centrifugaron  durante 5  minutos  a

1800  rpm.  EI   pellet resultante  se  resuspendi6  con  mezcla  de  criopreservaci6n  (90%

suero fetal bovino y  10%  DMSO)  a una densidad  de  lx106cevmL  .  Se distribuye  1  mL

de  la  soluci6n  en  criotubos  rotulados y se  congela  mediante  el  descenso  gradual  de

la  temperatura  hasta  alcanzar  -196  °C.  Las  c6lulas  criopreservadas  se  almacenan

sumergidas en el N2 liquido.

I American Type Culture Colection
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2. M6todo de transfecci6n:

Para  este  procedimiento  se  utilizaron  400.000  c6lulas  que  fueron  transfectadas  con

2prg   del   vector   pcDNA3   (5.4kb)   que   contenia   el

CDNA de  la  proteina  RhoA activa  ubicado  entre  sitio

de   restricci6n   Barn  Hl   y  Eco   Rl   del  vector  o  el

vector vaofo  (grupo control).  Para  la  transfecoi6n  se

ut"z6  el  metodo  de  Lipofectamina  2001   (lnvitrogen)

mediante el cual se incubaron  las celulas por 6 horas

E>E5EEE§§5§=±¢

PC5P4NbA3

con la mezcla DNA : Lipofectamina en una proporci6n  1 :2.

Para   transfecciones   transitorias,    Iuego   de   la   incubaci6n   con   la   mezcla   DNA-

Lipofectamina,  las  c6Iulas  se  incuban  en  un   medio con  10 0/o suero fetal y al cabo del

tercer dia son utilizadas para los experimentos.

A continuaci6n  las c6lulas transfectadas con la versi6n activa de RhoA se   nombraran

como  RhoGTP  y  las  c6lulas  controles  son  aquellas  transfectadas  con  el  vector

vacio.

Los     plasmidos     fueron     donados     por     el     Dr.     Mjguel     Quintanilla,     lnstituto     de

lnvestigaciones Biomedicas Madrid, Espafia.
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3. Separaci6n de GTpasas activas por ensayo de pull-down:

Este  procedimiento  tiene  por  objeto  separar  la  fracci6n  de  GTpasas  en  su  forma

activa   de   la   poblaci6n   total.   Para   ello,   se   recurre   a   la   afinidad   por   efectores

especificos de la forma activa  (unida a GTP)  de la GTpasa respectiva.  En el caso de

Rho  utilizamos  un  fragmento  de  la  Rotequina  fusionada  con  Glutati6n  Transferasa

(RBD-GST).

Obtenci6n   proteina   de  fusion   RBD-GST:   Las   bacterias     DH5a   (AmpR)   con  el

plasmido    que  contiene  el  CDNA  de  la  proteina  de fusi6n  fueron    donadas  por  el  Dr.

Keith    Burridge   (University   of   North   Caroline).   Las   bacterias   que   contenfan       el

plasmido  pGEX4T fueron  crecidas  a  37°C  con  agitaci6n  en 40  mL de  medjo  LB  que

contenia   100   Lig/mL  del  antibi6tico  de  selecci6n  Ampicilina  durante  toda   la  noche.

Luego  el  cultivo  se  amplific6  a  un  volumen  final  de  500  mL  con  el  mismo  medio  de

cultivo     creciendo     hasta  una  D06oo  de  1.8.   Luego,  Ias  bacterias  se  indujeron  con

0.3mM  IPTG  por  16horas.  Finalmente,  las  bacterias  se  separaron  por centrifugaci6n

a 4000 rpm durante  10 minutos a 4°C y se resuspenden en  10  mL de tampon  de lisis

a  (50mM  Tris  7.4,  50mM  NacI,  5  mM  Mgc12,1mM  DTT,1mM  PMSF,1%  Triton  X-

100  y  10  LLg/ml  de  Aprotinina  y  Leupeptina).  El  lisado  bacteriano  se  sonic6  6  veces

por 20 segundos y se  centrjfug6  a 4°C  por  10  minutos  a  12000  rpm.  El volumen  total

del  sobrenadante que  contenfa  la  proteina  de fusi6n se  incub6  mediante rotaci6n por

una  hora  con  1  mL  de  Gluta{ion  Sefarosa  diluida  al 50%  en  PBS,   se  lav6  3 veces  en

tamp6n   de   lisis   8,   luego   2   veces   con   tampon   de   lisis   a   sin  Triton  X-100  y  se

almacen6  en 50% glicerol a -70°C.

Ensayo  de  Actividad:     Cultivos  de  1,2  xl07    de  celulas  fueron  sembradas  en  2

placas de 100cm2  e incubadas en au§encia de suero por 12 horas.  Luego, Ias c6lulas
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fueron   lavadas  2  veces  con  tamp6n   (Hepes  20mM,   Nacl   0.15M)   para  luego  ser

lisadas  con  tamp6n  A  (50mM  Tris  pH  7.6,  500mM  Nacl,  0.1%  SDS,  0.5%  DOC,1%

Trit6n  x-100,  0.5  mM  Mgc12  e  inhibidores  0,150  mg/mL  PMSF,  10ug/mL  Leupeptina y

10ug/mL  Aprotinina).  A  continuaci6n,  el  lisado  se  centrifug6  por  5  minutos  a  14.000

rpm  y  el  sobrenadante  se  incub6  en  rotaci6n  a  4°C  por una  hora  con  la  proteina  de

fusion  purificada  previamente  y  unida  a  Glutati6n-Sefarosa.  Luego  de  esta incubaci6n

se  separ6  Ia fracci6n  de lisado  unida a  Sefarosa por centrifugaci6n  durante  1   minuto

a  1400rpm,  se  lav6  2  veces  con  tampon  de  lisis  y  luego  se  mezcl6  con  tamp6n  de

carga   concentrado   (4x).    La   mezcla   se   calento   por   5   minutos   a    100°C   y   el

sobrenadante   se     carg6   en   un   gel   al   15   %     SDS-PAGE   siguiendo   el  protocolo

convencional  de  un  Western  Blot  el  que  se  revel6  con  un  anticuerpo   monoclonal  anti

RhoA.

4. Western BIot:

Las  c6lulas  fueron  raspadas  desde  la  placa  de  cultivo  con  un  volumen  pequefio  de

tamp6n  C  (Hepes  50mM,  Nacl  150mM,  EGTA  lmM,  glicerol  10%,1%  Trit6n  x-100,

Mgc12  2mM  e  inhibidores  de  proteasas    PMSF  0.15mg/mL,  Ortovanadato  2mg/mL,

Leupeptina 5ijg/mL y Pepstatina  10ug/mL).

La  concentraci6n  de  proteinas  de cada    muestra  se determin6 por el  m6todo  de Bio

Rad    y    se    normalizaron    entre    ellas    por    diluci6n.        Cada    muestra    (con    igual

concentraci6n  de  proteinas)   se  les  agreg6  tampon  de  carga  4X  con   1%  de     P-

mercaptoetanol.  La  mezcla  se  calent6  a  100°C  por  5  minutes,  se  centrifug6  por  2

minutos a  14000 rpm y el sobrenadante se cargo en un gel SDS-PAGE que se corri6

a 80V hasta pasar el gel concentrador y luego a  120V.  Dependiendo del tamafio de la

proteina a  identificar,  la  transferencia  se realiz6  en  lapsos entre  1  hora a  100 V o  12



horas  a  30V.  Finalizada  la  transferencia,  las  membranas  se  bloquearon  con  leche  o

BSA   al   5%,   despues   se      incub6   con   los   respectivos   anticuerpos   primarios   y

secundarios  conjugados  con  peroxidasa.  El  revelado  de  las  proteinas  se  realiz6  por

quimioluminiscencia u{ilizando el  kit de  Pierce.

Algunas  membranas  fueron  utilizadas  para  detectar  otras  formas  de  protefnas  de

inter6s  para  lo  cual  las  membranas  se  sometieron  a  s{HPp/.ng con  una  soluci6n    que

contenia  10  mL  de  una  soluci6n  Tris  50mM y 2%  SDS y  70  prL  de  P-mercaptoetanol,

durante  20  minutos  a  55°C  en  un  homo  de  hibridaci6n.  A  continuaci6n,  la  membrana

se lav6 por 1  hora en PBS y se procedi6 con la tecnica de Western Blot de acuerdo a

lo descrito en el parrafo anterior.

5. Fraccionamiento por solubilidad a detergente:

Las  celulas fueron  crecidas  durante  72  horas  en  placas  de  60mm,  luego  se  lavaron

con  PBS  y  se  trataron  con  400  uL  de  tamp6n  de  lisis  C  durante  20  minutes.  A

continuaci6n,  se  retir6  esta fracci6n y se centrifug6 durante  10  minutos a  14000  rpm,

el sobrenadante corresponde a la fracci6n soluble.

El  residuo  adherido  a  la  placa  se  lav6  con  PBS  e   inbibidores  de  proteasas    PMSF

0.15mg/mL,    Ortovanadato    lmg/mL,    Leupeptina    5ug/mL    y    Pepstatina    5ug/mL,

despu6s  se  retir6  el  PBS  y    mediante  rompimiento  mecanico  con  100uL  de  tampon

de  lisis  RIPA  (Nacl  150mM.Tris  50mM  pH  8,  0.1°/o  SDS  ,  0.5%  DOC  ,   1%  NP-40,

0.15mg/mL,   Ortovanadato   lmg/mL,   Leupeptina  5ug/mL  y  Pepstatina  5ug/mL   ,   se

obtuvo  una  nueva  fracci6n  que  despues  de  ser  centrifugada  a   14000  rpm  por  5

minutos,  el sobrenadante  pas6 a constituir la fracci6n insoluble.
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6. Procedimiento de lnmunoprecipitaci6n:

En  primer  lugar,  se  prepara  una  mezcla  de  40uL  de  la  proteina  A  (Sigma),    diluida

1/10  en  tampon  de  hidrataci6n    con  3  Hg  del  anticuerpo  policlonal  dirigido  contra  la

proteina a inmunoprecipitar y se somete a rotaci6n por 12 horas a 4°C.

Las   c6Iulas   se   lisan      con   el   tamp6n   C   previamente   descrito   y   el   lisado      es

centrifugado    durante     15     minutes    a     14000    rpm.    Al    sobrenadante    de    esta

centrifugaci6n  se  le  determin6  la  concentraci6n  de  proteinas  de  modo  de  incubar

durante     toda   la   noche,   igual  cantidad   de  proteinas  de   ljsado  con   la   mezcla  de

proteina   A-anticuerpo.   Una   vez   finalizada   la   incubaci6n,   la   mezcla   se   centrifug6

durante  5  minutos a  1400  rpm y el pellet se  lav6  2 veces con tamp6n  de lisis  C  para

luego    agregar  tampon  de  carga  con    P-mercaptoetanol  y  calentar  a  100°C  por  5

minutos.  Finalmente,  Ias  muestras se cargaron  en  un  gel  10%  SDS-PAGE y se sigue

el protocolo de un Western Blot.

7. Zimografias:

Este    procedimiento    se    llev6    a    cabo    en    medios    condicionados    por    c6lulas

provenientes de  diversos  ensayos  experimentales.  Para  ello,  las  celulas se incubaron

en  medio  libre  de  suero  por  24  horas,  se  colectaron  y  concentraron  10  veces  por

liofilizaci6n.

Para  evaluar  las  actividades  las  metaloproteinasas  MMP-9  y    MMP-2  presentes  en

los  medios  condicionados.   Estas  muestras  se  separaron  en  un  gel  al  10%  SDS-

PAGE que contenia  lmg/ml de gelatina (Sigma).  Luego de corrido el gel, 6ste se lav6

2 veces con Triton X-100 al 2.5% durante 20 minutos cada vez y se incub6 a 37°C en
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tamp6n  de  activaci6n  que  contenia  10mM  Tris  Cl  pH  7,5,  Trit6n  X-100  al   1.25%  y

5mM Cac12  durante 24 o 48 horas.

Finalizada  la  activaci6n,  el  gel  se  tifi6  con  azul  de  Coomassie  (50  %  metanol,  10%

Acido   acetico,   40%   agua   destilada   y   0.25   g   azul   de   Coomassie),   por   15   min.

Finalmente  el gel se destifi6  parcialmente con  una  soluci6n  (10%  metanol,  80  %  agua

destilada y 10%  acido ac6tico)  que permite la detecci6n de bandas de digesti6n  de el

sustrato gelatina.

Para  evalliar la actividad  de  Uroquinasa  (UPA),  Ias  muestras  de  medio  condicionado

se  separaron  en    un  gel  al  10%  SDS-PAGE,  el  que  al  final  de  la  corrida  se  lav6  2

veces  con  Trit6n  X-100  2.5%  durante  20  minutos  cada  vez.  El  gel  lavado  de  esta

manera  se  pone  en  contacto  con  otro  preparado  en  Bafio  Maria  en    que  contiene

10mL   Tris   50mM   pH    8,0,    0.05   g    de   caseina,    0]1g    de   Agarosa,    10Lig       de

Plasmin6geno  (Sigma)  y  600  ul  Cac121M.  Ambos  geles  en  contacto  se incubaron  a

37C'C  toda   la  noche.   La   actividad  se  hace  visible   por  la  aparici6n  de   bandas  de

degradaci6n   del   caseinato   de   calcio.   Cuando   la   degradaci6n   de   hizo  visible     se

detuvo la reacci6n con CuS04 al 2% en agua destilada.

8. Ensayos de adliesi6n:

•     Preparaci6n  de  las  MEC  :  Las  matrices  extracelulares  derivadas  de una linea
),

celular  osteoblastica  (Sao§-2)  se  prepararon  con  el  procedimiento  descrito

P,9r GlqpHS  ?i a/ (1.9,§9).   `En  placas  de 48  pozos  se  agreg6 500  Ltl  de  gelatina

(193Lig/mL)  entrecruzada  con  500  ul  de  Carbodimida  (4,2ug/mL)  y  se  incub6

por 3  horas  a temperatura  ambiente.  Luego,   Ias  placas se  lavaron  con  agua
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destilada y se esterilizaron con  UV por   2 horas. Se sembraron 5 x 104  c6lulas

Saos  y se  incubaron  por  7  dias  luego  de  alcanzada  la  confluencia.  Durante

este   tiempo    las    c6lulas   fueron    suplementadas       con       Acido   Asc6rbico

(50L'g/ml).

•     Matrices  con   Fibronedina  (Fn)  y  Colageno  tipo  I   :  Alfouotas  que  contenian

10Ltg  por mL de  Fn  o  Colageno  I   (Gibco  BRL)  disueltas  en  PBS  se  incubaron

por 2 horas a 37 °C   o 12 horas a 40 C.

Como  control  de  adhesi6n  se  utiliz6  albtimina  de  suero  bovino  (BSA,    Sigma)  al  5%

disuelto  en  PBS,  previamente  denaturado  termicamente  (60°C)  durante  30  minutos.

La  soluci6n  resultante  se filtr6  y   se  agreg6  a  los  pocillos  en  las  mismas  condiciones

que  las  otras  matrices.  Una  soluci6n  diluida al  1%  de  BSA se utiliz6  para bloquear los

sitios de uni6n inespecificos de las matrices de Fn  y Col I.

Las celulas  a  adherir (25xl03) se  ljberaron  de  la placa  de  cultivo  con Tripsina-EDTA y

se  dejaron  en  reposo  por 30  minutos  en  medio  con  suero  .  Luego  se  sembraron  en

las  distintas  matrices  y  se  incubaron  a  37°  C  por  tiempos  que  varian  desde  45

minutos hasta 200 minutes.

El recuento de c6Iulas adheridas se hizo mediante tinci6n con cristal violefa (0.2% p/v

y   10  %  efanol)  seguida de 3  lavados   con   PBS y solubilizaci6n  del colorante en las

c6lulas  con   una  soluci6n  que  contenia  una  proporci6n  50:50  de  NaH2P04  0.1M  y

etanol 500/o v/v.  La  intensidad  de coloraci6n se evalu6  midiendo la  densidad 6ptica   a

570 nm. A los valores obtenidos se les rest6 el blanco de BSA (Li Liu 2002).
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9. Estiramiento ( "spreading") ce[LI[ar:

Sobre   una   matriz  de   Fn   preparada  de   la   misma  forma  que  se  hiciera  para  los

ensayos   de    adhesi6n,    se   realizaron    experimentos    en   los    que   se   evalu6   el

estiramiento  de  las  c6lulas  recientemente  adheridas.  Para  ello,  se  incubaron  por  90

min.  c6lulas  controles y  RhoGTP  en  presencia y ausencia  del  inhibidor de  Rho  kinasa

Y-27632. A continuaci6n,  las  c6lulas no  adheridas  se  retiraron por lavados  sucesivos

con  PBS y  las  celulas  adheridas  se fijaron  con  metanol frio  (2  min) y luego  se tifieron

con  tinci6n  May  Gndnwalg  (MERCK)  durante  5  minutos  seguido  de  lo  cual  las  placas

se  lavaron  con  abundante  agua  para  eliminar  el  exceso  de  colorante  y  despues  se

agreg6  una     soluci6n   Giemsa  (MERCK)  diluida   1/20  en  dH20  durante   15  minutos.

Finalmente,  las  placas se lavaron  intensamente  con agua  destilada y se fotografiaron

con   una  maquina  Sony  DSC  575  (3,3Mpixeles)  en  el  microscopio  invertido  Zeiss.

Axiovert 25.

10. Inmunofluorescencia:

C6lulas   controles   y   celulas   RhoGTP   fueron   sembradas   sobre   cristales   de   vidrio

redondos      de   13mm   previamente   incubados   con   una   soluci6n   de   Fn   5prg/ml   y

sembradas  durante  24  lioras  a  37°C.  A  continuaci6n,  las  celulas  se  lavaron  una  vez

con  PBS  y      posteriormente  se  fijaron  con  Paraformaldehido  4%  por  10  minutos  a

temperatura ambiente.  Con el prop6sito de permitir el acceso del anticiierpo al interior

de  la  celula,  estas  se  permeabilizaron  con  Triton  X-100  0.0250/a  durante  2  minutos.

Luego se realizaron 2 lavados con  PBS y se bloque6 durante una hora   con BSA 5%.

Posteriormente   se  incubaron  los cristales   con  el anticuerpo primario diluido  en  BSA

al  1% en PBS,  durante   una hora. Se realizaron 2 lavados con  PBS durante 5 minutos



y  se  incub6  con  el  anticuerpo  secundario  conjugado  a  FITC  tambi6n  disuelto  en  BSA

al  10/o durante ctra hora.  Finalmente,  los cristales se montan sobre un portaobjeto con

una  gota  de  reactivo  de  montaje  (Kodak)  y  se  observaron  en  un  microscopio  de

epifluorescencia.

Para  la  tinci6n  de  F-actina  con  Faloidina  incubamos  por 30  min.  celulas  previamente

fijadas  y  bloqueadas  segtln  el  procedimiento  descrito,  con  Alexa  fluor  594  Falloidina-

rodamina  (Molecular  Probes)  diluido  5/200  en  BSA/PBS  1%.  Las  celulas  se  lavaron

con   PBS   y   se   montaron   sobre   el   potaobjeto,   para   poder   ser      observadas   al

microscopio.

11.Ensayo de invasion:

Con  el  prop6sito  de  evaluar la  capabidad  invasiva  de  las c6lulas,  utilizamos  el ensayo

de    invasi6n    en   camaras   Transwell   (Costar   Corp.)   de   tamafio   de   poro   8um.

Brevemente,  el filtro  poroso  de  las  camaras  se  incub6 previamen{e durante  12  horas

con  10  Hg  de  Matrjgel   y luego se  sembraron  en  medjo ljbre  de suero  5 x  104  celulas

en contacto con la proteina de MEC.  La incubaci6n se realiz6  por 48 hrs y las c6lulas

fueron  estimuladas  a  migrar al  estimulo  quimiotactico de  la soluci6n  de  SF al  10% del

compartimiento  inferior    de  la  camara  de  Transwell  (40).  Luego  de  la  incubaci6n,  se

evalu6   las   c6lulas   viables   presentes   en   cada   camara   mediante   el   ensayo   MIT

durante   una   hora.   Las   c6lulas  que  incorporaron  el  formazan  se  soltaron  con   una

soluci6n  de  tripsina-EDTA  en  ambos  lados  de  las  camaras  durante  30  minutes  a

37°C.   Finalmente  se  solubiliza  el  formazan  con  una  soluci6n  3:2  de  isopropanol  y

DMSO y se  mide la densidad 6ptica de la soluci6n  resultante a 570 nm. A los valores

obtenidos se les rest6 el blanco de la soluci6n de isopropanol y DMSO.
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RESULTADOS

I. Obtenci6n de c6Iulas que sobre-expresan  RhoA-activo.

Para  la  obtenci6n  de    c6lulas  que  sobre-expresan  RlioA activo,  se  utilizaron  celulas

epiteliales  mamarias  MCF-7  que fueron  transfectadas   con  concentractones  que  van

desde  2  hastal0  ug  (dependiendo  de  la  cantidad  de  celulas)  del  plasmido  pcDNA3

que contenia el CDNA de una forma de  RhoA que  posee  una   mutaci6n  que inhibe la

actividad  GTpasa  intrfnseca  de  la  mol6cula  lo que  resulta  en  una  acumulaci6n  de  la

forma activa unida a GTP  (16).   Del mismo modo,   se obtuvieron c6lulas controles por

transfecci6n con el vector vacio.

AI     identificar     RhoA     mediante     inmunofluorescencia     en     celulas     controles     y

transfectadas,  se observa que los cultivos de estas tlltimas aparecen enriquecidos en

el  antigeno  correspondiente.   A Io  largo  de este trabajo,  las  c6lulas transfectadas  se

identificaran por cambios evidentes en su citoesqueleto de Actina.

Figl.  Inmunofluorescencia  pare  RhoA con  anticuerpo anti-RhoA y anticuerpo  secundario  unido  a FITC,

en c5Iulas controles (A)  y en c6Iulas  transfectadas con RhoA activo (8)` Aumento 1ooX
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Con  el  prop6sito  de corroborar si  la  expresi6n  del CDNA contenido  en  nuestro  inserto,

correspondia  a  la  proteina  activa,  se  realiz6  un  ensayo  de  Pull  Down  para  reconocer

la   fracci6n    de    Rho-GTP   presente    en   c6lulas   transfectadas.    En    este   tipo   de

experimento  se    utiljz6  la  capacidad  de  la  proteina  de  fusion  GST-RBD  (Rho  Binding

Domain) de reconocer la forma activa de Rho.

Control  RhoGTP  LPA

RhoA activo

RliioA Total

Fig  2.   Pull  Down  de  c5Iulas  controles  y  transfectadas  con  Rho  activo   (FthoGTP).   La  fila  superior

conesponde a la fraccj6n de RhoA act.Ivo (unido a GTP) obtenida   por precip.itac.16n con la  proteina de

fusi6n GST-RBD. Las bandas de la fila inferior conesponden al control de carga e identifica la masa total

de  RhoA  en  una  hacoi6n  del  lisado.    Como  control  de  adivaci6n  utilizamos  LPA    10  pM  durante  2

minlJtos.

De  la  Figura  2    ,  podemos  deducir  que  mediante  la  transfecci6n  se  obtiene  un  nivel

de sobre-expresi6n  de  la  proteina  RhoA superior al  que  obtenemos  con  el  LPA,  que

es  un  conocido activador de  Rho.  Esto  nos  permite trabajar con  un  grupo de  c6lulas

que  tienen  una  mayor proporci6n  de  la  proteina  activa versus  la totalidad  de  Rho.  A

continuaci6n    las  c6lulas  transfectadas  con  la  version  activa  de  RhoA  se  nombraran

como  RhoGTP y   las  celulas  transfectadas  con  el  vector vacio  seran  nuestro  grupo

control.
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11. Caracterizaci6n de las celulas transfectadas

11.1. Caracterizaci6n del citoesqueleto de Actina

La   activaci6n   de   RhoA,   se   ha   asociado   a   un   cambio   en   el   remodelamiento   del

citoesqueleto  de  Actina  que  trae    como  consecuencia  la  estructuraci6n  de fibras  de

estfes  (28).  La  formaci6n  de  estas  fibras  es  un  evento  de  escasa  ocurrencia  en

celulas  epitelja[es,  caracteristicas  por su  polarizaci6n  y  may  baja  movilidad  (29).  Con

esos  antecedentes,  exploramos  si  la  sobre-expresi6n  de  RhoA en  c6lulas  epiteliales

MCF-7  induce  la  formaci6n  de  fibras  de  estr6s  y  de  Vinculina,  6sta  ultima  es  una

proteina  caracteristica  de  las  adhesiones  focales  de  expresi6n  predominantemente

mesenquimal.

Los  contactos   focales  constituyen  el  sitio especializado  de  uni6n    de la  celula a  una

matriz extracelular estructurados en  los extremos de haces de fibras de estfes.  Dado

que  Vinculina  es  una  proteina  constituyente  normal  de  las  adhesiones  focales  que

expresa dominios de uni6n  a Actina  (30) y que colocaliza con  6sta en las adhesiones

focales,   estudiamos  si   la  sobre-expresi6n   de  la  forma  activa   de  Rho  trae  como

consecuencia la colocalizaci6n de Actina y Vinculina.
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La  sobre-expresi6n  de  RhoA    aumenta  la  polimerizaci6n  de  Actina,  formando

fibras  de  Actina  corticales.    La  formaci6n  de  estas  fibras  se  colocalizan  con

Vinculina.

Actina Vinculina Colocalizacl6n

-:`-ffi    -ri `'` .-.-apfa-

`,Rff#t=jifetifeF
Fig3.  Inmunofluoresoencia doble pare  Factlna identificada con   Phalloidina unida a Rhodamina   (A,B) y

Vinoulina  con  antieuerpo  antl-Vinoulina  y  un  secundario  cortyugado  a  FITC;  (C,D)  de  una c6Iula confrol

(file   superior)   y   una   RhoGTP   (fila   inferior)   sembrades   sabre   una   matriz   de   Fibronectine.      La

c:olocalizacl6n de ambas proteinas  (E,F) se representa con el color amarilto. Aumento 100X.

Como  se  observa  en  la  Figura  3,  celulas  aisladas  del  grupo  control  expresan  una

sefial   de  Actina  dispersa  y  homog6nea,   en  conjunto   con  una  baja  expresi6n  de

Vinculina.   Por  su  parte,   celulas   RhoGTP  muestran  cordones  de  fibras  de  Actina

organizadas   en   forma   cortical  y  una   expresi6n   de  Vlnoulina  concentrada  en   los

puntos de adhesion focal.
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Tambien quisimos estudiar si estos cambios morfol6gico-estructurales observados en

celulas aisladas tambi6n se observaban en colonias de c6lulas y si estos cambios

morfol6gicos nos permitian identificar cultivos enriquecidos en c6Iulas en la proteina

RhoA actjva.

Actina Vinculina Colocalizaci6n

F.ng 4.  Inmunofluorescencia doble para  Factina  (A,B) y Vinculina (C,D) de colonias c6Iulas controles (fila

superior)  y  RhoGTP   (fila  inferior)  sembredas  sobre  uno   matriz  de  Fibronectlna.   EL     color  amarillo

representa la colocalizaci6n de ambas proteinas (E,F). ALimento 100X.

Como se observa en la Figura 4,  la formaci6n de haces corticales de fibras de Actina,

y   la   sobre-expresi6n   de   Vinculina   tambi6n   se   aprecian   en   las   celulas   RhoGTP

agrupadas  en  colonias.  Estos  rasgos  fenotipicos  se  observan  mayoritariamente  en

los cultivos de celulas transfectadas.
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11.2 Expresiones de Vinculina y Actina

Con  el  prop6sito  de  analizar  si  los  cambios  en  la  reactividad  a  Vinculina  y  Actina

observados  en  las  celulas  Rho-GTP,  eran  atribuibles  a  cambios  en  su  expresi6n

evaluamos el contenido de ambas proteinas por Western Blot.

La  nasa  total    de Vinculina  y   P Actina  no aumenta significativamente  en  las

c6Iulas  RhoGTP en  comparaci6n  con  las c6Iulas controles.   La distribuci6n   de

Vinculina  en   la  fracci6n   insoluble  aumenta  significativamente  en   las  c6lulas

RhoGTP

Control       Rh OGTP

120 KDa       +

45KDa        -

Vincu[ina

P Actina

Fig5.  Inmunoblot  pare  Vinculina  total  (fila  superior)  y  Actina  (filla  inferior),  que  actaa  coma  control  de

carga,  en c6Iulas controles y  RhoGTP.

Considerando  que  las  adhesiones  focales  constituyen  una  organizaci6n  molecular

que permite  la  asociaci6n de las c6lulas con  la  MEC quisimos estudiar si  la adhesion

a  MEC  provocaba  en  las  celulas  RhoGTP  un  reclutamiento  aumentado  de  Vlnculina

identificab[e   por  su  insolubilidad  a  detergente.   Para  ello,   tratamos  en  frio  cultivos ,

semiconfluentes  de  celulas  controles  y  RhoGTP  con  un  tamp6n  que  contenia  1%

Triton  X-100  y  analizamos   la   djstribuci6n   de  Vjnculina  y  Actina  en  las  fracciones

solubles e insolubles a Trit6n X-100.
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Control               RhoGTP

SIsl+**t*
Fracci6n sol/lns         1.3                    0.7

Fracci6n sol/lns         0.8                   0.7

Vinculina

Actina

Fig6.  Inmunedctecci6n  de  Vinculina  (fila  superior}  y  Actina  (flla  inferior)  en  las  flacciones  soluble  e

insoluble a  Trit6n X-100   en  c6Iulas controles y   RhoGTP.   En la  parte inferior de cada jnmunoblct se

indica  la  raz6n  num6rica  de  la  fracci6n  solublelinsoluble  producto  del  an6lisis  densitom6tnoo  de  las

bandas.

Como   se   observa   en   la   Figura   6,   las   c6Iulas   controles   muestran   una   mayor

proporci6n  de  Vlnculjna  en  la  fracci6n  soluble,  sin  embargo  las  RhoGTP  muestran

una  redistribuci6n  de   Vlnculina  a  la fracci6n  insoluble,  lo  que  confirma  los resultados

de co-Iocalizaci6n analizados previamente.

111. Adhesi6n celular

Como  se  analiz6  anteriormente,  las  celulas  transfectadas  Rho-GTP    presentan  una

importante  reestructuraci6n  del  citoesqueleto  de  Actina  que,  con  toda  probabilidad,

tiene   un    marcado   efecto   en   la   adhesi6n    celular.    Para   probar   esta   hip6tesis,

ensayamos   la   capacidad   adhesiva   de   ambos   tipos   celulares   sobre   una   matriz

preformada por c6lulas 6seas, Fn y Colageno tipo I.

30



Las c6lulas  RhoGTP presentan  una menor adhesividad  a  las distintas   matrices

en comparaci6n con las c6lulas controles.

Fig 7, Adhesi6n  celular sobre matrices de Fibronectina

(FN), matnz de celulas osteobl5sticas Saos (MEG) y

col6geno.   Las barras amarillas corresponden a fas c6Iulas

RhoGTP y las barTas azules a  las c6Iulas controles. Se

graflcaron los valores de D.O. (570nm) obtenides luego de

solubilizar las c6Iulas adheridas tefiidas con cristal violeta.

Como se aprecia en  la Figura  7,  en  un liempo de

90  minutos  en  contacto  con  las  diferentes  matrices,  las  celulas  controles  expresaron

una   capacidad   adhesiva   muy  superior  a   las   RhoGTP,   propiedad   que  tambi6n   se

expresa  en experimentos  realizados con tiempos  de adhesi6n  superiores  (200  min)  o

jnferiores (45 min).

Fig  8.  En  el    gfaflco  de  adhesion  se  muestra  una

mayor   adhesividad   de   fas   c6lulas   controles   a   fas

distintas  matnces,     en  comparaci6n  con  las  c6Iulas

RhoGTP.  Siendo       la  matriz  de  Fibronectina  la  que

permile  que  se       adhieran  con   rrrayor  facilidad  fas

celulas controles.

Ill.1  Efecto del inhibidor Y-27632 en  la adhesion celular

Uno  de  los  efectores   mss  estudiados  de  RhoA,  es  la   RhcLquinasa  (ROCK),  que

inhibe  una  miosin  fosfatasa que  remueve  los grupos fosfatos  de  la cadena  liviana  de

la  miosina  y  bloquea  la  actividad  miosina  (19).   El  resultado  neto  de  la  actividad  de

ROCK,   es   por  tanto,   un   aumento  de  fosforilaci6n  de   miosina   por  inhibici6n  de  la

destosforilaci6n,   produciendose la contracci6n de las fibras de estfes (31 ).
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Con  estos  antecedentes,   evaluamos  el  efecto  de  un   inhibidor  especifico  de  Rho-

quinasa  (Y-27632)  en  la  adhesion  celular,  de  modo  de  dilucidar si  una  disminuci6n  de

la   fosforilaci6n   de   miosina   celular   provoca   cambios   significativos   en   la   adhesion

celular  y   si   este  fen6meno   afecta   de   modo   diferencial   a   las   celulas   controles   y

RhoGTP.

El efecto de la menor adhesividad en las c6lulas RhoGTP, se bloquea  al utilizar

el inhibidor de Rhoquinasa (Y-27632).

Fig  9.  Adhesi6n  a  Fibronectina  duraute 90 minutos  en

celulas   controles   y  c6lulas   RhoGTP  en   condiclones

norrrrales  (barras  azules)  y  en  presencia  del  inhibidor

Y-27632 [25 ijM] (barras amarillas).

Como  se  observa  en  la  Figura  9,  el  inhibidor  de  ROCK  provoca  un  cambio  en  el

patr6n adhesivo de ambos tipos celulares hacia un fenotipo mas adhesivo.  En el caso

de  las  celulas  RhoGTP,  el  efecto  del  inhibidor  permite  que  estas  c6lulas  alcancen

valores de adhesion similares a las controles no tratadas.

Ill.2  Estiramiento  celular y el  posible  efecto  del  inhibidor de  ROCK sobre   esta

funci6n celular.

En  los  experimentos  de  adhesion  se  observ6  que  ademas  de  una  diferencia  en  la

capacidad  adhesiva,  ambos  tipos  celulares  mostraban  diferencias  morfol6gicas  que

eran  objeto  de  modificaci6n  por  el  inhibidor  de  ROCK.  Con  el  objeto  de  cuantificar

estos  cambios,  analizamos  los  niveles  de  estiramiento  ("spreading")  de  ambos  tipos

celulares bajo el estimulo de Y- 27632.
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Las  c6lulas  controles  muestran  un  mayor  grado  de  estjramiento  (spreading)

celular  a  un  tiempo  de  90  mjnutos  de  adhesi6n  a  Fibronectina  en  comparaci6n

con  las  c6lulas  RhoGTP.  El  inhibidor  de  ROCK  aumenta  en  ambas  c6lulas  el

estiramiento celular.

Estiramiento celular

11 1111-  I

Y-27632

8

Control

RhoGTP

Figlo.  A.  Proporoi6n  de  c6Iulas  estiradas  versus  el  total  de  c6lulas  adheridas  en  un  tiempo  de  90

minutos  de  adhesion  a  Fibronectlna,    en  presencla  y  ausencia    del  inhibidor    Y-27632  [25  uM].  8.

Microfctografia  de  un  campo  elegido  al  azar  que  muestra  celulas  s6Io  adheridas  (redondas)  y  fas

estiradas durante    90 minutos,  (a)    C6Iulas c;ontroles,    (b)   c5Iulas control con el inhibidor de  ROCKY-

27632 P5 uM], (a) c6Iulas RhoGTP y   (d) c5Iulas RhoGTP con el inhibidor de ROCK  P5 |iM].   Aurnento

20X.  Pare coda caso se contaron la totalidad de las c6lulas de cada pcoillo. Cada situaci6n experimental

estaba representada por 4 poclllos.
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Ill.4 Quinasa de adhesi6n focal

Como   vimos   anteriormente,   la   estructuraci6n   de   adhesiones   focales   definidas,

producto  de  la  expresj6n  de  RhoA  activo,     tiene  como  consecuencia  una  menor

adhesi6n    a    matrices.    Con    el   prop6sito    de   investigar   si   esta    propiedad    se

correlaciona  con  niveles  diferenciales  de activaci6n  de  la  quinasa  de  adhesion  focal

(FAK),    tirosina    quinasa    activada    por   la    adhesion    mediada    por    integrinas   y

localizada  en  las  adhesiones  focales  (26,32),  estudiamos  la  fosforilaci6n  en  tirosina

de FAK en c6lulas controles y RhoGTP sembradas sobre plastico.

La Quinasa de Adhesion  Focal  (FAK) presenta un  nivel de activaci6n  menor    en

las c6lulas RhoGTP que en las c6lulas controles.

C           RhoGTP

129KDa FAK-PY

___I

Figl2.  Inmunoprecipitaci6n  de  FAK en condiciones basales. Ai)  se  muestra  FAK en  su forma fosforilada

identificada con un anticuerpo anti-fosfo tirosina  (banda superior) y la expresi6n total   (banda inferior).  En

el carril derecho   se muestran fas dos especies correspondientes a fas c6lulas transfectadas   Rho-GTP,

a)  Analisis densitom€trico de fas bandas correspondientes a ambos tipos celulares expresado como la

fracci6n de FAK activa relatwa al total.

Como  se  observa  en  la  Figura  12,  condicjones  basales  (sembradas durante 24 horas

y  cultivadas  en  medio  sin  suero  fetal  por  12  horas),  las  celulas  controles  expresan  el

doble  de  FAK  activo  que  las transfectantes.  La  expresi6n  de  FAK  no  es  la  que varia

sino su activaci6n por fosforilaci6n en tirosinas.
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A tiempos  cortos  de  adhesion,  Ia  activaci6n  de  FAR en  c6Iulas  RhoGTP sigue

siendo menor a la de celulas controles. Esta situaci6n se revierte utilizando una

matriz de Fn.

Plastico Fibronectina

C              Rh OGTP               C         Rh OGTP

i- .a:=:;:¥ == -
T-:,-Ilg -,:::=:gg

FAK- PY

FAK total

Figl3.  Inmunoprecipitaci6n de  FAK a   un tiempo de adhesi6n  por 4 horas en c6Iulas sembradas sabre

pl6stico y Fibronectina.   Las bandas superiores conesponden a la forma fosforilada en tirosinas  de FAK

y las inferiores a FAK total que actda como control de carga.

De  la  Figura  13  podemos deducir que la  inhibici6n  de la activaci6n  de  FAK observada

en  las  c6lulas  RhoGTP  es  susceptible  de  ser  revertida  ofreciendo  a  las  c6lulas  una

matriz   de   Fn,   condici6n   6sta   en   la   que   las   c6lulas   RhoGTP   se   adhieren   mss

firmemente.   No   obstante,   el   analisis   cuantitativo   de   las   bandas   sugiere   que   la

adhesi6n   a   Fn   no   revierfe   completamente   la   menor  activaci6n   observada  sobre

plastico.

Ill.5 Expresi6n y localizaci6n de Cad-E

La  adhesion  c6lula-c6lula  dependiente  de  Cad-E  es  un  componente  esencial  de  la

morfologia  epitelial.  Datos  de  distintos  autores  ham  mostrado  que  la  activaci6n  de

RhoA   tiene   un   efecto   controversial   sobre   la   expresi6n   y   localizaci6n   de   Cad-E

(30,33).    Por tanto,  con  el fin  de estudiar si  en  nuestras  c6lulas  que  sobre-expresan

Rho   se   afectaba   la   interacci6n   eel-cel   dependiente   de   Cad-E,   analizamos   por

inmunofluorescencia y western blot la expresi6n de Cad -E.
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La sobre-expresi6n de RhoA en c6lulas MCF-7 no afecta la expresi6n y

localizaci6n de Caderina E

Controles RhoGTP

C                   RhoGTP

-    Cad-E

Figl4.     En la parle superior se muestra una  lnmunefluorescencia pare CaderinaE de  celulas controles

(A) y las c6Iulas  lanoGTP (8).  Aumento 100X.

En  la  perte  inferior  se  muestra  un  Western  BIot  para    Caderina  E,  la  banda  de  la  izquierda  son  fas

c6Iulas controles y banda de la derecha es el cton  RhoGTP

Estos  resultados  revelan  que  RhoA  no  ejerce    cambios  a  nivel  de  localizaci6n,  ni

expresi6n de Cad-E.

lv. Capacidad de invasion

La migracj6n celular de las c6lulas tumorales es un elemento crucial para la

adquisici6n de propiedades invasivas asociadas al fen6meno metastasico (22). La

habjlidad  de migrar de ambos tipos de c6lulas a traves de filtros incubados con

Matrigel  constituye una buena aproximaci6n a este fen6meno pues la celula pone en

operaci6n su capacjdad de movilizaci6n y la de degradar componentes de la MEC.
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Las celulas epiteliales mamarias que sobre-expresan RhoA-GTP poseen una

capacidad  invasiva superior a las c6lulas controles.

F®15 Ensayo de invasi6n en c6lulas controles y c6Iulas transfectadas con  RhoA-GTP.  En el gr6fico se

muestra la proporoi6n de c6lulas que migraron a tra\ies de filtros con Matngel   versus el total de c6lulas.

lv.1  Expresi6n de marcadores de malignidad

Con  el  prop6sito  de  estudiar  si  la  sobre-expresi6n  de  RhoA  promueve  la  expresi6n

del fenotipo  invasivo,  estudiamos en  ambos tipos celulares  la  expresi6n  de  una  serie

de marcadores especificos de malignjdad.

IV.1.1  Activaci6n de EGFR

En   tumores   epiteliales   de   diverso   origen   se   ha   descrito   una  correlaci6n   entre   la

activaci6n  del  receptor  de  EGF  y  la  adquisjci6n  de  propiedades  malignas.  Con  el  fin

de  analizar  si  la  expresi6n  de  Rho-GTP  modula  el  patr6n  de  activaci6n  de  EGFR,

analizamos  el  nivel  basal  de  fosforilaci6n  en  tirosinas  de  esta  molecula  en  ambos

tipos  celulares  mediante  un  procedimiento  de  inmunoprecipitaci6n  y  analisis  de  las

formas fosforiladas con un anticuerpo que reconoce fosfo-tirosinas.
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La  sobre-expresi6n  de  RhoA  en  c6lulas  MCF-7,  provoca  un  aumento  en     la

activaci6n del receptor de EGF (EGFR)

A.

EG FR-PY         -

a.  EGFR

C                   Rh OGTP

i      170KDa

+      55 KDa

Figl6.   A Inmunoblot para las fosfolirosin proteinas asociadas a la inmunoprecipitaci6n del receptor de

EGF en c6lulas controles  y en las transfectadas RhoGTP. La parfe superior muestra un revelado contra

fosfotirosina en el que se observan las fosfoiirosin proteinas que co-inmunoprecipitan  junto al receptor.

8   Control de carga que corresponde a una fracci6n del inmunoprecipitado revelada  con un anticuerpo

anti   EGFR.

Junto   con   la   observaci6n   del   aumento   en   la   fosforilaci6n   de   EGFR   en   celulas

RhoGTP   en   condiciones   basales   (12   horas  con   medio  sin  suero  fetal)   pudimos

observar  un   aumento   en   el   nivel   de  fosforilaci6n   en   tirosina   de   un   conjunto   de

proteinas que co-inmunoprecipitan junto a EGFR.
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lv.1.2 Localizaci6n de las proteinas fosforiladas en tirosina.

Dado    que    observaciones    previas    habian    mostrado   que    las    celulas    RhoGTP

expresaban   un   nivel   aumentado   de   proteinas   fosforiladas   en   tirosina,   decidimos

investigar   por   inmunofluorescencia,   Ia   localizaci6n   de   estas   proteinas   sobre   una

imagen de la distribuci6n de F-actina.

Las    c6Iulas    RhoGTP    presentan    una    mayor   concentraci6n    de    proteinas

fosforiladas en la superficie celular.

Fie  17.  Inmunofluorescencla  doble  pare  fosfotlrosina,  utllizando un  anlicuerpo rrlonoclonal anti-p-Tyr   y

un        antlouerpo  scoundario  conjugado  a  FITC  y  pera  F-Actina  utilizando  Phalloidin8-Rhodemina.  Se

observa la distnbuci6n de p-Tyr inrnunereactiva en celulas controles (A) y Rho€TP (a) y tambi6n la co-

Iocalizaci6n de esa rnarca con F-Actlna en c6Iulas controles (C) y Rho-GTP (D). Aurnento 63 X.

En  la  inmunofluol.escencia  observamos    que  las  c6lulas  RhoGTP  presentan  mayor

expresi6n de proteinas fosforiladas en tirosinas y una localizaci6n preferente de 6stas

en la superficie de la celula donde muestran una  colocalizaci6n  con Actina.
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lv.1.3 Producci6n de proteasas tumorales.

La  degradaci6n  de  la  matriz  extracelular es  un  proceso  necesario  para  la  migraci6n

de  las  celulas  tumorales  a   la  que  se  le  ha  atribuido  importancia  en   el  fen6meno

metastasico.   Entre  estas  proteasas  las  que  se  asocian  mss  directamente  con  la

invasividad tumoral son la metaloproteinasa a (MMP-9) y Uroquinasa (UPA)

La sobre-expresi6n de RhoA activo, provoca un aumento en  la secreci6n  de

MMP-9 y Uroquinasa al medio de cultivo.

•     Actividadde MMP-9y MMP-2

MMP-9

MMP-2

>
>

C            Rh OGTP
i,,?;.i2;S.ii  ;,Jt"`t`fF-

Figl8.      Zimograma   de   gelatina   pare   MMPS   (92KDa)   y   pare   IVIIVIP-2      (72   KDa)  en   los  medios

condicionados de celulas controles y c5lulas  RhoGTP.

Como   se observa en  la Figura  17    la   actividad de MMP-2 es similar en ambos tipos

ce[ulare§\  sin  embargo  la  actjvidad     de  MMP-9  se  ve  aumentada  en  las  c6Iulas

RhoGTB.

Activic|.?d de UPA

Expresi6n de  UPA

C`          RhoGTP

€d           ',I                   o~,5TJ     gffi      -,          i`-U'.-,RE¥t¥!i
-#{                      .                     ^#-J`\+

`              .:.;

Figl9.     En  la  parte superior se observa  la  actividad q,£ UPA evaluada  par zimografia  reversa y en  la

parfeinferiorsemuestrala%}Spresi6ndeuPAenelmedi.9fiondiciclnadomediadaporWestemBIot.

Se   observa   que      u[oquinasa      aumenta   notablemente   en   lap   c6lulas   Rho-GTP

evaluada como actividad caseinolitica o expresi6n de prcteina inmunoreactiva.
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lv.1.4 Activaci6n de ERK1,2

La  activaci6n    de    la  ruta  de  las  MAP  quinasas  se  lia  asociado  al  progreso  de  la

invasi6n  y  a  la  expresi6n  de  malignidad  (34-36).  Con  el  prop6sito  de  evaluar  si  la

sobre-expresi6n  de  Rho-GTP  provoca  una  activaci6n  basal  de  la  ruta,  evaluamos  el

nivel de activaci6n de ERK 1,2 productos finales de la activaci6n de la via.

Las c6Iulas RhoGTP expresan  un  nivel de fosforilaci6n  basal de ERK1,2 mucho

mayor que las c6Iulas controles

C                RhoGTP

P-ERK1,2

ERK1,2

Fig20.  En  la  parte  superior  se  observe  la  forma  fosforifada  de  EF€K1,2.  La  banda  de  la  izquierda

corTesponde a las c6Iulas oontroles y la   banda a la derecha   c;orresponde a las c6Iulas RhoGTP. En la

parte inferior se observa la carga total de ERK1,2.

Para  corroborar  si  el  aumento  en  la  activaci6n  de  ERK1,2  era  proporcional  a  la

activaci6n  de  RhoA,  se  realizaron  transfecciones  transitorias  (4,Oxl05  c6lulas)  con

concentraciones  crecientes  de  DNA,  observandose  un  aumento  de  la  activaci6n  de

ERKs   proporcional   a   la   concentraci6n   de   DNA.    Las   concentraciones   de   DNA

superiores a 3iJg generaron una alta mortalidad celular (datos no mostrados).

Dado  que  ha  sido  demostrado  que  la  adhesi6n  celular  mediada  por  integrinas  es

tambi6n  responsable  de  la  activaci6n  de  ERK1,2,  evaluamos  el  nivel  de fosforilaci6n

de las c6lulas en estudio utilizando c6lulas en suspensi6n.
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El  aumento  en  fosforilaci6n  de  ERK1,2  en  las  c6lulas  RhoGTP  se  mantiene  en

celulas no adheridas a sustrato.

C                  RhoGTP

P-ERK1'2

ERK 1,2

`..                   &:                            :

Fig  21.  Expresi6n  de  P-ERK1,2   (fila  superior)  y  ERK  1,2  (fila  inferior)    de  celulas  en  suspensi6n

controles y c6lulas RhoGTP.

V.   Efecto  de   inhibidores   especificos  sobre  la  expresi6n  de  marcadores   de    I

malignidad.

De  los  resultados  presentados  se  puede  deducir  que  el  aumento  de  expresi6n  de

marcadores  de  malignidad  podria  ser  resultado  de  un  cambio  en  la  activaci6n  de

rutas   de   sefializaci6n       o   producto   de   la   activaci6n   de   efectores   propios   del

citoesqueleto.   Con   el   prop6sito   de   dilucjdar  entre   estas   dos   opciones   utilizamos

inhibidores especificos de ambos mecanismos altemativos.

V.1  Efecto  de  inhibidores `especificos  de  la  ruta  ERK1,2 sobre  la  producci6n  de

UPA.

Con  el prop6si{o  de estudiar si la  activaci6n  de  la via de  las MAP  quinasas afecta  la

producci6n   de   UPA,   bloqueamos  esta  via   con   el   inhibidor  de   la   actividad   tirosin

quinasa  intrinseca  de  EGFR AG1498,  el  inhibidor de  la  actividad  de  Src  PP2  y  con

Genisteina,  inhibidor generico  de tirosinas  quinasas.  Determinamos  a  continuaci6n  la

activaci6n   de   ERK1,2  y  la   actividad   UPA  en   los   medios   condicionados   por  esas

mismas celulas.
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El  nivel  basal  de  activaci6n  de  ERK1,2  en  las  c6lulas  RhoGTP  es  sensible    al

inliibidor especifico de la activjdad quinasica del receptor de EGF (AG1478) y al

inhibidor  de  c-Src  (PP2).  Al  bloquear  la  activaci6n  de  ERK1,2  se  produce  una

disminuci6n de la producci6n de UPA.

RhoGTP

AG       PP2     Genist

•:,¥``+A   vefflffiife  tee!grfe>.::±seap95=.      .`¥~s8gg=:I

P- ERK 1 ,2

ERK1,2

Actividad de UPA

Fig  22.   Activaci6n de ERK1,2 y produccj6n de UPA en c6lulas controles y RhoGTP cultivadas  par 24

horas en  medio sin  suero fetal en  presen.cia  y ausencia  de los  inhibidores AG  14781uM  (AG) ,   PP2

25 |iM y Genisteina 25 pM (Genist).   En la fila   superior se observa la forma fosforilada de ERK1,2, en la

s.ituada al cenfro,  Ia carga de ERK1,2 y en la inferior la actividad iipA en los medios condicionados par

estas c6Iulas.

En  la  Figura  22  se observa que tanto  la  inhibici6n  de  la  actividad  quinasica  intrinseca

de  EGFR  con  AG  1478,  como   el  tratamiento  con  Genisteina  y  la  inhibici6n  de  c-Src

con  PP2  resultan  en  una  disminuci6n  de  la activaci6n  de  ERK1,2  y  una  consecuente

disminuci6n de la producci6n autocrina de UPA por las c6Iulas RhoGTP.
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V.2 Efecto de Y-27632 sobre la activaci6n de ERK1,2 y la secreci6n de UPA

Con  el  prop6sito  de evaluar si  los  cambios observados  en  el  citoesqueleto de Actina

en  c6Iulas  RhoGTP  ten fan  alguna  responsabilidad  en  la  activaci6n  de  ERK1,2 y  en  la

secreci6n  de  UPA,  inhibimos  la  contracci6n  celular  incubando  durante  24  horas  las

celulas   RhoGTP   en   presencia   de   Y-27632,   inhibidor   especifico   de   ROCK   que

previamente  habia  mostrado  que revertia  el efecto de  inhibici6n de  la adhesion tanto

en celulas controles como en las RhoGTP.

Co ntrol                 Rh OGTP

_            +          _          +        Y-27632

=-F5REi.::;~siii¥I:-:5::f3iffii35ffise
`~''.  `£..i,,`±u  :-i!-    `,+

i-<-

.-I
-. --s`  --:: `  : `',jrr-``  \ -

P-ERK1,2

ERK 1 ,2

Expresi6n de iipA

Fig 23.    Act-ivac;i6n de  ERK1,2   y expresi6n  de  UPA en  c6lulas  controles y   RhGTP  ,  en  condiciones

normales y con el inhibidorY-27632  10|iM durante 24 hrs.

Como  se  observa  en  la  Figura  23,  la  capacidad  de  las  celulas  RhoGTP  de  activar

ERK  1,2  y de  producir  una  cantidad  aumentada  de  UPA  se  anula  con  la  incubaci6n

previa de las c6lulas con el inhibidor de ROCK. Del mismo modo, se observa tambi6n

que en celulas controles el inhibjdor produce un aumento de P-ERK y de UPA
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V.3 Efecto de Y-27632 sobre la activaci6n del Receptor de EGF

Anteriormente observamos  que el inhibidor de  ROCK era capaz de anular los efectos

en  la  actividad  de  ERK1,2  y  la  producci6n  de  UPA.  Con  el  prop6sito  de  evaluar  una

posible  interconexi6n  entre  la  activaci6n  de  rutas  de  sefializaci6n  y    la  activaci6n  de

efectores  propios  del  citoesqueleto,  como  ROCK,  es  que  utjlizamos  c6lulas  RhoGTP

y controles  en  presencia  del  inhibidor Y-27632   y evaluamos  la activaci6n  del  receptor

de EGF.

Contro I                     RhoGTP
+                                     +           Y-27632

EGFR

Fig 24 lnmunoprecipitaci6n del receptor de EGF en condiciones normales   y en presencia del inhibjdor

Y-27632. En la parte superior se encuentra la forrrla fosforilada del receptor y en la infenor la masa total

de EGFR.  A Ia derecha se enouentra graficado el an6Iisis densitom6trico de las bandas

Como   se  observa   en   la  figura   24,   el   inhibidor  de   ROCK  es  capaz  de   activar  al

receptor  de   EGF  en  las  c6lulas  controles,   sin  embargo  en  las  c6lulas  que  sobre-

expresan   RhoA,    ejerce   un   efecto   inhibitorio,   concordante   con   el   efecto   en   la

activaci6n de ERK1,2 y la producci6n de UPA.

Cuando  evaluamos  la  expresi6n  de  UPA  en  los  medios  condicionados  de  las  c6lulas

de  la  figura  24,  observamos  que  en  las  celulas  RhoGTP  el  inhibidor  disminuye    su

expresi6n,  sin  embargo  en  las  c6lulas  controles  hay  un  leve  aumento.  Al  evaluar  la

activaci6n  de  ERK1,2  en  estas  mismas  c6lulas,  el  inhibidor   bloquea  la  activaci6n  en

las  c6lulas  RnoGTP,  sin  embargo  en  las  celulas  controles  produce  un  aumento en  la

activaci6n.
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V.4 Efecto de Y-27632 sobre el patron de proteinas fosforiladas en tirosinas

Actina

Control

RhoGTP

Fosfo-ti ros i n a                    C oloca I izaci6 n

Fly 25 Inmunofluorescencia para  F -Actina con Phalloidina unida a  Rhodamina y para fosfotirosina con

arfucuerpo  secundario conjugado a  FITC  de una celula control   y IJna  RhoGTP   sembradas sobre una

rriatriz  de  Ftoronectina  en  presencia  y  ausencia  de  Y-27632.  Le  tercera  columna  coTresponde  a  la

colocalizaci6n de ambas proteinas. Aumento 63X
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DISCUS16N

Los  procesos  de  malignizaci6n  de  tumores epiteliales suponen  la p6rdida  de algunas

bropiedades  que  definen  la  morfo-funcionalidad  del  epitelio  y  la  adquisici6n  de  otras

funciones  que  permi{en  el desarrollo de una conducta  migratoria  (29).  De este modo,

las  c6Itllas junto  con  perder su  morfologia  cuboidal,  su polan.dad y la fuerte adhesi6n

`c6lula=c6lula  adquieren  otras  propiedades  que  inducen  un  aumento  de  la  motilidad,

`eleni8nto  clave  en  la  adquisici6n  de  caracteristicas  metastasicas  (37)  Ademas  de la

adquisigi6n  de  propiedades  m6tiles,  y producto  de  la transformaci6n,  la  celula epitelial

comienza  tambien  a  producir  un  conjunto  de  enzimas  proteoliticas  cuya activjgad  se

suma  a  las  propiedades  migratorias  intrinsecas  con  lo  que  se  cons{ituye  el feno{ipo

mgtas{asico (38).

Sobre  la  base  de  estas  consideraciones,  en  el  presente  trabajo  establecimos  un

modelo  de  estudio  utiljzando  las  c6lulas  MCF-7,  que  constituyen  una  linea  celular  de

caracteristicas  epiteliales,  debilmen{e  invasiva.  En  estas  c6lulas,  intentamos  evaluar

el papel de la  GTpasa Rho que regula la funcionalidad  del citoesqueleto de actina,  en

la  adquisici6n  de  propiedades  invasivas,  para  lo  cual  sobre-expresamos  la  version

activa  de  RhoA  (RhoGTP)  y  estudiamos  un  conjunto  propiedades  funcionales  que

definen   la   adquisici6n   de   propiedades   malignas   como   un   modo   de   evaluar   la

participaci6n  de esta molecula en la progresi6n tumoral.   Nuestras observaciones nos

permiten  establecer una  relaci6n funcional entre la actividad de  RhoA y la adquisici6n

de propiedades malignas.
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Los  pn.ncipales  resultados  de  esta  tesis  sugieren  que  las  c6lulas  MCF-7  que  sobre-

expresan  Rho-GTP,  expresan un fenotipo celular mss invasivo que es el  resultado de

la expresi6n de algunas propiedades funcionales.

Celulas   RhoGTP   expresan   un   nivel   elevado   de   polimerizaci6n   de   actina   que   se

manifiesta   en  la  estructuraci6n   de  fibras  de  estfes  cortjcales  que  colocalizan   con

Vinculina,  proteina  caracteristica  de  la  adhesi6n focal  (Fig  3,4)  La  nitida  detecci6n  de

Vlnculina   no   se  asocia   a   un   aumento   de   la   expresi6n   puesto   que   la   masa  de

Vinculina  no  se  modifica  sustancialmente  como  producto  de  la sobre-expresi6n  de  la

forma   activa   de   RhoA   (Fig   5,6)   No   obstante   lo   anterior,   cuando   se   analiza   la

proporci6n  de  Vinculina  que  se  mantiene  insoluble  al  tratamiento  con  un  detergente

no   i6nico   (Trit6n   X-100)   y   que   constituye   una   representaci6n   aproximada   de   la

Vinculina   residente   6n   la   adhesi6n   focal,   detectamos   que   las   celulas   Rho=GTP

depositan  en  esa fracci6n  una proporci6n  mayor que  las  controles transfectada-s con

el  control  vacio  lo  que  permite  suponer  que,  efectivamente,  la  sobre-expresi6n  de

Rho-GTP induce un fortalecimiento de la adhesi6n focal.

Una  de  las  manifestaciones  de  los  cambios  en  la  djnamica  del  citoesqueleto  es  la

modificaci6n   de   la   conducta   adhesiva   celular  (10)   EI   fen6meno   adhesivo   no   se

reduce  al  mero  contacto  de  las  celulas  con  la  matriz insoluble  sino,  ademas,  jncluye

cambios importantes  en  la forma que permiten  que la  c6lula  amplifique el  m]mero de

contactos con la matriz y de este modo module la adhesividad.   Sobre la base de ese

principio,   evaluamos   el   efecto   de   la   sobre-expresi6n   de   RhoA   activo   sobre   la

adhesi6n  y detectamos  que  las c6lulas  RhoGTP  expresan  una  menor adhesividad  a

todas las  mol6culas de  matriz qile se ensayaron  (Fig 7,8)  Del mismo modo,  al hacer

un   recuento   de   la   proporci6n   de   celulas   qLie   habian   extendido   §u   superficie   de

contacto   con   la   matriz,   detectamos   que   en   las   celulas   Rho-GTP   el   nivel   de
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estiramiento   celular   era   significativamente   menor   que   en   las   controles   lo   que

reforzaba  nuestra  observaci6n  hecha  sobre  la  adhesividad  (40)  Con  el  prop6sito  de

evaluar  el   compromiso   de   RhoA  y   sus   efectores   celulares   en   este   fen6meno,

jncubamos  las  celulas  con  Y-27632,  un  inhibidor  de  la  quinasa  dependiente  de  Rho

(ROCK),    blanco  molecular primario  de  la  actividad  de  Rho.  Como  se aprecia  en  las

figuras  9  y  10,  el  inhibidor  de  ROCK  cuyo  efecto  global  apunta  hacia  una  disrupci6n

de las fibras de   estfes,  aumenta la adhesividad y nivel de estiramiento celular lo que

constituye  una potente sugerencia en el sentido que la sobre-expresi6n  de Rho activo

genera  un  fenotipo  con  un  mayor  nivel  de  tensi6n  en  el  cuerpo  celular,  fruto  de  un

incremento  de  la actividad  de  ROCK,  lo  que predispone a  la c6lula  a  un  menor nivel

de  adhesion  y,  en  consecuencia,  un  menor  estiramiento.  Estos  resultados  estan  de

acuerdo  con  datos  de  la  literatura  que  sostienen  que  la  actividad  de  Miosina  -que

depende  en  forma  directa  de  la  fosforilaci6n  de  su  cadena  liviana-  se  relaciona  en

forma inversa con la tasa de estiramiento celular (39-42).

Con  el prop6sito  de  evaluar si  las c6lulas  RhoGTP,  que  se  comportan  como  menos

adhesivas,  tambi6n  expresan  una  alteraci6n  de  la  ruta  de  sefializaci6n  dependiente

de   integrinas,   evaluamos   el   nivel   de   activaci6n   de   la   quinasa   de  adhesi6n  focal

(FAK).    La   figura    12    muestra    que,    en    condiciones    basales,    c6lulas   que   nan

permanecido  adheridas  por  24  h  §obre  plastico  en  medio  libre  de  suero,  expresan

una   menor   proporci6n   de   FAK  fosforilado.   Sin   embargo,   cuando   las   c6lulas   se

adhieren   por  un   periodo   de  4   h   sobre   una   matn-z  de   Fn,   las  celulas   Rho-GTP

alcanzaron  un  nivel  de  activaci6n  similar  al  de  las  controles  las  que  no  modifican  su

nivel  de  activaci6n  por  la  adhesi6n  a  Fn  (Fig  13)    Este  resultado  permite  sugerir que

la   adhesi6n   de   las   celulas   Rho-GTP   a   una   ma{riz   "enriquecida"   en   ljgandos   de

integrinas  revierte  la  condici6n  de  inactivaci6n  de  FAK  inducida  por  Rho-GTP.  Este
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resultado  tambi6n  esta  de  acuerdo  a  dates  de  la  literatura  reciente  que  indican  que

animales  nulos para  FAK presentan  una activaci6n constitutiva  de  Rho  (25).  Ademas

en   c6lulas   tumorales   (A431)   que   expresan   muchas   copias   de   EGFR  y  que   en

respuesta a  EGF se produce una desfosforilaci6n de  FAK con la consiguiente perdida

de   adhesi6n.   La   activaci6n   de   FAK   por   integrinas   (matriz   de   Fn)   bloquea   la

desfosforilaci6n de FAK inducida por EGF(45).

El    potencial    jnvasivo    celular   depende    en   forma    directa    de   la    capacidad   del

citoesqueleto  de  remodelarse  favoreciendo  la  migraci6n  celLilar  (29).  Con  el  fin  de

evaluar si los cambios  generados en  el citoesqueleto que resultan de la activaci6n de

RhoA  producen  cambios  en  la  invasMdad  celular,  realizamos  ensayos  de  invasi6n

utilizando  insertos  de  doble  camara  de  acuerdo  a  los  protocolos  establecidos  en

nuestro   laboratorio.   Como  la  figura   14  muestra,   las  c6lulas  Rho-GTP  muestran  el

doble de potencial invasivo que las controles en un ensayo de 48 h.   Estos resultados

concuerdan   tambj6n   con   el   aumento  de   la   expresi6n   de   UPA  y  MMP-9  -rasgos

funcionales directamente asociados con  la migraci6n asociada con la  degradaci6n  de

MEC  (28,38,43)-    observado  en  las  mismas  c6lulas  (Fig  18,   19).     En  resumen,  la

sobre-expresi6n   de   Rho-GTP   en   c6lulas   d6bilmente   invasivas   induce   una   menor

adhesividad,  una  disminuci6n  de  la  activaci6n  de  FAK,  un  aumento  de  la  invasividad

y   un   incremento   de   la   expresi6n   de   proteasas   tumorales,   todos   estos,   rasgos

caracteristicos del fenotipo invasivo.

Uno de los rasgos caracteristicos de las c6lulas invasivas es la activaci6n constitutiva

de algunas rutas de sefializaci6n y receptores de factores de crecimiento.  Es el caso

de  la  ruta  ERK-MAP  quinasas  y  el  receptor  de  EGF  (EGFR)  que  se  encuentran

fosforilados  en  muchos  tumores  epiteliales  (46).     Las  c6lulas  Rho-GTP  muestran
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niveles   aumentados   de   ERK   1,2   fosforilado   (independiente   de   la   adhesi6n   a   un

sustrato)  como  lo     muestran  las  figuras  20  y  21,     ademas  expresan  un  nivel  de

activaci6n  de  EGFR  (Fig  16,24)  sustancialmente  aumentado  respecto  de  las  c6lulas

controles  lo  que,  nuevamente,  confirma  que  la  sobre-expresi6n  de  RhoGTP  induce

un   nivel  de   activaci6n  de   importantes  rutas  de  sefializaci6n  caracteristicas  de  un

fenotjpo  maligno.  Concordante  con  esos  datos,  las  celulas  RhoGTP  expresan  en  su

superficie  proteinas fosforiladas  en  Tirosina  que  se  asocian  parcialmente con  Actina

(Fig  17).

Trabajos   recientes   realizados   en   celulas   A431   nan   mostrado   que   la   invasividad

celular estimulada por EGF es la consecuencia directa de la desfosforilaci6n de FAK .

El  estimulo  de  EGF  produce  cambios  morfol6gicos  que  generan  celulas  retractiles,

capaces  de  liberarse  de  la  MEC,  que  incrementan  la  motilidad  tumoral,  invasi6n  y

me{astasis (45).

La  inhibici6n  de  la  actividad  quinasica  intrinseca  de  EGFR  con  Tirfostina  (AG  1478),

la  inhibici6n  de  las  fosforilaciones  en  tirosina  con  Genisteina  y  la  jnhibici6n  de  c-Src

con  PP2  resultan  en  una  disminuci6n  de  la  activaci6n  de  ERK  y  una  consecuente

disminuci6n de la producci6n autocrina de UPA por las celulas RhoGTP (Fig 22).

Trabajos prevjos  demostraron  que  la  promoci6n  de la  migraci6n   provocada por UPA

requiere   de   la   uni6n   de   la   enzima   a   UPAR  y  la   activaci6n   de   Ras/ERK.   Se   ha

sugerido    que  UPA tambi6n  es  responsable  de  la  activaci6n  de  MLCK en  un  evento

corriente  abajo  de  Ras/ERK y  que  es  esencial  para  la  estimulaci6n  de  la  migraci6n

por  UPA  (46)  Los  mismos  autores  propusieron  la  existencia  de  una  cooperatividad

entre   la   rula   Ras-Erk   y   Rho-Rho   quinasa   en   la   activaci6n   de   la   migraci6n   por

Uroquinasa (47,48).
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Los  datos  presentados  en  este  trabajo  permiten  sostener  que  la  activaci6n  de  Rho

produce en las  c6lulas efectos que se ejercerian  a traves de dos vias diferentes:  por

una parte  la  ac{ivaci6n  de rutas  de  sefializaci6n y por otra,  la  activaci6n  de efectores

propios del citoesqueleto de actina,  como es el caso de ROCK (49).  La interconexi6n

de ambas  rutas fue puesta a  prueba evaluando  la activaci6n  del  EGFR,  de  ERK y la

producci6n   de   ilpA,   en   presencia   del   inhibidor  especifico   de   ROCK.      En  c6Iulas

RhoGTP  todos  estos  pafametros,  que  expresaban  una  activaci6n  basal  aumentada,

resultaron   inhibidos   por  Y-27632   lo   que   sugiere   que   el   status   de   activaci6n   de

miosina  y  su  consecuente  posibilidad  de  estructurar  fibras  de  estfes  es  capaz  de

regular   la   activaci6n   de   rutas   de   sefializaci6n   a   nivel   de   EGFR   (Fig   23,24   ).

Sorprendentemente,  en  las  c6Iulas  controles,  que  expresan  niveles  bajos  de  Rho-

GTP,  este  inhibidor  provoca  un  estimulo  a  la  activaci6n  de  EGFR,   ERK  1,2  y  un

aumento  en  la  producci6n  de  UPA.  Este  resultado  permite  confirmar  que  el  estatus

previo   de   organizaci6n   del   citoesc|ueleto   de     Actina   determina   la   respuesta   del

inhibidor   de   ROCK.       Esta   sugerencia   se   ve   reforzada   por   el   analisis   de   la

inmunofluorescencia  para  actina  y  P-Tyr  de  celulas  controles  tratadas  con  inhibidor

en las que se observa un aumento discreto de la marca de P-Tyr (Fig 25).

Es   interesante  destacar  que  se   ha  demostrado  que  la  inhibici6n  de  la  actividad

catalitica de  EGFR por Tirfostina (AG  1478) reduce significativamente la formaci6n de

fibras  de  estfes  en  respuesta  a  LPA  en  fibroblastos  Swiss  3T3  (51)  lo  que  propone

una  activa  conversaci6n  cruzada  entre  la  integridad  del  citoesqueleto  de  Actina  y  la

activaci6n de EGFR (52,53).
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Finalmen{e,  es  importante  destacar  que,  al  rev6s  de  lo  que  ocurre  en  fibroblastos

(49),  el  aumento  de  la  expresi6n  de  Rho  activo  en  las  c6lulas  mamarias  produce  un

estimu]o  a  la  invasivjdad.  Evidencias  similares  que  asocien  la  motilidad  ce[ular con  ]a

activaci6n  de  RhoA  ham  sido  reportados  para  c6lulas  prostaticas  ,   monocitos  (49)

entre  otras  c6lulas.     En  fibroblastos  de  rat6n,  se  ha  descrito  que  la  adhesi6n  a

Fibronectina  provoca  una  disminuci6n  transitoria  de  la  activaci6n  de  Rho,  evaluada

por  pull-down  (54).  Esta  evidencia  coloca  la  capacidad  adhesiva  de  las  c6lulas  en

oposici6n  a  la  activaci6n  de  Rho  lo  que  hace  razonable  sostener que en  celulas  que

sobre-expresan  Rho-GTP  la  capacidad  adhesiva  (evaluada  a  tiempos  cortos)  este

disminuida.    En  nuestros  resultados,  el papel  de  RhoA-GTP  fortaleciendo  la  adhesi6n

focal  queda  demostrado  en  c6Iulas  en  las  que,  Iuego  de  permanecer  adheridas  por

24  horas,  la  proporci6n  de  Vinculina  asociada  a  la  MEC  aumenta  significativamente

en    las    c6lulas    transfectantes.    Estos    dos    resultados    no    son    excluyentes    ni

contradictorios,  se  producen  como     manifestaci6n  de  una  secuencia  temporal  que

define el papel de RhoA en los procesos adhesivos y migratorios.
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MECANISMOS POSIBLES

Los cambios morfo-funcionales provocados por la sobre-expresi6n de la forma activa

de RhoA son en su mayoria, producto de la activaci6n de ROCK y muestran como

rasgo distintivo una activaci6n basal de el receptor de EGF. Este fen6meno trae

como consecuencia la activaci6n de la ruta ERK1,2 y un aumento en la producci6n

de ilpA. La activaci6n de EGFR provocada sin el estinulo de la adici6n de su ligando

natural (EGF) se puede expljcar por dos mecanismos posibles:

1 .    EI fenotjpo Rho-GTP expresa en forma constitutiva un ligando para el receptor

de EGF. Esta molecula, muy probablemente, se expresa unida a membrana y

su procesamiento depende de una actividad metaloproteasica.

2.    La forma activa de ROCK es capaz de fosforilar directamente al receptor de

EGF de modo similar a como lo hace con el silstrato IRS-1  del receptor de

jnsulina (55).
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CONCLUSIONES

Esta tesis muestra evidencias sobre algunos aspectos de la regulaci6n de la GTpasa

de la familia Rho en c6[ulas epitelja[es no descritos prevjamente.

a.    La  sobre-expresi6n  de  la  forma  activa  de  RhoA  (RhoGTP)  en  c6lulas

epiteljales   mamarias  afecta  su   patron  adhesivo  como   resultado  de  un

aumento  de  la  tensi6n  intracelular  qile,  creemos,  redunda  en  una  menor

exposici6n de si{ios de union a matriz.

b.    La  menor adhesi6n  es  posible  revertirla utilizando Y-27632,  un  inhibidor de

ROCK,  pn.ncipal  efector  de  Rho  y  trae  como  consecuencia  una  menor

activaci6n  basal   de  FAK  .   Esta  menor  activaci6n  de  FAK  tambi6n  es

posible revertiria adhiriendo las c6lulas a Fibronectina.

c.    Las   celulas   MCF-7  transfectadas   (RhoGTP)   tambi6n   expresan   un  nivel

aumentado   de   activaci6n   de   la   ruta   de   las   MAP  quinasas   lo  que,   al

parecer,  es  consecuencia  de  la  activaci6n por fosforilaci6n  en Tirosina del

receptor  de  EGF  que  ademas  promueve  la  expresi6n  de  Uroquinasa  (u-

PA),    ambos   fen6menos   inhibidos   por   Tirfostina   (AG    1478),    inhibjdor

especifico de la actividad quinasica de EGFR.

d.    La  inhibici6n  de  ROCK por Y-27632  provoca  una  respuesta  diferencial  en

las   c6lulas   controles   comparadas   con   las   RhoGTP.   Mientras   en   las

primeras  activa  la fosforilaci6p  de  ERK1,2 y la producci6n  de  u-PA,  en  las

celulas RhoGTP bloquea a,nibos pafametros.
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Nuestro aporte a la comprensi6n del rol de la GTpasa Rho en el cancer epitelial.

El  fenotipo  tumoral  invasivo  se  constituye  luego  que  la  c6lula  "iniciada"  adquiere  un

conjunto   de   propiedades   funcionales   asociadas   a   cambios   celulares   especificos

como   alteraciones   de   la   dependencia   al      suero,      perdida   de   la   inhibici6n   del

crecimiento   por   contacto,   cambios   en   [a   adhesividad,   adquisici6n   de   motilidad,   y

cambjos  morfol6gjcos  atribuidos  en  su  mayoria  a  modificaciones  en  la  organizaci6n

del citoesqueleto.

Estas     t]Itimas     propiedades     morfol6gico-funcionales     incluyen     mayoritariamente

cambios en  el  citoesqueleto  de  actina  el  que,  entre  otros factores,  esta  regulado por

la  actividad  de  las  GTpasas de la familia  Rho.  En  experimentos en  los que,  luego de

seleccionar   i.n    vivo   clones   metastaticos   provenientes   de   una    linea   celular   de

melanoma  d6bilmente  invasiva,  se  analiz6  el  patr6n  de  expresi6n  g6nico  mostraron

que uno de los  miembros de la familia Rho (Rhoc) figuraba entre los tres genes cuya

sobre-expresi6n  diferenciaba  de  manera  mss  clara  los  clones  invasivos  de  los  no

invasivos  (56).   Por  otra  parte,   en  estudjos  realizados  en   especimenes  tumorales

humanos, se ha observado que RhoA se enclientra   sobre-expresada en tumores   de

pTlm6n,  colon  y    mamas  (23,27,57).  Estos  datos  permiten  asignar  a  Rho  un  papel

fundamental   en   los   cambios   de   forma   y   motilidad   en   c6lulas   epiteliales   lo   que

contrasta  con  los  datos  obtenidos  en  celulas  de  tipo  mesenquimal  en  las  que  la

activaci6n de Rho sugiere la constituci6n de un fenotipo memos m6vil.

Basados  en  estos  antecedentes  que  asociaban  la  sobre-expresi6n  de  RhoA  con  la

progresi6n   tumoral,   nuestros   datos   provenientes  de   c6lulas   epiteliales   d6bilmente

57



invasivas  MCF-7  permi{en   sugerir  que  la  forma  activa  de  RhoA  desencadena   un

conjunto  de  cambios  celulares  asociados  a  la  malignidad  celular  que,  ademas  de

modular   la   organizaci6n   del   citoesqueleto   de   actina   y   la   estructuraci6n   de   las

adhesiones focales,  activa  una ruta  de sefializaci6n que  depende de la activaci6n del

receptor del factor de crecimiento epid6rmico (EGFR).

Tambi6n  este trabajo  de Tesis  permite sugerir que  la  Rho  quinasa  (ROCK),  principal

efector    de    Rho    en    la    mayoria    de    las    celulas    estudiadas,    esta    asociada

funcionalmente a los cambios descritos.
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Perspectiva biotecnol6gica

La adqllisici6n de propiedades invasivas constituye el evento decisivo en el desarrollo

de  metastasis  en  el  proceso  canceroso.  En  este fen6meno,  la  re-estructuraci6n  del

citoesqueleto   de   Actina   es   un   requerimiento   esencial   pues   otorga   a   la   c6Iula

carac{eristicas  migratorias;.    En  este  trabajo  de  tesis  hemos  descrito  que  ]a  sobre-

expresi6n de la forma activa de la proteina RhoA que regula la formaci6n de fibras de

estr6s,  induce  la  invasividad  celular y  la  expresi6n  de  marcadores  de  malignizaci6n.

Estos  datos  bermiten  sugerir  que  este  proceso  iniciado  por  la  activaci6n  de  Rho

cumple   con   algunos   de   los   requisites   necesarios  para   convertirse   en  un   blanco

terapeutico potencial para tratar tumores invasivos.
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