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RESUMEN

La expresion de propiedades malignas en células epiteliales supone la puesta en
marcha de una serie de cambios fenotipicos, que confieren a las células propiedades
especificas que permiten la migracién y degradacién de matrices, caracteristicas
funcionales que constituyen un atributo propio de las células metastasicas. La
adquisicién de propiedades migratorias implica la reorganizacién del citoesqueleto de

Actina a'través de un fenémeno regulado por las GTPasas de la familia Rho.

En el presente trabajo, utilizando una linea celular mamaria poco invasiva (MCF-7)
estudiamos el efecto de la sobre-expresién de la versién activa de RhoA en una
gama de propiedades funcionales comprometidas en la malignidad celular. Nuestros
datos muestran que las células transfectadas (RhoGTP) expresan un mayer potencial

ipvasi\i/o asociado a una menor adhesividad a diferentes matrices, una disminucion
«de la activacion de la quinasa de adhesioén focal y un aumento en la expreéiéﬁ de
proteasas tumorales como uPA y MMP-9. La sobre-expresion de Rho-GTP también
implica un importante aumento en la polimerizacion de Actina cortical y la co-

localizacion de esta molécula con Vinculina.

Del mismo modo, las células RhoGTP expresan un nivel basal aumentado de
activacion de EGFR y en consecuencia de ERK1,2. La inhibicién de la quinasa
responsable de la auto-activacion de EGFR trae como consecuencia el blogueo en la
produccion de uPA, lo que permite sugerir que la expresién de la proteasa es

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




La inhibicién de la actividad de la quinasa ROCK, efector preferente de RhoA bloguea
el efecto de la sobre-expresion de Rho-GTP sobre la adhesién y el estiramiento
celular como también la activacién del receptor de EGF, Ia activacion de ERK1,2 y la
produccion de uPA. Este hallazgo sugiere que los cambios en el citoesqueleto
regulados por el par Rho-ROCK activan una ruta de seifializacion que, previa
activacion del receptor de EGF, provoca un cambio fenotipico que incluye el aumento

en [a expresion de uPA y la activacion 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 cells 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.

In 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 malrices, 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 its co-localization

with vinculin.

In 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 sireiching as
well as activation of its receptor, ERK1,2 aclivation and uPA production. This finding
suggests that cytoskeleton rearrangement regulated by Rho-ROCK activates a
signéling 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

Problema general

Un porcentaje mayoritario de los canceres humanos corresponden a
carcinomas, es decir, afectan a células epiteliales (1). En Chile el cancer de mama
corresponde al 17% del fotal de casos de cancer que afectan a las mujeres y en los
altimos 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 células que proceden de un
carcinoma in situ pierden muchas de sus propiedades epiteliales (2). Por ejemplo,
pierden su adhesién y posicién restringida dentro de un tejido organizado, su
polaridad, adquieren la propiedad de dirigirse hacia localizaciones adyacentes y
desarrolian la capacidad de invadir territorios distantes (3). Una de las propiedades
que determinan la capacidad invasiva la constituye la produccion de proteasas que
degradan la MEC (4). Este concepto de célula invasiva-célula degradadora ha suftrido
modificaciones con la descripcion (para la familia de serin-proteasas de uroquinasa)
de receptores de membrana donde la enzima (uPA) localizaria su actividad
proteolitica pericelular y ademas activaria una ruta de sefializaciéon que, dependiendo
del tipo celular, constituiria un estimulo para la proliferacién o la migracién (5). De
este modo, el receptor de uPA (UPAR) pasa a cumplir una funcién clave en el
proceso metastasico dado su potencial de unir uPA generada desde diversas fuenies

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




invasivo, razon por la que se oforga a su expresién un potencial de mal prondstico
(6).

El proceso mediante el cual la célula adquiere propiedades migratorias se
conoce con el nombre genérico de Transicién Epitelio — Mesénquima (TEM). Este
fendmeno esta relacionado con la modulacion de propiedades funcicnales que
permitan que la célula invasiva se movilice y sobreviva en un ambiente distinto al que
le dio origen. De este modo, junto con la reestructuracién del citoesqueleto que
permitiria la movilizacién, se producen también, como parte de la TEM, una
reorganizacion de complejos de adhesion y cambio en el patron de expresion de la

magquinaria invasiva — degradativa que caracteriza a la célula metastasica (3,7).

La degradacion de la matriz extracelular es un proceso necesario tanto para la
migracion de las células endoteliales y mesenquimales, como para la invasién y
metastasis tumoral a distancia. Junto a las proteasas de la familia uroquinasa, la de
las metaloproteasas, que incluyén las colagenasas, gelatinasas A y B (MMP-9 de 92
KDa), metaloelastasa, estromelesina y matrisilina también desempefian una funcion

clave en el proceso invasivo tumoral (4).

La expresion del [eceptqr del factor de crecimiento epidermial (EGF-R) se ha
asociado también a los estados avanzados de tumores especificos como el de mama
(8). En nuéstro laboratorio hemos descrito recientemente que la unién de uPA a su
receptor provoca la tra,ns:ggﬁvécién de EGFR a través de un mecanismo que incluye
el procesamiento de un Ii‘gando insoluble de EGFR por una metaloproteinasa de
membrana. Esta reaccion permite el inicio de una ruta sefializacién que activa MAP

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




destacar que en células mamarias invasivas ambos receptores se encuentran sobre-
expresados por lo que se asume que este mecanismo juega un papel central en la

mantencion del fenotipo invasivo (9).

[.a adhesion focal

La adhesion celular a moléculas de matriz se realiza a través de la interaccion
de la MEC con un complejo de proteinas estructurado en la membrana celular en
torno a receptores especificos de adhesion, como las integrinas y a un conjunto de
proteinas cuya funcion se define en el establecimiento de una interaccion entre el
microambiente extracelular y el citoesqueleto de Actina (10). Las integrinas en
contacte con la MEC se agrupan formando un complejo supramolecular con
proteinas asociadas a citoesqueleto (Talina, Vinculina, o Actinina) y numerosas

moléculas de sefializacion (c-Src, FAK, P130cas y Paxilina ) (11).

En la mayoria de [as células, los componentes descritos en el parrafo anterior
constituyen las adhesiones focales, estructuras dinamicas que se ensamblan,
dispersan y reciclan permitiendo que la célula se adhiera, cambie de forma vy,
eventualmente, migre. El ensamblaje y desensamblaje de estas estructuras requiere
de la regulacion coordinada de las GTPasas de la familia Rho, a través de la
interaccion con las integrinas y numerosos receptores de adhesién como Cadherinas,
presentes en las uniones celula - ceélula, moléculas de adhesién celular (CAM),
receptores acoplados a proteinas G y receptores con actividad tirosina quinasa

(11,12).




Uno de los componentes moleculares de rﬁayor importancia en la adhesion
focal lo constituye la quinasa de adhesion focal (FAK), una tirosina quinasa asociada
a integrinas que se acfiva en respuesta al estimulo adhesivo. Como resuitado de [a
fosforitacion de FAK se activa una ruta de sefializacién que es responsable en gran

medida de |a regulacion de la motilidad celular y la adhesién (13,14).

GTPasa de la familia Rho

Los cambios de forma que permiten la adquisicién del fenotipo movil suponen
cambios en la organizacién del citoesqueleto de Actina que dependen de Ia
activacién de una familia de proteinas importantes en la sefializacion celular

conocidas como GTPasas de la familia Rho (15).

Las GTPasas de la familia Rho son parte de la superfamilia Ras, la cual ests
formada por mas de 100 pequefias proteinas monoméricas (20-30 KDa) de unién al
nucledtido guanina, entre ellas estan : Ras, Rho, Arf, Rab, Ran y Rad. Dentro de ios
miembros de la familia Rho, se encuentran Rho (A-H), Rac y Cdc42 (16). Los
miembros mas relevantes de esta familia son:

Rac, cuya activacion esta asociada a la formacion de lamelipodios y es responsable
de la motilidad celutar, polimerizacién de actina y la adhesion célula-célula mediada
por cadherina.

Cdc 42, que participa en la formacion de filopodios, ia adhesion célula-célula, Ia
desaparicion de ias fibras de esirés (usando como efector a PAK) .

Rho, que ha sido implicada en la formacion de fibras de estrés y adhesiones focales,
morfologia celular, agregacion celular, motilidad celufar, contraccién de mudsculo

esquelético y citoquinesis (17,18).




LLa forma activa de Rho (Rho unido a GTP) tiene como uno de sus efectores a
Rho-quinasa, (ROCK) que irhibe la aclividad de la miosin fosfatasa, lo que resulta
en un aumento de la fosforilacion de la cadena liviana de miosina, promoviéndose
el empaquetamiento de F-actina en fibras de estrés y la subsiguiente formacién de
adhesiones focales (19,20). Otro de los efectores de Rho es Rhotequina, cuya
funcion aun se desconoce, pero cuyo dominio de unién a Rho se utiliza para medir
por afinidad la fraccién de Rho-GTP.

RhoA, es una proteina de la familia Rho que
tiene un peso de 21 KDa y en la célula oscila
entre dos conformaciones extremas: una activa
unida a GTP y ofra inactiva que une a GDP. EL

ciclo entre la conformacion activa y la inactiva

estd regulada por factores de intercambio
GDP/GTP (GEF), proteinas que favorecen la conversion hacia la forma activa y
proteinas del tipo GAP que estimulan la propiedad GTPasa intrinseca permitiendo la
conversion al estado inactivo. Tambien moléculas del tipo GD! estabilizan la forma

inactiva de la GTPasa al inhibir la disociacion de GDP (21).

Se le ha asignado a RhoA una variedad de funciones, entre las que podemos
citar: el conirol de ia adhesién celular, la formacién de fibras de estrés, la motilidad, a
través de la organizacion del citoesqueleto de Actina y la regulacion de la

contractilidad de la actomiosina (22).

La funcidon especifica de esta proteina es muy dependiente del contexto

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




disminucion de RhoA tiene dos efectos opuestos: promover la migracién al disminuir
la adhesion y también disminuir la migracion por inhibicién de la contraccién (23).

La relacion entre la actividad de Rho y FAK se ha estudiado en células
mutantes embrionarias de ratén que no expresan FAK. En estas células se ha
observado un aumento en el nimero de contactos focales y una actividad supresora
de FAK sobre la actividad de RhoA que promueve la adhesion focal (24,25). La
activacion de FAK se produce por fosforilacidn de residuos de tirosina como resultado
de la interaccion del exfremo aminoterminal de la molécula con el tallo citoplasmatico
de la cadena B de integrinas (26), Temporalmente la fosforilacion de FAK coincide
con el estiramiento (spreading) de las células (25). Se ha demostrado que inhibidores

de la polimerizacion del citoesqueleto bloguean la fosforilacién de FAK.

En el presente trabajo, se realizaron experimentos para demostrar el papel de
la GTPasa RhoA en la adquisicion de propiedades malignas en células epiteliales
mamarias humanas débilmente invasivas (MCF-7), que si bien ain conservan
caracteristicas de células epiteliales (expresan el receptor de estrégenos), de igual

manera muestran débilmente rasgos de célula invasiva.

Dado que se ha sugerido que en los tumores de mama invasivos es posible
detectar una sobre-expresidon de RhoA (27) transfectamos células MCF-7 con la
version activa de RhoA, de modo de obtener celulas con ésta proteina sobre-

expresada y analizar los cambios funcionales que conlleva estia intervencion.
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Hipotesis

La conducta migratoria de las células epiteliales esta modulada por los niveles
de activacion de la GTPasa RhoA. La expresion de la forma activa de RhoA en
células débimente invasivas tiene como consecuencia la adquisicidén de un fenotipo

invasivo que secrete niveles aumentados de proteasas tumorales.

Objetivo General

Demostrar que fa expresion de la forma activa de RhoA en células mamarias,
afecta la funcionalidad de la célula hacia una configuracion celular mas invasiva gue

expresa niveles aumentados de proteasas tumorales.

Objetivos especificos

1. Obtener células transfectadas con la versién activa de RhoA (V14 RhoA).

2. Evaluar la actividad de RhoA, mediante ensayos de pull-down.

3. Caracterizar la organizacion del citoesqueleto de Actina.

4. Analizar los contactos focales en relacion a la adhesién y su composicion.

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

expresion de moléculas que caracterizan al fenotipo invasivo.,

11



MATERIALES Y METODOS

Instrumentos y equipos

Los instrumentos y equipos utilizados para realizar todos los procedimientos
necesarios para dar respuesta a la hipétesis planteada son: Campana de
bioseguridad forma Scientific modelo 1129, incubador Lab-Line CO. automatico,
camaras de transferencia Bio-Rad, centrifuga Biofuge prime R Heraeuns, liofilizador
Savant modelo RT 100A, microscopio de fluorescencia Nikon labophot-2, microscopio
invertido de confraste de fase Nikon modelo TMS-F y lector de ELISA modelo Elx-
806. Ademas se utlilizé el Programa Kodak Digital Science, 1D Image Analisis
Software version 3.0 para el andlisis densitométrico de las bandas obtenidas por

Western Blot.

Reactivos

» DMSO, Hepes, MTT, NEM, Temed, B-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).

e Metanoly Acido acético (TCL).

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

« Antibi6ticos Penicilina - Estreptomicina y Fungizona (BiosChile).

Leupeptina hemisulfato, Pepstatina A (US Biological).

12



Anticuerpos generales:

Monoclonales: anti RhoA ratdn (cytoskeleton) , anti CD87 (uPAR) ratén
(Pharmingen), anti P-ERK1,2 raton (Santa Cruz), anti P-Tyr ratén (Santa
Cruz), anti Vinculina raton (Sigma), anti EGF-R (donado por el Dr. Alfonso
Gonzalez, PUC), anti B Actina ratoén (Sigma), anti uPA ratén (Oncogene), y

anti ratén conjugado con peroxidasa IgG (Rockland).

Policlonales: 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 raton conjugado con FITC (Rockland) y anti conejo conjugado a

FITC (Sigma).

Inhibidores:

Inhibidor 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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Métodos

1. Cultivo celular

Células MCF-7 (adquiridas en ATCC', Manassas, VA, USA) fueron cultivadas en
ambiente humedo con 5% de CO,, 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 renovo cada dos dias.

Células osteoblasticas Sa0S también compradas en ATCC fueron cultivadas en las
mismas condiciones que las MCF-7.

Las células se subcuitivaron antes que alcanzaran la confluencia por tratamiento con
Tripsina-EDTA (Gibco) seguida de una corta incubacion con suero fetal para frenar Ia

actividad proteolitica.

Crio-preservacion de las células:

Las ceélulas se liberaron de la placa con tripsina-EDTA (Gibco), en la cual se
agregaron 4 volpmenes del medio de cultivo y se centrifugaron durante 5 minutos a
1800 rpm. El pellet resultante se resuspendié con mezcla de criopreservacion (90%
suero fetal bovino y 10% DMSO) a una densidad de 1X10°cél/mL . Se distribuye 1 mL
de la solucién en c;;'iotubos rotulados y se congela mediante el descenso gradual de
la temperatura hasta alcanzar —196 °C. Las células criopreservadas se almacenan

sumergidas en el N; liquido.

! American Type Cuiture Colection
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2. Método de transfeccion:

Para este procedimiento se utilizaron 400.000 células que fueron transfectadas con

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

cDNA de [a proteina RhoA activa ubicado enire sitio
de restriccion Bam H1 y Eco R1 del vector o el
vector vacio (grupo control). Para [a transfeccién se

utilizé el método de Lipofectamina 2001 (Invitrogen)

mediante el cual se incubaron [as células por 6 horas
con la mezcla DNA : Lipofectamina en una proporcién 1:2.

Para transfecciones tiransitorias, luego de la incubacion con la mezcla DNA-
Lipofectamina, las células se incuban en un medio con 10 % suero fetal y al cabo det

tercer dia son utilizadas para los experimentos.
A continuacién las células transfectadas con la versién activa de RhoA se nombraran
como RhoGTP y las células controles son aquellas transfectadas con el vector

vacio.

Los piasmidos fueron donados por el Dr. Miguel Quintanilla, Instituto de

Investigaciones Biomédicas Madrid, Espafia.
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3. Separacion de GTPasas activas por ensayo de puli-down:

Este procedimiento tiene por objetoc separar la fraccion de GTPasas en su forma
activa de la poblacién 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 Glutation Transferasa
(RBD-GST).

Obtencién proteina de fusion RBD-GST: Las bacterias DH5a (AmpR) con el
plasmido que contiene el cDNA de Ia proteina de fusion fueron donadas por el Dr.
Keith Burridge (University of North Caroline). Las bacterias que contenfan el
plasmido pGEX4T fueron crecidas a 37°C con agitacion en 40 mL de medio LB que
contenia 100 pug/mL del antibidtico de seleccién Ampicilina durante toda la noche.
Luego el cultive se amplificé a un volumen final de 500 mL con ef mismo medio de
cultivo creciendo hasta una DOgpo de 1.8. Luego, las bacterias se indujeron con
0.3mM IPTG por 16horas. Finalmente, las bacterias se separaron por centrifugacién
a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se resuspenden en 10 mL de tampdn de lisis
B (50mM Tris 7.4, 50mM NaCl, 5§ mM MgClz, 1mM DTT, 1mM PMSF, 1% Triton X-
100 y 10 pg/mi de Aprotinina y Leupeptina). El lisado bacteriano se sonicd 6 veces
por 20 segundos y se cenirifugd a 4°C por 10 minutos a 12000 rpm. El volumen total
del sobrenadante que contenia la proteina de fusién se incub6 mediante rotacion por
una hora con 1 mL de Glutation Sefarosa diluida al 50% en PBS, se lavo 3 veces en
tampon de lisis B, luego 2 veces con tampon de lisis B sin Tritén X-100 y se
almacend en 50% giicerol a —70°C.

Ensayo de Actividad: Cultivos de 1,2 x10° de células fueron sembradas en 2

lacas de 100cm? e incubadas en ausencia de suero por 12 horas. Lue 0, las células
g
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fueron lavadas 2 veces con tampén (Hepes 20mM, NaCl 0.15M) para luego ser
lisadas con tampdn A (50mM Tris pH 7.6, 500mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% DOC, 1%
Triton x-100, 0.5 mM MgCl: e inhibidores 0,150 mg/mL PMSF, 10ug/mL Leupeptina y
10ug/mL Aprotinina). A continuacién, el lisado se centrifugé por 5 minutos a 14.000
rpm y el sobrenadante se incub6d en rotacidn a 4°C por una hora con la proteina de
fusion purificada previamente y unida a Glutatién-Sefarosa. Luego de esta incubacion
se separd la fraccion de lisado unida a Sefarosa por centrifugacion durante 1 minuto
a 1400rpm, se lavd 2 veces con tampon de lisis y luego se mezcld con tampon de
carga concentrado (4x). La mezcla se calentdé por § minutos a 100°C y el
sobrenadante se cargd en un gel al 15 % SDS-PAGE siguiendo el protocolo
convencional de un Western Blot el que se revelé con un anticuerpo monoclonal anti

RhoA.

4. Western Blot:

Las ceélulas fueron raspadas desde la placa de cultivo con un volumen pequeiio de
tampoén C (Hepes 50mM, NaCl 150mM, EGTA 1mM, glicerol 10%, 1% Tritén x-100,
MgCl, 2mM e inhibidores de proteasas PMSF 0.15mg/ml, Ortovanadato 2mg/mL,
Leupeptina Spg/mL y Pepstatina 10ug/mL).

La concentracion de proteinas de cada muestra se determind por el método de Bio
Rad y se normalizaron entre ellas por dilucion. Cada muestra (con igual
concentracion de proteinas) se les agregdé tampdn de carga 4X con 1% de -
mercaptoetanol. La mezcla se calenté a 100°C por 5 minutos, se centrifugé por 2
minutos a 14000 rpm y el sobrenadante se cargé en un gel SDS-PAGE que se corrié
a 80V hasta pasar el gel concentrador y luego a 120V. Dependiendo del tamario de la

proteina a identificar, la transferencia se realizé en lapsos entre 1 hora a 100 V o 12
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horas a 30V. Finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con leche o
BSA al 5%, después se incubé con los respectivos anticuerpos primarios y
secundarios conjugados con peroxidasa. El revelado de las proteinas se realizé por
quimioluminiscencia utilizando el kit de Pierce.

Algunas membranas fueron ufilizadas para defectar otras formas de proteinas de
interés para lo cual las membranas se sometieron a sfripping con una solucién que
contenia 10 mL de una solucién Tris 50mM y 2% SDS y 70 pL de B-mercaptoetanol,
durante 20 minutos a 55°C en un horno de hibridacion. A continuacién, la membrana
se lavd por 1 hora en PBS y se procedid con la técnica de Western Blot de acuerdo a

lo descrito en el parrafo anterior.

5. Fraccionamiento por solubilidad a detergente:

Las células fueron crecidas durante 72 horas en placas de 60mm, luego se lavaron
con PBS y se trataron con 400 pb. de tampén de lisis C durante 20 minutos. A
continuacion, se retird esta fraccién y se centrifugd durante 10 minutos a 14000 rpm,
el sobrenadante corresponde a la fraccién soluble.

El residuo adherido a la placa se lavé con PBS e inbibidores de proteasas PMSF
0.15mg/mL, Ortovanadato 1mg/mL, Leupeptina 5Spg/mL y Pepstatina Sug/mL,
después se refird el PBS y mediante rompimiento mecénico con 100uL de tampén
de lisis RIPA (NaCl 150mM,Tris 50mM pH 8, 0.1% SDS , 0.5% DOC , 1% NP-40,
0.15mg/mL, Orfovanadato 1mg/mL, Leupeptina Spg/mL y Pepstatina 5uyg/mL , se
obluvo una nueva iraccion que después de ser cenfrifugada a 14000 rpm por 5

minutos, el sobrenadante pasoé a constituir la fraccion insoluble.
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6. Procedimiento de Inmunoprecipitacion:

En primer lugar, se prepara una mezcla de 40uL de Ia proteina A (Sigma), diluida
1/10 en tampodn de hidratacion con 3 pg del anticuerpo policlonal dirigido contra la
proteina a inmunoprecipitar y se somete a rotacion por 12 horas a 4°C.

Las células se lisan con el tampén C previamente descrito y el lisado es
centrifugado durante 15 minutios a 14000 rpm. Al sobrenadante de esia
centrifugacion se le determind la concentracién de proteinas de modo de incubar
durante toda la noche, igual cantidad de proteinas de lisado con la mezcla de
proteina A-anticuerpo. Una vez finalizada la incubacién, la mezcla se centrifugé
durante 5 minutos a 1400 rpm y el pellet se lavé 2 veces con tampodn de lisis C para
luego agregar tampon de carga con B-mercapioetanol y calentar a 100°C por 5
minutos. Finalmente, las muestras se cargaron en un gel 10% SDS-PAGE y se sigue

el protocolo de un Western Blot.

7. Zimografias:

Este procedimiento se llevd a cabo en medios condicionados por células
provenientes de diversos ensayos experimentales. Para ello, las células se incubaron
en medio libre de suero por 24 horas, se colectaron y concentraron 10 veces por
liofilizacion.

Para evaluar las aclividades las metaloproteinasas MMP-9 y MMP-2 presentes en
los medios condicionados. Estas muesiras se separaron en un gel al 10% SDS-
PAGE que contenia 1mg/ml de gelatina (Sigma). Luego de corrido el gel, éste se lavo

2 veces con Triton X-100 al 2.5% durante 20 minutos cada vez y se incubd a 37°C en
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tampén de activacion que contenfa 10mM Tris CI pH 7,5, Triton X-100 al 1.25% y
5mM CaCl, durante 24 o 48 horas.

Finalizada la activacion, el gel se tifidé con azul de Coomassie (50 % metanol, 10%
Acido acético, 40% agua destiada y 0.25 g azul de Coomassig), por 15 min.
Finalmente el gel se destifié parcialmente con una solucién {10% metanol, 80 % agua
destilada y 10% acido acético) que permite la deteccion de bandas de digestién de el

sustrato gelatina.

Para evaluar la actividad de Uroquinasa (uPA), las muestras de medio condicionado
se separaron en un gel al 10% SDS-PAGE, el que al final de la corrida se lavé 2
veces con Triton 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, 0,19 de Agarosa, 10ug de
Plasminogenc (Sigma) y 600 pl CaCi, 1M. Ambos geles en contacto se incubaron a
37°C toda la noche. La actividad se hace visible por ia aparicion de bandas de
degradacién del caseinato de calcio. Cuande la degradacion de hizo visible se

detuvo la reaccién con CuS0, al 2% en agua destilada.

8. Ensayos de adhesion:

s Preparacién de las MEC : Las matrices extracelulares derivadas de una linea

LI

celular osteoblastica (Sa0$-2) se prepararon con el procedimiento descrito
por Globus et af (1989). En placas de 48 pozos se agregé 500 pl de gelatina
(193pg/mL) entrecruzada con 500 pl de Carbodimida (4,2ug/mL) v se incubd

por 3 horas a temperatura ambiente. Luego, las placas se lavaron con agua
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destilada y se esterilizaron con UV por 2 horas. Se sembraron 5 x 10* células
Sa0S y se incubaron por 7 dias luego de alcanzada la confluencia. Durante
este tiempo las células fueron suplementadas con Acido Ascérbico
(60pg/mi). -

» Matrices con Fibronectina (Fn) y Colageno tipo | : Alicuotas que contenian
10pg por mL de Fn o Colageno | (Gibco BRL) disueltas en PBS se incubaron

por 2 horas a 37 °C 0 12 horas a4° C.

Como control de adhesién se ufilizé albimina de suero bovino (BSA, Sigma) al 5%
disuelio en PBS, previamente denaturado térmicamente (60°C) durante 30 minutos.
La solucion resultante se filtré y se agregé a los pocillos en las mismas condiciones
que las otras matrices. Una solucion diluida al 1% de BSA se utilizd para bloquear los
sitios de unidn inespecificos de las matrices de Fn y Col I.

Las células a adherir (25x10%) se liberaron de Ja 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 minutos.

El recuento de células adheridas se hizo mediante tincién con cristal vicleta (0.2% piv
y 10 % etanol) seguida de 3 lavados con PBS y solubilizacién del colorante en las
células con una solucién que contenia una proporcién 50:50 de NaH.PO, 0.1M y
etanol 50% v/v. La intensidad de coloracién se evaludé midiendo la densidad éptica a

570 nm. A los valores obtenidos se les resto el blanco de BSA (Li Liu 2002).
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9. Estiramiento ( “spreading”) celular:

Sobre una matriz de Fn preparada de la misma forma que se hiciera para los
ensayos de adhesion, se realizaron experimentos en los que se evalud el
estiramiento de las celulas recientemente adheridas. Para ello, se incubaron por 90
min. celulas controles y RhoGTP en presencia y ausencia del inhibidor de Rho kinasa
Y-27632. A continuacién, las células 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 tincion May Griinwalg (MERCK) durante 5 minutos seguido de lo cual las placas
se lavaron con abundante agua para eliminar el exceso de colorante y después se
agregdé una solucién Giemsa (MERCK) diluida 1/20 en dH,O 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. Inmunofiuorescencia:

Células controles y células RhoGTP fueron sembradas sobre cristales de vidrio
redondos de 13mm previamente incubados con una solucién de Fn 5Sug/ml y
sembradas durante 24 horas a 37°C. A continuacion, las células se lavaron una vez
con PBS y posteriormente se fijaron con Paraformaldehido 4% por 10 minutos a
temperatura ambiente. Con el propdsito de permitir el acceso del anticuerpo al interior
de la célula, éstas se permeabilizaron con Tritdon X-100 0.025% 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, duranfe unha hora. Se realizaron 2 lavados con PBS durante 5 minutos
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y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado a FITC también disuelto en BSA
al 1% durante otra 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 tincion de F-actina con Faloidina incubamos por 30 min. células previamente
fijadas y bloqueadas seguin el procedimiento descrito, con Alexa fluor 594 Falloidina-
rodamina (Molecular Probes) diluido 5/200 en BSA/PBS 1%. Las células se lavaron
con PBS y se montaron sobre el potacbjeto, para poder ser observadas al

microscopio.

11.Ensayo de invasion:

Con el proposito de evaluar la capacidad invasiva de las células, utilizamos el ensayo
de invasién en camaras Transwell (Costar Corp.) de tamafio de poro 8um.
Brevemente, el filtro poroso de las cdmaras se incubd previamente durante 12 horas
con 10 pg de Matrigel y luego se sembraron en medio libre de suero 5 x 10% células
en contacto con la proteina de MEC. La incubacién se realizé por 48 hrs y las células
fueron estimuladas a migrar al estimulo quimiotactico de la solucién de SF al 10% del
compartimiento inferior de [a camara de Transwell (40). Luego de la incubacion, se
evalud las celulas viables presentes en cada camara mediante el ensayo MTT
durante una hora. Las células que incorporaron el formazan se soltaron con una
solucion de tripsina-EDTA en ambos lados de las camaras durante 30 minutos a
37°C. Finalmente se solubiliza el formazan con una solucién 3:2 de isopropanol y
DMSQO y se mide la densidad éptica de la solucion resultante a 570 nm. A los valores

obtenidos se les resto el blanco de la solucion de isopropanoi y DMSO.
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RESULTADOS

I. Obtencidén de células que sobre-expresan RhoA-activo.

Para {a obtencion de células que sobre-expresan RhoA activo, se ufilizaron células
epiteliales mamarias MCF-7 que fueron fransfectadas con concentraciones que van
desde 2 hasta10 pg (dependiendo de la cantidad de células) del plasmido pcDNA3
que contenia el cDNA de una forma de RhoA que posee una mutacion que inhibe la
aclividad GTPasa intrinseca de la molécula lo que resulta en una acumulacién de la
forma activa unida a GTP (16). Del mismo modo, se obtuvieron células confroles por

transfeccion con el vector vacio.

Al idenfificar RhoA mediante inmunofluorescencia en células confroles vy
transfectadas, se observa que los cultivos de estas Gltimas aparecen enriquecidos en
el antigeno correspondiente. A lo largo de este trabajo, las células transfectadas se

identificaran por cambios evidentes en su citoesqueleto de Actina.

Fig1. Inmunofiuorescencia para RhoA con anlicuerpo anfi-RhoA y anticuerpo secundario unido a FITC,
en células controles (A) v en células fransfectadas con RhoA activo (B). Aumento 100X
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Con el propésito de corroborar si la expresion del cDNA contenido en nuestro inserto,
correspondia a la proteina activa, se realizé un ensayo de Pull Down para reconocer
la fraccion de Rho-GTP presente en células transfectadas. En este tipo de
experimento se utilizd la capacidad de la proteina de fusién GST-RBD (Rho Binding

Domain) de reconocer la forma activa de Rho.

Control RhoGTP LPA
RhoA activo

RhoA Total

Fig 2. Pull Down de células confroles y transfectadas con Rho aclivo (RhoGTP). La fila superior
corresponde a la fraccién de RhoA activo (unido a GTP) obfenida por precipitacién con la profeina de
fusion GST-RBD. Las bandas de /a fila inferior corresponden al control de carga e identifica fa masa total
de RhoA en una fraccion del lisado. Como controf de aciivacién utifizamos LPA 10 uM durante 2
minufos.

De la Figura 2 , podemos deducir que mediante la fransfeccion se obtiene un nivel
de sobre-expresion 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 células
que tienen una mayor proporcion de la proteina activa versus la totalidad de Rho. A
continuacién las células transfectadas con la version activa de RhoA se nombraran
como RhoGTP y las células transfectadas con el vector vacio seran nuestro grupo

control.
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1l. Caracterizacion de las células transfectadas

I1.1. Caracterizacién del citoesqueleto de Actina

La activacion de RhoA, se ha asociado a un cambio en el remodelamiento del
citoesqueleto de Actina que trae como consecuencia la estructuracion de fibras de
estrés (28). La formacion de estas fibras es un evento de escasa ocurrencia en
células epiteliales, caracteristicas por su polarizacion y muy baja movilidad (29). Con
esos antecedentes, exploramos si la sobre-expresion de RhoA en células epiteliales
MCF-7 induce la formaciéon de fibras de estrés y de Vinculina, ésta ulfima es una
proteina caracteristica de las adhesiones focales de expresion predominantemente

mesenquimal.

Los contactos focales constituyen el sitio especializado de unién de la célula a una
matriz extracelular estructurades en los extremos de haces de fibras de estrés. Dado
que Vinculina es una proteina constituyente normal de las adhesiones focales que
expresa dominios de unién a Actina (30) y que colocaliza con ésta en las adhesiones
focales, estudiamos si la sobre-expresion de la forma activa de Rho trae como

consecuencia la colocalizacion de Actina y Vinculina.
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La sobre-expresion de RhoA aumenta la polimerizacion de Actina, formando
fibras de Actina corticales. La formacion de estas fibras se colocalizan con

Vinculina.
Actina Vinculina Colocalizacion

Contrel

Rho-GTP

Fig3. Inmunofiuorescencia doble para F-actina identificada con Phalloidina unida a Rhodamina (A,B) y
Vinculina con anticuerpo anti-Vinculina y un secundario conjugado a FITC (C,D) de una célula control
(fila superior) y una RhoGTP (fila inferior) sembradas sobre una matriz de Fibronectina. La

colocalizacion de ambas proteinas (E,F) se representa con el color amarillo. Aumento 100X.

Como se observa en la Figura 3, células aisladas del grupo control expresan una
sefal de Actina dispersa y homogénea, en conjunto con una baja expresion de
Vinculina. Por su parte, células RhoGTP muestran cordones de fibras de Actina
organizadas en forma cortical y una expresion de Vinculina concentrada en los

puntos de adhesion focal.
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También quisimos estudiar si estos cambios morfolégico-estructurales observados en
células aisladas también se observaban en colonias de células y si estos cambios
morfologicos nos permitian identificar cultivos enriquecidos en células en la proteina

RhoA activa.

Actina Vinculina Colocalizacion

Rho-GTP

Fig 4. Inmunofiuorescencia doble para F-actina (A,B) y Vinculina (C,D) de colonias células controles (fila
superior) y RhoGTP (fila inferior) sembradas sobre una matriz de Fibronectina. E/ color amarillo
representa la colocalizacion de ambas proteinas (E,F). Aumento 100X.

Como se observa en la Figura 4, la formacion de haces corticales de fibras de Actina,
y la sobre-expresion de Vinculina también se aprecian en las células RhoGTP

agrupadas en colonias. Estos rasgos fenotipicos se observan mayoritariamente en

los cultivos de células transfectadas.
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1.2 Expresiones de Vinculina y Actina
Con el proposito de analizar si los cambios en la reactividad a Vinculina y Actina
observados en las células Rho-GTP, eran atribuibles a cambios en su expresién

evaluamos el contenido de ambas proteinas por Western Blot.

La masa total de Vinculina y f Actina no aumenta significativamente en las
células RhoGTP en comparacion con las células controles. La distribucién de
Vinculina en la fraccion insoluble aumenta significativamente en las células
RhoGTP

Control RhoGTP

120KDa —»

Vinculina

45KDa -

B Actina

Figh. Inmunoblof para Vinculina total (fila superior) y Actina (fila inferior), que acfida como conirol de
carga, en células controles y RhoGTP.

Considerando que las adhesiones focales constituyen una organizacién molecular
que permite la asociacion de las células con la MEC quisimos estudiar si la adhesion
a MEC provocaba en las células RhoGTP un reclutamiento aumentado de Vinculina
identificable por su insolubilidad a detergente. Para ello, tratamos en frio cultivos .
semiconfluentes de células controles y RhoGTP con un tampdén que contenia 1%
Triton X-100 y analizamos ia distribucién de Vinculina y Actina en las fracciones

solubles e insolubles a Tritén X-100.
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Control RhoGTP
S | S |

Vinculina

Fraccion Sol/ins 1.3 0.7

Actina

Fraccion Sol/ins 0.8 0.7

Fig6. Inmunodeteccién de Vinculina (fila superior) y Aclina (fila inferior) en las fracciones soluble e
insoluble a Triton X-100 en células controles y RhoGTP. En la parte inferior de cada inmunoblot se
indica la razén numérica de la fraccién solublefinsoluble producto del andlisis densitornéirico de las
bandas.

Como se observa en la Figura 6, las ceélulas controles muestran una mayor
proporcion de Vinculina en la fraccion soluble, sin embargo las RhoGTP muestran

una redistribucion de Vinculina a la fraccion insoluble, lo que confirma los resultados

de co-localizacion analizados previamente.

lll. Adhesion celular

Como se analizé anteriormente, las células transfectadas Rho-GTP presentan una
importante reestructuracién del citoesqueleto de Actina que, con toda probabilidad,
tiene un marcado efecto en la adhesidn celular. Para probar esta hipotesis,
ensayamos la capacidad adhesiva de ambos tipos celulares sobre una matriz

preformada por células éseas, Fn y Colageno tipo i.
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Las células RhoGTP presentan una menor adhesividad a las distintas matrices
en comparacion con las células controles.

' Adhesién 90 min |

0,3,
Fig 7. Adhesion celular sobre matrices de Fibronectina 098] |
(FN), matriz de células osteoblasticas SaOS (MEC) y ) O 5 ‘ _
; - ; B e | @Control

colageno. Las barras amarillas corresponden a las células E 0.15 | B

| s ORho
RhoGTP y las barras azules a las células controles. Se % 01 |
graficaron los valores de D.O. (570nm) obtenidos luego de 1 0,05
solubilizar las células adheridas tefidas con cristal violeta. 1 0!

‘ F ME Colageno

| N Cc

|

Como se aprecia en la Figura 7, en un tiempo de
90 minutos en contacto con las diferentes matrices, las células controles expresaron
una capacidad adhesiva muy superior a las RhoGTP, propiedad que también se
expresa en experimentos realizados con tiempos de adhesién superiores (200 min) o
inferiores (45 min).

: | 045 min
ADHESION | Ddsmn |

| 7!2907min |
| Fig 8 En el gréfico de adhesion se muestra una
| mayor adhesividad de las células controles a las

| distintas matrices, en comparacién con las células
J j | RhoGTP. Siendo la matriz de Fibronectina la que

permite que se  adhieran con mayor facilidad las

1 I |
] | B
¢ s 8 |

| MECC MECRho FNC FNRho ColagC Colag Rho

células controles.

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

Uno de los efectores mas estudiados de RhoA, es la Rho-quinasa (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 resuitado neto de la actividad de
ROCK, es por tanto, un aumento de fosforilacion de miosina por inhibicion de la

desfosforilacion, produciéndose la contraccion de las fibras de estrés (31).




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 disminucion de
la fosforilacion de miosina celular provoca cambios significativos en la adhesion
celular y si este fenomeno afecta de modo diferencial a las células controles y
RhoGTP.

El efecto de la menor adhesividad en las células RhoGTP, se bloquea al utilizar
el inhibidor de Rho-quinasa (Y-27632).

Adhesion 90 min |

Fig 9. Adhesién a Fibronectina durante 90 minutos en
células controles y células RhoGTP en condiciones

-.I:lY-Zi'-EBEH
normales (barras azules) y en presencia del inhibidor

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

Como se observa en la Figura 9, el inhibidor de ROCK provoca un cambio en el
patrén adhesivo de ambos tipos celulares hacia un fenotipo mas adhesivo. En el caso
de las células RhoGTP, el efecto del inhibidor permite que estas células alcancen

valores de adhesion similares a las controles no tratadas.

1ll.2 Estiramiento celular y el posible efecto del inhibidor de ROCK sobre esta
funcion celular.

En los experimentos de adhesion se observo que ademas de una diferencia en la
capacidad adhesiva, ambos tipos celulares mostraban diferencias morfolégicas que
eran objeto de modificacion 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 células controles muestran un mayor grado de estiramiento (spreading)
celular a un tiempo de 90 minutos de adhesiéon a Fibronectina en comparacion
con las células RhoGTP. El inhibidor de ROCK aumenta en ambas células el
estiramiento celular.

A Estiramiento celular 1

=

Control C+Y27632 RhoGTP Rho + Y-

27632

:

0,800

0,800

0,400

fraccion (S/total)

0,200

0,000

Y-27632

B

Control

RhoGTP

Fig10. A. Proporcion de celulas estiradas versus el total de células adheridas en un tiempo de 90
minutos de adhesion a Fibronectina, en presencia y ausencia del inhibidor Y-27632 [25 uM]. B.
Microfotografia de un campo elegido al azar que muestra células sélo adheridas (redondas) y las
estiradas durante 90 minutos, (a) Células controles, (b) células control con el inhibidor de ROCK Y-
27632 [25 uM], (c) células RhoGTP y (d) células RhoGTP con el inhibidor de ROCK [25 uM]. Aumento
20X. Para cada caso se contaron la totalidad de las células de cada pocillo. Cada situacion experimental
estaba representada por 4 pocillos.
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I1l.4 Quinasa de adhesion focal

Como vimos anteriormente, la estructuracion de adhesiones focales definidas,
producto de la expresion de RhoA activo, tiene como consecuencia una menor
adhesion a matrices. Con el proposito de investigar si esta propiedad se
correlaciona con niveles diferenciales de activacion de la quinasa de adhesion focal
(FAK), tirosina quinasa activada por la adhesion mediada por integrinas vy
localizada en las adhesiones focales (26,32), estudiamos la fosforilacion en tirosina

de FAK en células controles y RhoGTP sembradas sobre plastico.

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

las células RhoGTP que en las células controles.

c RhoGTP | }AK activé

129KDa FAK-PY Frac. 1
Relat. 08 ‘
06- ‘
0,4‘
| 02+
FAK 1 0 1
total f |

Células [

Fig12. Inmunoprecipitacion de FAK en condiciones basales. A) se muestra FAK en su forma fosforilada
identificada con un anticuerpo anti-fosfo tirosina (banda superior) y la expresién total (banda inferior). En
el camil derecho se muestran las dos especies correspondientes a las células transfectadas Rho-GTP.
B) Analisis densitométrico de las bandas correspondientes a ambos tipos celulares expresado como la
fraccién de FAK activa relativa al total.

Como se observa en la Figura 12, condiciones basales (sembradas durante 24 horas
y cultivadas en medio sin suero fetal por 12 horas), las células controles expresan el
doble de FAK activo que las transfectantes. La expresion de FAK no es la que varia

sino su activacion por fosforilacion en tirosinas.




A tiempos cortos de adhesidn, la activacion de FAK en células RhoGTP sigue
siendo menor a Ia de células controles. Esta situacion se revierte utilizando una
matriz de Fn.

Plastico Fibronectina

C RhoGTP C RhoGTP
W i G S FAK-PY

TR e . R FAK total

Fig13. Inmunoprecipitacion de FAK a un tiempo de adhesion por 4 horas en células sembradas sobre
pléstico y Fibroneciina. Las bandas superiores corresponden a la forma fosforifada en tirosinas de FAK
y las inferiores a FAK lotal que actida como controf de carga.

De la Figura 13 podemos deducir que la inhibicion de la activaciéon de FAK observada
en las células RhoGTP es susceptible de ser revertida ofreciendo a las células una
matriz de Fn, condicion ésta en la que las células RhoGTP se adhieren mas
firmemente. No obstante, el analisis cuanfitativo de las bandas sugiere que la
adhesion a Fn no revierte completamente la menor activacién observada sobre

plastico.

1.5 Expresion y localizacién de Cad-E

La adhesion célula-célula dependiente de Cad-E es un componente esencial de la
morfologia epitelial. Datos de distintos autores han mostrado que la activacion de
RhoA tiene un efecto controversial sobre la expresién y localizacion de Cad-E
(30,33). Por tanto, con el fin de estudiar si en nuestras células que sobre-expresan
Rho se afectaba la interaccion cel-cel dependiente de Cad-E, analizamos por

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

localizacion de Caderina E

Controles RhoGTP

C RhoGTP

~  <« CadE

o——

Fig14. En la parte superior se muestra una Inmunofluorescencia para Caderinak de células controles
(A) y las células RhoGTP (B). Aumento 100X.
En la parte inferior se muestra un Western Blot para Caderina E, la banda de la izquierda son las

células controles y banda de la derecha es el clon RhoGTP.

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

expresion de Cad-E.

IV. Capacidad de invasion

La migracion celular de las células tumorales es un elemento crucial para la
adquisicion de propiedades invasivas asociadas al fendomeno metastasico (22). La
habilidad de migrar de ambos tipos de células a través de filtros incubados con
Matrigel constituye una buena aproximacion a este fendmeno pues la célula pone en

operacion su capacidad de movilizacion y la de degradar componentes de la MEC.




Las células epiteliales mamarias que sobre-expresan RhoA-GTP poseen una

capacidad invasiva superior a las células controles.
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Fig15 Ensayo de invasion en celulas controles y celulas transfectadas con RhoA-GTP. En el gréfico se

muestra la proporcion de células que migraron a través de filtros con Matrigel versus el total de células.

IV.1 Expresiéon de marcadores de malignidad

Con el proposito de estudiar si la sobre-expresion de RhoA promueve la expresion
del fenotipo invasivo, estudiamos en ambos tipos celulares la expresiéon de una serie

de marcadores especificos de malignidad.

IV.1.1 Activacion de EGFR

En tumores epiteliales de diverso origen se ha descrito una correlacion entre la
activacion del receptor de EGF y la adquisicién de propiedades malignas. Con el fin
de analizar si la expresion de Rho-GTP modula el patron de activacion de EGFR,
analizamos el nivel basal de fosforilacion en tirosinas de esta molécula en ambos
tipos celulares mediante un procedimiento de inmunoprecipitacion y analisis de las

formas fosforiladas con un anticuerpo que reconoce fosfo-tirosinas.
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La sobre-expresion de RhoA en células MCF-7, provoca un aumento en Ila
activacion del receptor de EGF (EGFR)

A.

EGFR-PY —» <4 170KDa

<4 55KDa

B. EGFR

Fig16. A Inmunoblot para las fosfo-tirosin profeinas asociadas a la inmunoprecipitacién del receptor de
EGF en células controles y en las transfectadas RhoGTF. La parte superior muestra un revelado contra
fosfotirosina en el que se observan las fosfo-tirosin proteinas que co-inmunoprecipifan junto al recepor.
B Confrol de carga que corresponde a una fraccion del inmunoprecipiftado revelada con un anticuerpo

anti EGFR.

Junto con la observacion del aumento en la fosforilacion de EGFR en células
RhoGTP en condiciones basales (12 horas con medio sin suero fetal) pudimos
observar un aumento en el nivel de fosforilacion en tirosina de un conjunto de

proteinas que co-inmunoprecipitan junto a EGFR.
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IV.1.2 Localizacion de las proteinas fosforiladas en tirosina.

Dado que observaciones previas habian mostrado que las células RhoGTP
expresaban un nivel aumentado de proteinas fosforiladas en tirosina, decidimos
investigar por inmunofluorescencia, la localizacion de estas proteinas sobre una
imagen de la distribucién de F-actina.

Las celulas RhoGTP presentan una mayor concentracion de proteinas

fosforiladas en la superficie celular.

A

Fig 17. Inmunofluorescencia doble para fosfotirosina, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-p-Tyr y
un  anticuerpo secundario conjugado a FITC y para F-Actina utilizando Phalloidina-Rhodamina. Se
observa la distribucién de p-Tyr inmunoreactiva en células controles (A) y Rho-GTP (B) y también la co-
localizacién de esa marca con F-Actina en células controles (C) y Rho-GTP (D). Aumento 63 X.

En la inmunofluorescencia observamos que las células RhoGTP presentan mayor
expresion de proteinas fosforiladas en tirosinas y una localizacion preferente de éstas

en la superficie de la célula donde muestran una colocalizacién con Actina.
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IV.1.3 Produccién de proteasas tumorales.

La degradacion de la matriz extracelular es un proceso necesario para la migracion
de las células tumorales a la que se le ha atribuido importancia en el fendmeno
metastasico. Entre estas proteasas las que se asocian mas directamente con la
invasividad tumoral son la metaloproteinasa B (MMP-9) y Uroquinasa (uPA)

La sobre-expresién de RhoA activo, provoca un aumento en la secrecién de

MMP- 9 y Uroquinasa al medio de cultivo.

» Actividad de MMP-9 y MMP-2

Cc RhoGTP

MMP9 ]
MMP2 T >

Fig18. Zimograma de gelatina para MMP-3 (92KDa) y para MMP-2 (72 KDa} en los medios
condicionados de células controles y células RhoGTP,

Como se observa en la Figura 17 la actividad de MMP-2 es similar en ambos tipos
celulares, sin embargo la actividad de MMP-S se ve aumentada en las células

RhoGTR. C  RhoGTP

Actividad <e uPA

Expresion de uPA

Fig19. En la parle superior se observa [a actividad de uPA evaluada por zitmografia reversa y en la
parte inferior se muestra la gp(presién deuPAenel medjg  gondicionado mediada por Western Blot.

.

3

Se observa que Uroquinasa aumenta notablemente en las células Rho-GTP

evaluada como actividad caseinolitica o expresién de proteina inmunoreactiva.
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IV.1.4 Activacion de ERK1,2

La activacion de la ruta de las MAP quinasas se ha asociado al progreso de la
invasion y a la expresién de malignidad (34-36). Con el propésito de evaluar si la
sobre-expresion de Rho-GTP provoca una activacion basal de la ruta, evaluamos el

nivel de activacion de ERK 1,2 productos finales de la activacién de la via.

Las células RhoGTP expresan un nivel de fosforilacion basal de ERK1,2 mucho
mayor que las células controles

c RhoGTP

P-ERK1,2

ERK1,2

Fig20. En fa parfe superior se observa la forma fosforilada de ERK1,2. La banda de la izquierda
corresponde a las células coniroles y la banda a la derecha corresponde a las células RhoGTP. En ia
parte inferior se observa la carga total de ERK1,2.

Para corroborar si el aumento en la activacion de ERK1,2 era proporcional a la
activacion de RhoA, se realizaron fransfecciones transitorias (4,0)(105 células) con
concentraciones crecientes de DNA, observandose un aumento de Ia activacién de
ERKs proporcional a la conceniracion de DNA. Las concentraciones de DNA
superiores a 3ug generaron una alta mortalidad celular (datos no mostrados).

Dado que ha sido demostrado que la adhesién celular mediada por integrinas es
también responsable de la activacién de ERK1,2, evaluamos el nivel de fosforilacion

de las células en estudio utilizando células en suspension.
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El aumento en fosforilacion de ERK1,2 en las células RhoGTP se mantiene en
células no adheridas a sustrato.

P-ERK1,2

ERK 1,2

Fig 21. Expresion de P-ERK1,2 (fila superior) y ERK 1,2 (fila inferior) de células en suspensién
controles y células RhoGTP.

V. Efecto de inhibidores especificos sobre la expresién de marcadores de
malignidad.

De los resultados presentados se puede deducir que el aumento de expresion de
marcadores de malignidad pedria ser resultado de un cambio en la activacién de
rutas de sefalizacion o producto de la activacion de efectores propios del
citoesqueleto. Con el proposito de dilucidar entre estas dos opciones utilizamos

inhibidores especificos de ambos mecanismos alternativos.

V.1 Efecto de inhibidores especificos de la ruta ERK1,2 sobre la produccién de
uPA.

Con el propdsito de estudiar si la activacion de la via de las MAP quinasas afecta la
produccion de uPA, bloqueamos esta via con el inhibidor de la actividad ftirosin
quinasa intrinseca de EGFR AG1498, el inhibidor de Ia actividad de Src PP2 y con
Genisteina, inhibidor genérico de tirosinas quinasas. Determinamos a continuacion [a
activacion de ERK1,2 y la actividad uPA en los medios condicionados por esas

mismas células.
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El nivel basal de activacion de ERK1,2 en las células RhoGTP es sensible al
inhibidor especifico de la actividad quinasica del receptor de EGF (AG1478) vy al
inhibidor de c-Src (PP2). Al bloquear la activacion de ERK1,2 se produce una

1}

disminucién de la produccion de uPA,

RhoGTP

C AG PPz Genist

il T s A P-ERK 1,2

ERK1,2

S

R Actividad de uPA

Fig 22. Activacion de ERK1,2 y produccion de uPA en células conlroles y RhoGTP cultivadas por 24
horas en medio sin suero fetal en presencia y ausencia de los inhibidores AG 1478 TuM (AG), PP2
25 uM y Genisteina 25 uM (Genist). En fa fila superior se observa la forma fosforilada de ERK 1,2, enla
situada al centro, fa carga de ERK1,2 y en la inferior Ia actividad uPA en los medios condicionados por

estas céluias.

En la Figura 22 se observa que fanto la inhibicion de la actividad quinasica intrinseca
de EGFR con AG 1478, como el tratamiento con Genisteina y la inhibicién de ¢-Src
con PP2 resultan en una disminucién de la activacion de ERK1,2 ¥ una consecuente

disminucién de [a produccion autocrina de uPA por las células RhoGTP.
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V.2 Efecto de Y-27632 sobre la activacion de ERK1,2 y la secrecién de uPA

Con el propésito de evaluar si los cambios observados en el citoesqueleto de Actina
en ceélulas RhoGTP tenian alguna responsabilidad en la activacion de ERK1,2 yenia
secrecion de uPA, inhibimos la contraccion 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 inhibicién de la adhesion tanto

en células controles como en las RhoGTP.

Control RhoGTP
- + - + Y-27632
P-ERK1,2
ERK 1,2

Expresion de uPA

Fig 23. Activacion de ERK1,2 y expresién de uFA en células controles y RhGTP , en condiciones
normales y con el inhibidor Y-27632 10uM durante 24 hrs.

Como se observa en la Figura 23, la capacidad de las células RhoGTP de activar
ERK 1,2 y de producir una cantidad aumentada de uPA se anula con la incubacion
previa de las células con el inhibidor de ROCK. Del mismo modo, se observa también

que en células controles el inhibidor produce un aumento de P-ERK y de uPA
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V.3 Efecto de Y-27632 sobre la activacion 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 produccién de uPA. Con el proposito de evaluar una
posible interconexion entre la activacion de rutas de sefalizacion y la activacion de
efectores propios del citoesqueleto, como ROCK, es que utilizamos células RhoGTP

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

de EGF.
Control RhoGTP Analisis densitometrico |
) i ) + Y-27632 |

g 18 |

P-EGFR | £

| ¢ 084
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& g7
c C Rho Rho
EGFR Ya7632 V27632

Fig 24 Inmunoprecipitacién del receptor de EGF en condiciones normales y en presencia del inhibidor
Y-27632. En la parte superior se encuentra la forma fosforilada del receptor y en ia inferior la masa total
de EGFR. A la derecha se encuentra graficado el analisis densitométrico de las bandas

Como se observa en la figura 24, el inhibidor de ROCK es capaz de activar al
receptor de EGF en las células controles, sin embargo en las células que sobre-
expresan RhoA, ejerce un efecto inhibitorio, concordante con el efecto en la
activacion de ERK1,2 y la produccién de uPA.

Cuando evaluamos la expresion de uPA en los medios condicionados de las células
de la figura 24, observamos que en las celulas RhoGTP el inhibidor disminuye su
expresion, sin embargo en las células controles hay un leve aumento. Al evaluar la
activacion de ERK1,2 en estas mismas células, el inhibidor bloquea la activacion en

las células RhoGTP, sin embargo en las células controles produce un aumento en la

activacion.
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V.4 Efecto de Y-27632 sobre el patrén de proteinas fosforiladas en tirosinas

Actina Fosfo-tirosina Colocalizacion

Control -..

Y-27632

RhoGTP .-

Y-27632 ..

Fig 25 Inmunofluorescencia para F —Actina con Phalloidina unida a Rhodamina y para fosfotirosina con
anticuerpo secundario conjugado a FITC de una célula control y una RhoGTP sembradas sobre una

matriz de Fibronectina en presencia y ausencia de Y-27632. La tercera columna cormresponde a la
colocalizacion de ambas proteinas. Aumento 63X
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DISCUSION

Los procesos de malignizacion de tumores epiteliales suponen ia perdida de algunas
propiedades que definen la morfo-funcionalidad del epitelio y la adquisicion de ofras
funciones que permiten el desarrollo de una conducta migratoria (29). De este modo,
las células junto con perder su morfologia cuboidal, su polaridad y la fuerte adhesién
-célula:célula adquieren otras propiedades que inducen un aumento de la motilidad,
eleménto clave en la adquisicién de caracteristicas metastésicas (37) Adems de la
adquisicion de propiedades métiles, y producto de la transformacién, la célula epitelial
C9mienza también a producir un conjunto de enzimas proteoliticas cuya actividad se
suma a las propiedades migratorias infrinsecas con lo que se constituye el f_t_anoﬂpo

metastasico (38).

Sobre la base de estas consideraciones, en el presente trabajo establecimos un
modelo de estudio utilizando las células MCF-7, que constituyen una linea celular de
caracteristicas epiteliales, débimente invasiva. En estas células, intentamos evaluar
el papel de la GTPasa Rho que regula la funcionalidad del citoesqueleto de actina, en
la adquisicién de propiedades invasivas, para lo cual sobre-expresamos la versién
activa de RhoA (RhoGTP) y estudiamos un conjunto propiedades funcionales que
definen la adquisicion de propiedades malignas como un modo de evaluar la
participacion de esta molécula en la progresién tumoral. Nuestras observaciones nos
permiten establecer una relacion funcional entre la actividad de RhoA y la adquisicion

de propiedades malignas.
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Los principales resultados de esta tesis sugieren que las células MCF-7 que sobre-
expresan Rho-GTP, expresan un fenotipo celular mds invasivo que es el resultado de
Ia expresion de algunas propiedades funcionales.

Células RhoGTP expresan un nivel elevado de polimerizacién de actina que se
manifiesta en la estructuracién de fibras de estrés corticales que colocalizan con
Vinculina, proteina caracteristica de la adhesion focal (Fig 3,4) La nitida deteccion de
Vinculina no se asocia 2 un aumento de la expresion puesto que la masa de
Vinculina no se modifica sustancialmente como producto de la sobr:e—expresién de la
forma activa de RhoA (Fig 5,6) No obstante lo anterior, cuando se analiza la
proporcion de Vinculina que se mantiene insoluble al tratamiento con un detergente
no iénico (Triton X-100) y que constituye una representacién aproximada de la
Vinculina residente en la adhesién focal, detectamos que las células Rho-GTP
depositan en esa fraccién una proporcion mayor que las controles transfectadas con
el control vacio lo que permite suponer que, efectivamente, Ia sobre-expresion de
Rho-GTP induce un fortalecimiento de la adhesion focal.

Una de las manifestaciones de los cambios en la dinamica del citoesqueleto es Ia
modificacion de ia conducta adhesiva celular (10) E! fenémeno adhesivo no se
reduce al mero contacto de las células con la matriz insoluble sino, ademas, incluye
cambios importantes en la forma que permiten que la célula amplifique el nimero de
contactos con la matriz y de este modo module la adhesividad. Sobre la base de ese
principio, evaluamos el efecto de la sobre-expresion de RhoA activo sobre la
adhesidn y detectamos que las células RhoGTP expresan una menor adhesividad a
todas las moléculas de matriz que se ensayaron (Fig 7,8) Del mismo modo, al hacer
un recuento de la proporcion de células que habian extendido su superficie de

confacto con la matriz, detectamos que en las células Rho-GTP el nivel de
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estiramiento celular era significativamente menor que en las controles Io que
reforzaba nuestra observacién hecha sobre la adhesividad (40) Con el propésito de
evaluar el compromiso de RhoA y sus efectores celulares en este fenémeno,
incubamos las células 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 disrupcién
de las fibras de estrés, aumenta la adhesividad y nivel de estiramiento celular lo que
constituye una potente sugerencia en el sentido que la sobre-expresién de Rho activo
genera un fenotipo con un mayor nivel de tensién en el cuerpo celular, fruto de un
incremento de la actividad de ROCK, lo que predispone a la céiula a un menor nivel
de adhesién 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 fosforilacion de su cadena liviana- se relaciona en
forma inversa con la tasa de estiramiento celular (39-42).

Con el propésito de evaluar si las células RhoGTP, que se comportan como menocs
adhesivas, también expresan una alteracion de la ruta de sefalizacion dependiente
de integrinas, evaluamos el nivel de activacion de Ia quinasa de adhesién focal
(FAK). La figura 12 muestra que, en condiciones basales, células que han
permanecido adheridas por 24 h sobre plastico en medio libre de suero, expresan
una menor proporcion de FAK fosforilado. Sin embargo, cuando las células se
adhieren por un periodo de 4 h sobre una matriz de Fn, las células Rho-GTP
alcanzaron un nivel de activacion similar al de las controles las qgue no modifican su
nivel de activacién por la adhesion a Fn (Fig 13) Este resultado permite sugerir que
la adhesion de las células Rho-GTP a una mairiz “enriquecida” en ligandos de

integrinas revierte la condicién de inactivacién de FAK inducida por Rho-GTP. Este
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resultado también est4 de acuerdo a datos de la literatura reciente que indican que
animales nulos para FAK presentan una activacién constitutiva de Rho (25). Ademas
en células tumorales (A431) que expresan muchas copias de EGFR y que en
respuesta a EGF se produce una desfosforilacion de FAK con la consiguiente pérdida
de adhesién. La activacion de FAK por integrinas (matriz de Fn) bloquea la
desfosforilacion de FAK inducida por EGF(45).

El potencial invasivo celular depende en forma directa de la capacidad del
citoesqueleto de remodelarse favoreciendo la migracién celular (29). Con el fin de
evaluar si los cambios generados en el citoesqueleto que resuftan de la activacién de
RhoA producen cambios en la invasividad celular, realizamos ensayos de invasion
ufilizando insertos de doble camara de acuerdo a los protocolos establecidos en
nuestro laboratorio. Como la figura 14 muesira, las células Rho-GTP muestran el
doble de potencial invasivo que las coniroles en un ensayo de 48 h. Estos resultados
concuerdan también con el aumento de la expresién de uPA y MMP-9 -rasgos
funcionales directamente asociados con la migracién asociada con la degradacién de
MEC (28,38,43)- observado en las mismas células (Fig 18, 19). En resumen, la
sobre-expresion de Rho-GTP en células débilmente invasivas induce una menor
adhesividad, una disminucién de ia activacion de FAK, un aumento de ia invasividad
y un incremento de la expresion de proteasas tumorales, todos estos, rasgos

caracteristicos del fenotipo invasivo.

Uno de los rasgos caracteristicos de las células invasivas es la activacion constitutiva
de algunas rutas de sefializacion 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 células Rho-GTP muestran
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niveles aumentados de ERK 1,2 fosforilado (independiente de la adhesién a un
sustrato) como lo muestran las figuras 20 y 21, ademas expresan un nivel de
activacion de EGFR (Fig 16,24) sustancialmente aumentado respecto de las células
controles lo que, nuevamente, confirma que la sobre-expresién de RhoGTP induce
un nivel de activacién de importantes rutas de sefializacién caracteristicas de un
fenotipo maligno. Concordante con esos datos, las células RhoGTP expresan en su
superficie proteinas fosforiladas en Tirosina que se asocian parcialmente con Actina
(Fig 17).

Trabajos recientes realizados en células A431 han mostrado que la invasividad
celular estimulada por EGF es la consecuencia directa de la desfosforilacion de FAK .
Ei estimulo de EGF produce cambios morfoldgicos que generan células retractiles,
capaces de liberarse de la MEC, que incrementan la motilidad tumoral, invasion y

metéastasis (45).

La inhibicién de la actividad quinasica infrinseca de EGFR con Tirfostina (AG 1478),
la inhibicién de las fosforilaciones en tirosina con Genisteina y la inhibicion de ¢-Src
con PP2 resultan en una disminucion de la activacion de ERK y una consecuente
disminucion de la produccién autocrina de uPA por las células RhoGTP (Fig 22),

Trabajos previos demostraron que la promocién de la migracién provocada por uPA
requiere de la unién de la enzima a uPAR y la activacion de Ras/ERK. Se ha
sugerido que uPA también es responsable de la activacion de MLCK en un evento
corriente abajo de Ras/ERK y que es esencial para la estimulacién de la migracién
por uPA (46) Los mismos autores propusieron la existencia de una cooperatividad
entre la ruta Ras-Erk y Rho-Rho quinasa en ia activacién de la migracion por

Uroquinasa (47,48).
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Los datos presentados en este trabajo permiten sostener que la activacion de Rho
produce en las células efectos que se ejercerian a través de dos vias diferentes: por
una parte la activacion de rutas de seifializacion y por otra, la activacién de efectores
propios del citoesqueleto de actina, como es el caso de ROCK (49). La interconexion
de ambas rutas fue puesta a prueba evaluando ia activacion del EGFR, de ERK y la
producciéon de uPA, en presencia del inhibidor especifico de ROCK. En células
RhoGTP fodos estos parametros, que expresaban una activacion basal aumentada,
resultaron inhibidos por Y-27632 lo que sugiere que el status de activacion de
miosina y su consecuente posibilidad de estructurar fibras de estrés es capaz de
regular la aclivacion de rutas de sefializacion a nivel de EGFR (Fig 23,24 ).
Sorprendentemente, en las células controles, que expresan niveles bajos de Rho-
GTP, este inhibidor provoca un estimulo a la acfivacion de EGFR, ERK 1,2 y un
aumento en la produccién de uPA. Este resultado permite confirmar que el estatus
previo de organizacion del citoesqueleto de Actina determina la respuesta dei
inhibidor de ROCK. FEsta sugerencia se ve reforzada por el analisis de la
inmunofluorescencia para actina y P-Tyr de células confroles tratadas con inhibidor

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

Es inferesante destacar que se ha demosirado que la inhibicién de la actividad
cataiiica de EGFR por Tirfostina (AG 1478) reduce significativamente la formacion de
fibras de estrés en respuesta a LPA en fibroblastos Swiss 3T3 (51) lo que propone
una activa conversacion cruzada enire la integridad del citoesqueleto de Acfina v la

activacion de EGFR (52,53).
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Finalmente, es importante destacar que, al revés de lo que ocurre en fibroblastos
(49), el aumento de la expresion de Rho activo en las células mamarias produce un
estimulo a la invasividad. Evidencias similares que asocien la motiidad celular con la
aclivacion de RhoA han sido reportados para células prostaticas , monocitos (49)
entre ofras ceélulas. En fibroblastos de raton, se ha descrito que la adhesién a
Fibronectina provoca una disminucidn transitoria de la activacion de Rho, evaluada
por pull-down (54). Esta evidencia coloca la capacidad adhesiva de las células en
oposicion a la activacion de Rho lo que hace razonable sostener que en células que
sobre-expresan Rho-GTP la capacidad adhesiva (evaluada a tiempos cortos) esté
disminuida. En nuestros resultados, el papel de RhoA-GTP fortaleciendo la adhesién
focal queda demostrado en células en las que, luego de permanecer adheridas por
24 horas, la proporcién de Vinculina asociada a la MEC aumenta significativamente
en las células transfectantes. Estos dos resultados no son excluyentes ni
contradictorios, se producen como manifestacion 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-expresion de la forma activa
de RhoA son en su mayoria, producto de la activacién de ROCK y muestran como
rasgo distintivo una activacion basat de el receptor de EGF. Este fendmeno trae
como consecuencia la activacion de la ruta ERK1,2 y un aumento en la produccion
de uPA. La activacion de EGFR provocada sin el estimulo de la adicién de su ligando

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

1. Elfenotipo Rho-GTP expresa en forma constitutiva un figando para el receptor
de EGF. Esta molécula, muy probablemente, se expresa unida a membranay

su procesamiento depende de una actividad metaloproteésica.

2. Laforma activa de ROCK es capaz de fosforilar directamente al receptor de

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

insulina (55).
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CONCLUSIONES

Esta tesis muesira evidencias sobre algunos aspectos de la regulacion de la GTPasa

de la familia Rho en células epiteliales no descritos previamente.

a. La sobre-expresion de la forma activa de RhoA (RhoGTP) en células
epiteliales mamarias afecta su patrén adhesivo como resultado de un
aumento de la tension intracelular que, creemos, redunda en una menor
exposicion de sitios de unién a matriz.

b. La menor adhesi6n es posible revertirla utilizando Y-27632, un inhibidor de
ROCK, principal efector de Rho y trae como consecuencia una menor
activacion basal de FAK . Esta menor activacion de FAK también es
posible revertiria adhiriendo las células a Fibronectina.

¢. Las células MCF-7 transfectadas (RhoGTP) también expresan un nivel
aumentado de activacién de la ruta de ias MAP gquinasas lo gue, al
parecer, es consecuencia de la activacion por fosforilacion en Tirosina del
receptor de EGF que ademas promueve la expresién de Uroquinasa {(u-
PA), ambos fenémenos inhibidos por Tirfostina (AG 1478), inhibidor
especiiico de la actividad quinésica de EGFR.

d. La inhibicién de ROCK por Y-27632 provoca una respuesta diferencial en
las células controles comparadas con las RhoGTP. Mientras en las
primeras activa la fosforilacion de ERK1,2 y la produccién de u-PA, en las

células RhoGTP bloquea ambas parédmetros.
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Nuestro aporte a la comprension del rol de la GTPasa Rho en el cincer epitelial,
El fenotipo tumoral invasivo se constituye luego que la célula “iniciada” adquiere un
conjunto de propiedades funcionales asociadas a cambios celulares especificos
como aiteraciones de la dependencia al suero, pérdida de la inhibicion del
crecimiento por contacto, cambios en la adhesividad, adquisicion de motilidad, y
cambios morfoldgicos atribuidos en su mayoria a modificaciones en la organizacién
del citoesqueleto.

Estas dlimas propiedades morfoldgico-funcionales incluyen mayoritariamente
cambios en el citoesqueleto de actina el que, entre ofros factores, esta regulado por
la actividad de las GTPasas de la familia Rho. En experimentos en los que, luego de
seleccionar in vivo clones metastaticos provenientes de una linea celular de
melanorna débilmente invasiva, se analizé el patrén de expresién génico mostraron
que uno de los miembros de la familia Rho (RhoC) figuraba entre los tres genes cuya
sobre-expresién diferenciaba de manera mas clara los clones invasivos de los no
invasivos (56). Por otra parte, en estudios realizados en especimenes tumorales
humanos, se ha observado que RhoA se encuentra sobre-expresada en tumores de
pulmén, colon y mamas (23,27,57). Estos datos permiten asignar a Rho un papel
fundamental en los cambios de forma y motitidad en células epiteliales lo que
contrasta con los datos obtenidos en células de fipo mesenquimal en las que la

activacion de Rho sugiere la constitucion de un fenotipo menos movil.

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

progresion tumoral, nuestros datos provenientes de células epiteliales débilmente
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invasivas MCF-7 permiten sugerir que la forma activa de RhoA desencadena un
conjunto de cambios celulares asociados a la malignidad celular que, ademas de
modular la organizacion del citoesqueletc de actina y la estructuracion de las
adhesiones focales, activa una ruta de sefializacién que depende de la activacién del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

También este trabajo de Tesis permite sugerir que la Rho quinasa (ROCK), principal
efector de Rho en la mayoria de las células estudiadas, esta asociada

3

funcionalmente a los cambios descritos.
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Perspectiva biotecnolégica

La adquisicion de propiedades invasivas constituye el evento decisivo en el desarrollo
de metastasis en el proceso canceroso. En este fenémeno, la re-esiructuracién del
citoesqueleto de Actina es un requerimiento esencial pues otorga a la célula
caracteristicas migratorias. En este trabajo de tesis hemos descrito que la sobre-
expresion de la forma activa de la proteina RhoA que reguia la formacion de fibras de
estrés, induce la invasividad celular y la expresion de marcadores de malignizacion.
Estos datos permiten sugerir que este proceso iniciado por la activacién de Rho
cumple con algunos de los requisitos necesarios para convertirse en un blanco

terapéutico potencial para tratar tumores invasivos.
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