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Resumen

La proliferación celular en mamíferos, es un proceso de alta complejidad, regulado y
coordinado por mecanismos conservados entre especies. El control fisiológico del inicio de la
proliferación de células eucariotas, está ejercido por factores humorales, producidos por las
mismas células, u otras, bajo ciertos requerimientos del organismo. La progresión entre las
distintas fases del ciclo celular, está controlada por un aparato regulatorio conservado entre las
distintas especies, que no solo coordina los diferentes eventos del ciclo celular, sino que
también vincula al ciclo celular con señales extracelulares, que controlan la proliferación de las
células. A partir de un determinado estimulo mitogénico, a través de un receptor especifico de
una célula blanco, se generan cascadas de mecanismos de señalización en la membrana y en
el citoplasma de esa célula. Estos eventos tempranos, actúan sobre Ia maquinaria del ciclo
celular, que conducen finalmente a la división celular. La expresión de proteínas que regulan el
ciclo celular, es en parte inducida por mecanismos de señalización estimulados por mitógenos.
La progresión desde la fase Go hasta la fase S, depende de la actividad de quinasas

dependientes de ciclinas (CDKs). Estas quinasas son las Cdk4 y Cdk6, y son activadas al
formar complejos con las ciclinas D (ciclina D1,D2, y D3), inducidas en la fase G1. Se considera
a las ciclinas D como "sensores" del medio extracelular, ya que a partir de un estímulo
mitogénico, se induce su expresión. Los complejos activados ciclina D-Cdk4 y ciclina D-cdk6,
catalizan la fosforilación de la proteina Rb.
La PGan, es capaz de inducir síntesis de ADN, mediante múltiples mecanismos de
señalización en células Swiss 3T3, en ausencia de otros factores. La PGFZGinduce la expresión
de ciclina D1 mediante mecanismos de señalización dependientes de PKC. Dado que el
GF109203X, un inhibidor especifico de PKC, disminuye parcialmente la expresión de dicha
proteína estimulada por PGFZG.Bajo las mismas condiciones, el OAG es incapaz de inducir la
expresión de ciclina D1. La PGFzGes capaz de mediar la expresión de ciclina Dt, además,
aparentemente por mecanismos de señalización dependientes de PTK, mientras que
mecanismos de señalización dependientes de calcio, regulan otros eventos aún no
determinados. El TGFB1, que no es mitogénico en estas células, potenica el efecto mitogénico
de la PGqu Este factor no es capaz de inducir expresión de ciclina D1, sin embargo, el TGFB1
es capaz de aumentar los niveles de ciclina D1 inducidos por el OAG o la PGFZCl
aparentemente, mediante la estabilización del ARNm de ciclina Dt.

El factor inhibitoriode leucemia (LIF),pertenece a una familia de citoquinas con un gran número
de funciones, entre ellas promover la multiplicación de una gran cantidad de células (células
pluripotenciales embriónicas, proliferación de mioblastos, macrófagos etc.), asi como estar
involucrado en eventos de diferenciación (monocitos, neuronas, etc.).
En células Swiss 3T3, el LIFestimula la síntesis de ADNen forma independiente del incremento
de AMPc. Sin embargo, la Prostaglandina E1, la isobutil metilxantina (IBMX), la forskolina (FK),
o el 8-bromo AMPc (8 br-cAMP), que en éstas células incrementan los niveles de AMPc,
potencian la respuesta proliferativa del LIF. Inhibidores de proteína quinasa A (PKA) como el H­
89 o el PKI, que difieren en sus mecanismos de acción, no alteran la respuesta del LIF.
La Iovastatina (LOV), un inhibidor de Ia hidroximetil CoA reductasa, previene la síntesis de acido
mevalónico, inhibiendo la isoprenilación de proteínas, entre ellas la proteína p21’as.El agregado
de LOV, no bloquea Ia inducción mitogénica del LIF, pero es capaz de inhibir la síntesis de ADN
estimulado por la PGFZG.Además, la LOV inhibe la sinergia entre la PGF2CIy el LIF.
Inhibidores de la cascada de MAPK(PD 098059 y SB 203580) no bloquean la inducción de la
mitogénesis estimulada por el LIF.Sin embargo, ambos inhibidores son capaces de bloquear la
sintesis de ADNestimulada por PGan.
El LIF es capaz de inducir síntesis de ADN mediante mecanismos de señalización
independientes de PKC, utilizando como inhibidor especifico al GF 109203X. Sin embargo, la
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PGF2Clrequiere de mecanismos de señalización dependientes de PKC para su efecto
mitogénico. Además, el GF 109203X, no inhibe la sinergia entre Ia PGFZay el LIF.
La STAT1 (transductor de señal y activador de la transcripción 1) es translocada a núcleo
mediante la estimulación de células por el LIF.
Podemos concluir que el efecto mito énico del LIF utiliza mecanismos de señalización
alternativos a la PKC, PKA, MEK, p38MAKy proteinas isopreniladas. Además, mecanismos de
señalización dependientes de PKC, PKA, y probablemente PTK, son capaces de
complementarse de forma sinérgica, con mecanismos de señalización estimulados por el LIF.

La PGFZGestimula la expresión de ciclina D1, mediante mecanismos de señalización
dependientes de PKC y PTK, además dicho mitógeno, estimula la expresión de la proteína
ciclina D2. Sorprendentemente, el LIF no es capaz de estimular la expresión de ciclina Dt, ni
de ciclina D2. Los niveles de ciclina Ds, Cdk4 y Cdk6 permanecen constantes en células
tratadas por LIF, PGan o no tratadas. Estos resultados indican que el LIF induce sintesis de
ADN, de forma independiente a la expresión de ciclina D1, D2 y Ds. A diferencia de la mayoría
de los mitógenos, como la PGan, que son capaces de inducir la expresión de una o varias
ciclinas D.

Por último, el LIF y la OSM (otra citoquina perteneciente a la misma familia), inducen síntesis
de ADN,posiblemente a través de mecanismos de señalización semejantes, dado que: ambas
citoquinas son capaces de translocar STAT1 hacia el núcleo; la PGE1 y la insulina son capaces
de potenciar el efecto mitogénico de ambas citoquinas de forma semejante; la sinergia de cada
una de éstas citoquinas, con la PGFZGsobre la iniciación de la síntesis de ADN, se observó
tanto a concentraciones subsaturantes como saturantes. Además, el LIFy la OSM adicionados
conjuntamente a concentraciones subsaturantes, tuvieron un efecto aditivo sobre la inducción
de la entrada en la fase S, mientras que, el agregado del LIF en combinación con la OSM,
ambos a concentraciones que resultan saturantes cuando se agregan individualmente, no
indujeron un mayor aumento en el porcentaje de células en la fase S, que aquel estimulado por
cada citoquina.

Los resultados obtenidos sugieren que la mitogénesis estimulada por la PGFZGocurriría a
través de la expresión de ciclina D1, mediada por mecanismos dependientes de DAG/PKCy
quinasas de tirosinas, mientras que mecanismos dependientes de calcio, estarían involucrados
en otro/s proceso/s, aún no determinados. Por último, el LIF induce síntesis de ADN de forma
independiente de mecanismos de señalización tales como la PKC, PKA, MEK, p38MA'”Ky
proteinas isopreniladas. e independiente de un aumento en la expresión de ciclinas Ds, CDK4y
CDK6.
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Abstract

Mammalian cell division, is a highly complex process, regulated and coordinated by
mechanisms that are conserved through most species. The physiological control of eucariotic
cell proliferation initiation is external, and ¡t is excerted by humoral factors, made by the same or
other cells, under certain requirements of the organism. Progression through the different
phases of the cell cycle, is governed by a regulatory machinery conserved through most
species, that not only coordinates the various events that made up the cell cycle, but also
connects the cell cycle with extracellular signals, that regulates cell proliferation. Beginning with
a given mitogenic stimulus acting through a specific receptor in a target cell, signalling
mechanisms cascades are generated in the membrane and in the citosol of that cell. These
early events, act on the cell cycle machinery, finally leading to cell division. The expression of
proteins that regulate the cell cycle is in part induced by mitogen-stimulated signalling
mechanisms.
The passage from Goto S phase, depends on the activity of cyclin-dependent kinases (CDKs).
These kinases are CDK4 and CDK6, and they are activated when they form complexes with
cyclins D (D1, D2 and DS), induced in the G1 phase. Cyclins D are considered as "sensors" of
the extracellular medium, since their induction is triggered by mitogenic stimuli. The activated
complexes cyclin D-CDK4 and cyclin D-CDKGcatalyse the phosphorilation of the Fib protein.
ln Swiss 3T3 cells, PG F20,is capable of inducing DNA synthesis, by means of multiple signalling

mechanisms, in the absence of other factors. However its mitogenic effect is potentiated by
TGFB1 addition. We have shown that PGF2utriggers cyclin D1 mFiNA/protein expression prior to
cellular entry into the S phase, but fails to raise CDK4 or cyclin D3 levels, while 1-oleoyI-2­
acetyllglycerol (OAG), a protein kinase C (PKC) and tyrosine kinase (TK) activator, induces only
cyclin D1 expression with no mitogenic response. ln contrast, in PKC-depleted or -inhibited cells,
PGan, but not OAG, increases cyclin D1 expression with no mitogenic response. Finally, OAG,
in the presence of orthovanadate (Na3VO4)or TGFB1, induces DNAsynthesis. Thus, it appears
that PGan triggers cyclin D1 expression via two independent signalling events that complement
with TGFBf-triggered events to induce DNA synthesis. TGFB1 cannot trigger cyclin D1
expression, but, stabilise cyclin D1 mFiNA,after PGan-triggered its expression.
Leukaemia inhibitory factor (LIF) was originally described on the basis of its ability to stimulate
the differentiation of murine M1 Ieukemic cells into granulocytes and macrophages. In Swiss 3T3
cells, both LIF and prostaglandin F2“ (PGFZa) trigger initiation of DNA synthesis and cell
proliferation. LIF appears to exert its action through signals and processes markedly different
from those elicited by PGqu. While pre-treatment the cell culture with either GF 109203
(bysoindolmalemide), a specific PKC inhibitor, or 12-tetradecanoyl-13-phorbolacetate, which
causes PKC down modulation, or Iovastatin, known to block mevalonic acid synthesis and
protein isoprenylation, totally impairs PGF2“mitogenic action. None of these treatments inhibited
LIF-induced DNA replication. Agents capable of rising intracellular CAMP, enhanced both LIF
and PGan ability to cause cellular entry into the S phase. However, H89 and PKI, both PKA
inhibitors, prevented CAMP-mediated potentiation, but did not affect LIF induction of cellular
entry into S phase. PD98059, a MEK (MAPKK) inhibitor, prevents PGFZa-mitogenic response
but does not block LIF-induced initiation of DNA synthesis. Immunofluorescence studies
revealed that LIFand PGqu responses exhibit marked differences in STAT cytoplasmic-nuclear
translocation. After 15 to 30 min, LIF causes STAT1 but not STAT3 or STAT5 translocation. ln
contrast, PG!an failed to induce translocation of any of those transcriptional factors.
Thus, it appears that LIF triggers mitogenic action through independent signalling events such
as those involving PKC, PKA, MEK, p38MAPK,and protein isoprenilation. In addition, its mitogenic
effect is markedly potentiated by PKC, PKA, and probably PTK mediated signalling
mechanisms.
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Western blot analyses of cyclin D1, D2 and D3 expression (implicated in most mitogen actions),
revealed that PGan, after 7-9 h, caused an increase in cyclin D‘l protein levels, and a later
increase in cyclin D2 levels. ln contrast, LlF failed to increase either cyclin D1, D2, Ds, CDK4 or
CDK6 protein levels.
Finally, oncostatin M (OSM), a cytokine closer related to LIF, exerts ¡ts action through signals
and processes markedly similar to those elicited by LIF.This conclusion is based in the following
facts: both cytokines causes STAT1 tranlocation; the effect of Prostaglandin E1 and insulin,
when added separater or in combination, enhances the effect of either LIF or OSM; PGan
enhances the effect of LIF or OSM on DNA synthesis, both at subsaturant or saturant
concentration. Moreover, LIFand OSM added together at subsaturating concentrations had an
additive effect on DNAsynthesis. LIFand OSM added together at saturating concentration had
an similar effect to that of these same cytokines when added separately.
Interleukin -6 and CNTF, fail to cause eithe' cyclin D expression or mitogenic response.

The results obtained suggest that the PGFga-stimulated mitogenesis would occur through cyclin
Dt expression, mediated by DAG/PKC and TK dependent mechanisms, while calcium
dependent mechanisms would be involved in other processes. Finally, the LlF stimulated
mitogenesis is not depend on signalling mechanisms such as those that act through PKC, PKA,
MEK, p38MA'”Kand isoprenilated proteins, and also independently of the expression of cyclins D,
CDK4 and CDK6.
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INTRODUCCION

La proliferación celular en mamíferos es un proceso de alta complejidad, regulado y

coordinado por mecanismos conservados entre especies. Identificar los eventos básicos

subyacentes y su regulación no solo es de vital importancia para comprender los mecanismos

de reproducción de los organismos, sino también para poder ahondar en el conocimiento de

procesos fisiológicos tales como la regeneración de órganos, la cicatrización de tejidos y la

inmunidad celular, entre otros. Comprender los mecanismos que controlan la división celular es

de gran importancia para estudiar procesos patológicos como el cáncer.

En términos generales el ciclo celular puede describirse como una sucesión de fases

denominadas G1, S, G2 y M (Shcr.cl al. 1996).La fase G1 se caracteriza por una intensa actividad

bioquímica, en la que el tamaño de la célula se duplica, al igual que sus estructuras

citoplasmáticas; es decir, es una etapa de crecimiento (Heichmanct. al. 1994-,Hunter,T i994; Hall,,I996).

Posteriormente, en la fase S, se lleva a cabo la duplicación del material genético nuclear y Ia

sintesis de proteinas involucradas en dicho proceso (Donachci,1968).Culminada esta etapa, la

célula entra en la fase G2, en Ia cual se ensamblan las estructuras necesarias para producir Ia

separación de los cromosomas que ocurre durante la fase M (Sachscnmaier,1972;Kauffman1975).En

este últimoperíodo los cromosomas, que ya se han duplicado, se condensan, y posteriormente

se separan, esto permite la formación de dos núcleos celulares. Finalmente, la célula comienza

a estrecharse por el centro hasta dividirse en dos en un proceso que se conoce como

citoquinesis, dando origen a dos células hijas con igual contenido genético. (figura l)

lmaucnbn de II
mua-¡n GI

q. Punto de restricción

Iniciación de la ¡Inlelil de DNA
Finalizlmón de II
alnlesll de DNA

Figure 1: Esquema del ciclo celuler Abreviaturas: G ' fase gap 1; s ' fase de
sintesis de DNA;G ' fase gap 2; M' mllósls. G . fase de qulescencla



La fase M ocupa sólo una pequeña parte del ciclo celular. En cambio, la interfase, que

comprende las fases G1, S y G2, abarca normalmente el 90% o más del tiempo total del ciclo

celular.

El control fisiológico del inicio de la proliferación de células eucariotas, es externo y está

ejercido por factores humorales producidos por células, cercanas o distantes, bajo ciertos

requerimientos del organismo. La mayoría de las células de un organismo multicelular se

encuentra en un estadio no proliferativo o de quiescencia, llamado Go (Pardee,1989;Shcrr,i994).Sin

embargo, los factores externos (usualmente llamados mitógenos, factores de crecimiento o

citoquinas) inducen cambios en la maquinaria intracelular para pasar de la quiescencia (estadio

Go)a la fase G1. Por lo tanto, a partir de estímulos extracelulares, una célula que se encuentra

en un estadio de Go, es capaz de inducir múltiples mecanismos de transducción de señales,

que convierten las señales extracelulares en mensajes intracelulares, que resultan en la

transcripción de genes críticos, conocidos como genes del ciclo celular (cdc) (Planas-silva.cl al.

¡997). En cambio, las células tumorales son relativamente independientes de los factores

extracelulares y su ciclo es más corto debido fundamentalmente a Ia reducción de la fase G1.

La decisión de iniciar una nueva fase del ciclo celular se encuentra regulada por distintos

puntos específicos de control (Hartwcll.el al. ¡994).Dichos puntos de control son los siguientes: Ia

determinación de iniciar la Replicación del ADN, una vez que ha recibido estímulos

extracelulares, la iniciación de Ia síntesis de ADN y la iniciación de la mitosis (Planas-Silva.cl al.

1997).Además de los puntos de control, existen los llamados puntos de chequeos (Nasmyth.ct al.

i993),donde la célula es capaz de responder a las condiciones adversas, deteniendo el ciclo

celular en determinados estadíos. El arresto del ciclo celular esta mediado por señales

especificas. Por ejemplo, daño del ADN, falta de oxigeno (hipoxia), activación de ciertos

oncogenes, o infección por ciertos virus. Las células detienen su ciclo celular, de tal forma que,

o bien el daño es reparado y continúa el ciclo, o la célula sufre apoptosis. Esto previene

fundamentalmente que alteraciones en el ADN sean replicadas, y los daños en el ADN sean

propagados a las células hijas.

Para estudiar a los mecanismos que controlan la divisióncelular en un organismo superior, se

utilizanactualmente cultivos de distintos tipos celulares que crecen en un entorno definido. Esta

metodología ha permitido dilucidar nuevos procesos regulatorios que los mencionados

anteriormente. Desde luego, estos sistemas son una aproximación a Io que ocurre ¡n vivo
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debido a la disrupción de la arquitectura del tejido y a la ausencia de otros factores presentes

en el organismo intacto.

MEDIADORES INTERCELULARES

Las células en un tejido normal emprenden programas de proliferación de acuerdo a las

señales que reciben de otras células (Dulbccco,.el al i973; Holly.el al.. 1975;Prescott,et aL. 1987). En esta

red de señales intercelulares se basa el establecimiento y mantenimiento de Ia arquitectura

normal de los tejidos. Para ello, los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos de

comunicación celular altamente eficientes para integrar y coordinar tanto funciones específicas

celulares como la proliferación de cada tipo celular en particular. Esta comunicación se da a

través de mediadores intercelulares, también llamados factores de crecimiento, hormonas,

citoquinas, neuropeptidos, etc.. Las distintas clases de mediadores intercelulares incluyen

proteinas, péptidos pequeños, aminoácidos, nucleótidos, esteroides, derivados de ácidos

grasos, e inclusive gases disueltos tales como oxido nítrico y monóxido de carbono. La mayoría

de estos mediadores intercelulares pueden ser secretados a partir de una célula mediante la

exocitosis o la difusión a través de la membrana plasmática, o bien son retenidas en la

superficie de la célula, influenciando únicamente a células adyacentes. Por Io tanto, los

mediadores intercelulares que son secretados por las células, pueden actuar a distancia (señal

endocrina) o como mediadores locales, afectando únicamente células próximas a la célula que

lo produjo (señal parácrina, señales yuxtácrinas) o bien actúan sobre la propia célula que le dio

origen (señal autócrina).

Los mediadores intercelulares son liberados por ciertas células y se unen a receptores

específicos ubicados en la célula blanco. Existe una unión especifica entre el mediador

intercelular y el receptor. Posteriormente se inicia la respuesta en la célula blanco. En la

mayoria de los casos los receptores son proteinas transmembrana que se encuentran en la

superficie de la célula blanco, cuando se une un mediador intercelular, el receptor es activado y

genera una cascada de señales intracelulares que altera el comportamiento de la célula blanco.

En algunos casos, sin embargo, el receptor se encuentra dentro de Ia célula blanco y el

mediador intercelular debe entrar a la célula para activarlo. Para ello, estas moléculas

señalizantes deben ser suficientemente pequeñas e hidrofóbicas para difundir a través de la

membrana plasmática.

Cualquier célula de un organismo multicelularestá expuesta a un gran número de mediadores

intercelulares. La célula debe responder a los distintos mediadores intercelulares

selectivamente, de acuerdo a sus características especificas, en particular, de acuerdo a los
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receptores que dicha célula contenga y a los mecanismos de señalización activados

posteriormente. Entonces, una célula puede ser programada a responder a un grupo de señales

extracelulares que posibilita que dicha célula prolifere, se diferencie o cumpla otras funciones

específicas (Blagosklonny.1999).

Citoquinas:

Como hemos mencionado, dentro de los mediadores intercelulares se encuentran las

citoquinas. Estas cumplen una función importante en la comunicación entre células. Como

mediadores intercelulares actúan en concentraciones de nano o picomolar. Las citoquinas se

definen como proteinas reguladoras que controlan la sobrevida, el crecimiento, la diferenciación

y ciertas funciones efectoras de las células de un tejido (Heinrich.P.C.clal. 1998).

Las citoquinas tienen un papel fundamental en Ia respuesta inmune, particularmente durante

las infecciones, inflamaciones, enfermedades en riñón, vaso, e intestino, o en enfermedades

autoinmunes neurológicas y endocrinas.

A diferencia de las hormonas, las citoquinas no son almacenadas como precursores en

glándulas, sino que rápidamente se sintetizan y se secretan por diferentes células, luego de ser
estimuladas.

La mayoría de las citoquinas son dificilesde detectar en suero ya que sus células productoras

se localizan frecuentemente adyacentes a la célula blanco y en general se liberan pequeñas

cantidades de citoquinas. Las citoquinas actúan sobre muchos tipos de células blancos

(pleiotropismo) y frecuentemente afectan la acción de otras citoquinas en forma aditiva,

sinérgica o antagónica. Además de tener un efecto pleiotrópico, las citoquinas tiene acciones

frecuentemente redundantes (una respuesta biológica similar puede estar dado por grupos

diferentes de citoquinas). Las citoquinas ejercen su acción a través de un receptor específico en

la célula blanco (Heinrich.el aL. l998).

Las citoquinas son polipéptidos de masa molecular baja, cuya estructura es frecuentemente

estabilizada por N- y/o O-glicocilaciones y por puentes disulfuros intramoleculares. Han sido

clasificadas en base a su respuesta biológica,de acuerdo al tipo de receptor utilizadoo en base

a su estructura tridimensional. Dentro de las clasificaciones por estructura, Bazan (Bazan,|99|)

propuso clasificar a una familia de citoquinas en base a su estructura de cuatro d-helices en

haz. Posteriormente se subclasificó en cadena corta y cadena larga de citoquinas con cuatro a­

helices en haz. Esta última subfamilia comprende a la interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 11

(IL-11), factor inhibitorio de leucemia (LIF), oncostatina M (OSM), factor neutrófico ciliar (CNTF),

cardiotropina (CT-1), eritropoyetina (Epo), factor estimulante de colonias granulociticas (G­
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CSF), interleuquina 12 (IL-12), hormona de crecimiento, prolactina, interleuquina 10 (lL-10),

Interferon (lFN)d/B. y leptina.

Dentro de ésta subfamilia, las lL-6, LIF, IL11, OSM. CNTF y CT-1 utilizan una proteína

asociada al receptor llamada gp130. Debido a que todos los receptores pertenecientes a ésta

subfamilia se asocian a gp130, y esta proteina es la responsable de la transducción de la señal,

una vez que la citoquina se une a su receptor específico, estas citoquinas desencadenan

respuestas fisiológicas similares y superpuestas. A este grupo de citoquinas se las llama

citoquinas de tipo IL-6 (Hibi.ct al.. 1992).

El mecanismo de señalización conocido de la familia de citoquinas de tipo IL-6, se inicia a

partir de la unión de cada citoquina a su receptor específico, provocando una

heterodimerización u homodimerizacion con la glicoproteina 130 (gp130) en la superficie de la

célula. En el caso de la IL-6, esta se une con su receptor especifico (IL-GR)permitiendo la

homodimerizacion de dos proteínas gp130 (Murakami.elal. l993).En cambio, los receptores del LIF

(LIFFi) (Gearing.et al. i992). el CNTF (CNTFR) (Davis.ct al, 1993),y la CT-1, forman heterodimeros

entre la gp130 y el LIFR, necesarios para la señalización posterior. En el caso de OSM, existe

una heterodimerización de gp130-LIFFi (Gearing.el al. ¡992). Sin embargo, en algunos

experimentos realizados en ratones, se observó que la respuesta fisiológica se genera a partir

de un heterodimero formado por una gp130 y OSMR. No está claro si la IL-11 induce la

formación de un homodimero de gp130 (Yin,el aL.i993).o recluta un receptor específico aún no

identificado (Neddcrmannel aL. i996).(figura 2)
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Figura 2: Complejo de receptores de citoquinas de tipo lL-6.

La vía de traducción de señales, una vez activado el receptor de estas citoquinas, está

constituido por quinasas de tirosinas, llamadas Janus quinasas (JAKs)y por proteinas llamadas

transductores de señales y activadores de transcripción (STATs) (Lütticken.ct aL, 1994.Stahl.ct al.

i994.Damcll‘.etal 1994).Uno o más miembros de JAKs se asocia con un receptor transmembranal.

Esto lleva a la activación de JAK y posterior fosforilación en tirosina de uno o mas miembros de

STATs (Pellegrini, ct al. 1997)
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Las citoquinas de tipo lL-6 regulan una variedad de procesos celulares complejos, muchas de

las respuestas biológicas están enumeradas en la tabla 1. Se observa que la mayoría de la

información proviene de experimentos ¡n vitro. Es difícildeterminar si los efectos observados ¡n

vitro se correlacionan con aquellos ¡n vivo. Los posibles roles de las citoquinas de tipo lL-6 ¡n

vivo se observaron a partir de estudios con animales transgénicos y knokout. Si bien estos

estudios han confirmado algunas de las observaciones ¡n vitro, han permitido demostrar por

otro lado funciones nuevas e inesperadas (Heinrich.etal. 1998)(tabla 2).

Tabla 1: Propiedades fisiológicas de las citoquinas humanas pertenecientes a la lanilia IL-6
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Abrevialuras: ACTH:hormona adrenooorticolrofina; SCN: sistema nervioso central: ES: células troncales embriónicas.

Fuente: Ilcinnch, l998.

Tabla 2: Fenotipos de ratones transgénicos (tg) y ratones knock-out (ko).
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Factor inhibitorio de leucemia (LIF):

El LIF es una proteína de 180 aminoácidos, momomérica, y altamente glicosilada (Gearing,.elal.

l987).Es conocido por la variedad de nombres alternativos que recibe (tabla 3), debido a que

ejerce diversos efectos sobre células hematopoyéticas, células troncales embriónicas, células

germinales primitivas, hepatocitos, neuronas, adipocitos, mioblastos y osteoblastos (Hilton.I992).

EI LIF controla varias funciones celulares vitales como mantener en estado indiferenciado y

pluripotente a células troncales embriónicas ("stem cells") y prevenir la entrada de estas células

en apoptosis (Pcascel al. 1990;McIcaIr.l992). Por otro lado, este factor cumple un papel crucial en

regular el desarrollo del embrión ya que, permite una adecuada implantación en el útero (Slewan.

cl al. ¡992).El LIF y sus receptores son producidos a partir de una gran variedad de células,

incluyendo células inmunocompetentes (monocitos, macrófagos), fibroblastos, células

endoteliares, células epiteliales tímicas y células tumorales humanas y de roedores (Gascanclal.

1990. Kurzrock cl al |99|. Mclcalf. |99|).

Tabla 3: Nobres alternativos del LIF

NOMBRES ALTERNATIVOS DE LIF ABREVIACION

FACTOR INDUCTOR DE DIFERENCIACIÓN DIF

ACTIVIDAD lNHIBITORIA DE LA DIFERENCIACION D-FACTOR

FACTOR RETARDADOR DE LA DIFERENCIACIÓN DRF

FACTOR DIFERENCIANTE DE NEURONAS COLINERGICAS CNDF

CELULAs Da PARA INTERLEUQUINA HUMANA HILDA

FACTOR IIIESTIMULANTE DE HEPATOCITOS HSF-III

INHIBIDOR DERIVADO DE LIPOPROTEiNA LIPASA DE MELANOCITos MLPLI

EI efecto biológico del LIF es pleiotropico y redundante, esto puede ser bien ilustrado

comparando ratones en los cuales los niveles de LIF han sido artificialmente elevados, tanto

por inyección de LIF purificado recombinante o transplantando a los ratones, células

hematopoyéticas productoras de LIF. En ambos casos los efectos son similares. Se produce

una completa pérdida de grasa subcutánea y abdominal (resultando en un 30% de pérdida de

peso a los 3 días); se observan elevados niveles de calcio en suero, y algunos de estos ratones

presentan calcificaciones en músculo, corazón e hígado. Se detectan síntomas de una

respuesta de fase aguda, con una disminución en la concentración de albúmina sérica y un

aumentado en Ia tasa de sedimentación de eritrocitos. En ratones, y también en primates, con

niveles aumentados de LIFcirculante, existe un incremento en el número de plaquetas y en los

megacariocitos; las células progenitoras de megacariocitos se ven considerablemente
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aumentadas en el baso (Mclcalfctal. ¡939).

Los ratones carentes del gen funcional LIF, se desarrollan de la misma manera que los

ratones controles y tienen una expectativa de vida normal, aparentan ser histológicamente

normales (Escary.cl al. 1993).El efecto más profundo, sin embargo, que ocasiona la deleción del

gen funcional LIF, es la implantación de los embriones en el útero. Los embriones,

independientemente de su capacidad para producir el LIF, no pueden implantarse en el útero

de ratones hembras que no produzcan esta citoquina. Se puede corregir este efecto,

inyectando en el útero LIF purificado en el momento de la implantación (Stewart,ctal. l992).

Prostaglandinas:

Las prostaglandinas (PGs) son compuestos ciclicos, derivados de ciertos ácidos grasos no

saturados de 20 átomos de carbono. La biosíntesis de las prostaglandinas, se produce a partir

de los ácidos grasos esenciales. En una de las rutas típicas, el ácido graso esencial Iinoleicose

convierte primeramente en ácido araquidónico, de 20 átomos de carbonos. La ciclación de este

ácido graso insaturado lleva a la formación de distintas prostaglandinas (Hokinct al. ¡935;Berridgcel

al. l990;Parker.ct al. ¡937). Las prostaglandinas se designan de acuerdo con los substituyentes

presentes en el número de dobles enlaces adicionales en la cadena lateral, que poseen la

configuración cis. Las prostaglandinas mejor conocidas son las E1, F10,F20,que se designan

abreviadamente como PGE1, PGF1a y PGF2c1respectivamente. Las prostaglandinas difieren

entre si respecto a su actividad biológica, aunque todas muestran por lo menos alguna actividad

depresora de la presión sanguínea, e inductora de la contracción de los músculos lisos.

Las prostaglandinas se las considera hormonas locales ya que ejercen sus efecto y se

inactivan en los tejidos y órganos donde son sintetizadas.

En el sistema reproductor femenino se encuentran prostaglandinas en ovario, miometrio y en

el líquido menstrual en concentraciones que varían con el ciclo ovulatorio. Las prostanglandinas

producen contracciones en el útero. EI aumento de la síntesis de PGFzc1es un requisito previo

para la iniciación del parto, ya que inicia y mantiene las contracciones uterinas, mientras que la

oxitocina es una hormona impOrtante sólo en el segundo estadío, cuando el feto distiende el

cuello y la vagina. Las prostaglandinas son indispensables para la ovulación porque estimulan

el tono muscular a nivel de la pared folicular, facilitando la expulsión del óvulo.

Las prostaglandinas estarían involucradas en el control de la respuesta inmunológica,

asignándose para alguna de ellas un papel inmunosupresor. Intervienen también en la génesis

del proceso inflamatorio. La administración local de PGE2 produce vasodilatación (sintomas

como calor, dolor y edema). Sin embargo, en la fase crónica, actuarian inhibiendo la inflamación
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mediante supresión de la liberación de linfoquinas por los linfocitos T.

En particular, la PGFZamedia varios procesos fisiológicos incluyendo inflamación, contracción

y relajación de múscqu liso y agregación plaquetaria. La prostaglandina F2a (PGFzG)está

implicada en las funciones reproductivas: ovulación, Iuteólisis, y el parto. La acción de PGFZG

está mediada por el receptor PGFZG(FP) de tipo rodopsina, acoplado a una proteína G (Sugimoto

clal.1994).Ratones knockout de FP se desarrollan normalmente pero fueron incapaces de gestar

fetos a término. Éstos junto con otros resultados, indican que el parto se inicia cuando la PGFzCI

interactúa con el receptor FP en células Iuteales ováricas de ratones preñados para inducir la

luteólisis.

Factor de transformación y crecimiento beta 1 (TGFB1)

El factor de transformación y crecimiento beta 1 (TGF-Bf) y los polipéptidos relacionados con

él (la activina, Ia inhibina, las proteínas relacionadas al péptido decapentaplégico Vg, la

sustancia inhibidora Mülleriana, la proteína morfogénica de hueso, los factores de crecimiento y

diferenciación y el factor neurotrófico derivado de glía), integran una familia de factores con

gran influencia sobre el crecimiento, la diferenciación, la motilidad, la organización y la muerte

celular. Algunos de ellos participan en el armado de la estructura básica del cuerpo durante Ia

etapa temprana de la embriogénesis en mamíferos, ranas y moscas. Otros controlan la

formación de cartílagos, huesos y órganos sexuales; suprimen el crecimiento de las células

epiteliales; promueven la reparación de heridas; o regulan importantes funciones inmunológicas

o endocrinas (Lcttcrio,el al. 1998).El TGF-B, fue denominado así, por su capacidad de inducir un

fenotipo transformado de células en cultivo (Robertscl aL. l980), posteriormente se encontró

asociado a Ia supresión del crecimiento de células tumorales (Massaguc,1990).En muchas células,

el TGF-B induce la estimulación de la proliferación celular, mientras que en otras, es un potente

inhibidor del crecimiento, ya que detiene el ciclo celular en la fase G1. En algunas líneas

celulares, despliega ambas respuestas biológicas alternativamente. Las circunstancias que

permiten una u otra respuesta dependen de las condiciones de cultivo, de las condiciones de

crecimiento de las células (si están o no confluentes), de la presencia de otras moléculas

reguladoras de Ia proliferación celular, dependiendo además de la secuencia en Ia que son
adicionadas

El TGF-B induce sus respuestas a través de la interacción con un grupo de receptores

específicos situados en la superficie celular. Hasta ahora han sido identificados cuatro tipos,
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denominados l, ll, Ill y endoglina, de los cuales solo dos (l y ll) median la señalización del TGF­

[31 (Altisano.el al. 1993.Franzén.cl al. 1993).Las diferencias entre los distintos tipos de receptores está

dada por el dominio de unión al TGF-B1 y en Ia afinidad por el mismo. Los receptores I y II.

estarían involucrados en la traducción de las señales, mientras que el receptor IIIy Ia endoglina,

funcionarían como aceptores de membrana y matriz extracelular que preservarían al péptido de

Ia degradación y regularfa el acceso del TGF-B1 a los otros dos receptores (Ruoslahli.1989-,Lopez­

Casillascl aL, 1993).Los receptores I y II presentan en su región citoplasmática dominios de

quinasas en treonina o serina responsables de desencadenar los efectos intracelulares. El

receptor II es una quinasa constitutiva que, luego de la unión del TGFB, se asocia con el

receptor I, el cual es fosforilado y activado (Massaguc,1992;Wranacl al.. 1992;Wrana.el al. 1994;Cárcamocl

aL. 1994).

El único mecanismo de señalización conocido del TGF-B ha Sido identificado recientemente.

Está formado por una familiade proteinas denominadas Smad. Se han clonado siete genes de

Smad (Derynckclal. I996).De ellos, Smad2 y Smad3 median Ia acción del TGF-B, la Smad4 sería

un componente general en la translocación de las Smad hacia el núcleo, donde potencialmente

pueden regular la transcripción de genes blanco (Dcrynckelal.. 1998).LaS Smad6 y Smad? actúan

como reguladores negativos de la transducción de la señal y podrían estar involucrados en Ia

terminación de los efectos intracelulares desencadenados por la unión del TGF-Ba su receptor

(Imamura. cl al. l997).

El mecanismo propuesto para la traducción de señal a partir del TGF-B unido a su receptor es

el siguiente: el receptor de tipo l fosforila a las Smad2 o Smad3. AI ser estas fosforiladas,

forman un homotrímero que es capaz de unirse a Smad4, evento que permite la entrada del

complejo al núcleo donde puede modular la transcripción de genes específicos (Pick.clal. ¡999).

RECEPTORES v MECANISMOS DE SEÑALIZACIÓN

Los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos altamente eficientes de

comunicación entre células, necesarios para integrar y coordinar Ia proliferación de cada célula

individual. Para que exista una comunicación entre células, se requiere tanto mediadores

intercelulares, como un grupo complementario de proteínas receptoras en cada célula, que

permita Ia unión de éstos mediadores intercelulares, asi como una respuesta de forma

caracteristica y programada. Algunos mediadores intercelulares son hidrofóbicos (esteroides,

hormonas tiroides y retinoides), esto permite que atraviesen la membrana plasmática por
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difusión, activando proteínas receptoras intracelulares, que a su vez regulan directamente la

transcripción de genes específicos (AraiclaL.l990).También, algunos gases disueltos (como por

ejemplo el óxido nítrico, el monóxido de carbono) actúan como mediadores locales, difundiendo

a trave's de la membrana plasmática de la célula blanco y activando a una enzima intracelular

(Schmidtcl al., 1994-.Brcdt ct aL. 1994). Pero la mayoría de las mediadores intercelulares son

hidrofílicos, por lo tanto, son capaces de activar proteinas receptoras únicamente en la

superficie de la célula blanco. A partir de la unión de estos receptores con mediadores

intercelulares hidrofílicos,se genera una cascada de transducción de señales, convirtiendoesta

unión extracelular, en un conjunto de señales intracelulares que altera el comportamiento de la

célula blanco.

El sistema de transducción de señales dentro de las células eucariotas consiste en una red de

proteinas que transforman estímulos extracelulares, en respuestas celulares apropiadas. Las

moléculas que forman esta red están en un camino de señalización bioquímico ordenado, en el

cual, la propagación de la señal ocurre a través de interacciones secuenciales de proteinas

entre si e interacciones entre pequeñas moléculas y proteínas. Las moléculas señalizantes de

esta red se ensamblan para ejecutar un programa de señalización en forma ordenada, tanto en

el tiempo como en el espacio (Zukcrclal., ¡999).

Tipos de receptores:

Existen dos familias (excluyendo la familia perteneciente a receptores unidos a canales

iónicos) de receptores en la superficie de la célula, cada uno de los cuales, transduce la señal

extracelular de diferente manera. El primer grupo lo constituyen receptores unidos a una

proteina G (proteína trimérica que une GTP), estos receptores indirectamente, activan o

inactivan enzimas unidas a la membrana plasmática. El segundo grupo, son receptores unidos

a una enzima, el receptor puede tener una actividad enzimática per se o bien el receptor se

asocia a una enzima. Dependiendo del tipo de actividad enzimática del receptor o el tipo de

enzima que es capaz de activar dicho receptor, se puede a su vez clasificar en: Receptores con

actividad de proteína quinasa de tirosina (TK) (VanderGccrel aL.1994),Receptores que activan TK

intracelular, Receptores con actividad tirosina fosfatasas, Receptores que activan proteína

quinasa de serina/treonina, y Receptores con actividad guanililciclasa.

1 Señalización mediada por receptores en la superficie celular asociados a proteína G

Los receptores unidos a una proteina G (llamada asi porque es capaz de unir GTP)

pertenecen a una "super familia"de receptores que se encuentran en la superficie celular y se
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asocian a dicha proteina, en la cara interna de la membrana plasmática.

A pesar que los receptores acoplados a una proteína G, responden a una amplia variedad de

estímulos extracelulares (factores de crecimiento, polipeptidos vasoactivos, neurotransmisores,

hormonas, fosfolipidos, fotones, odorantes, etc...), todos tienen dos características en común:

una característica estructural que consiste en que el receptor tiene siete segmentos

transmembranáles hidrofóbicos y una característica funcional que es la habilidad de estimular el

intercambio de GDP por GTP en la proteína G en respuesta a la unión de la hormona al

receptor (figura 3).
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FIGURA 3: RECEPTOR ACOPLADO A
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La proteina G está formada por tres cadenas polipeptidicas: una subunidad d, una subunidad

B y una subunidad y. La subunidad a, es capaz de unir e hidrolizar GTP. Las subunidades B y v

forman un dímero. Cuando el receptor acoplado a la proteína G es activado, cambia su

conformación, e induce una cambio en la conformación de la subunidad d (Altenbachcl al. l996;

Bournel997).Esto causa una liberación del GDP. Ya que la concentración de GTP en el citosol es

mayor que el GDP, la subunidad o se une a GTP. La unión del GTP induce una disociación

entre la subunidad d y el complejo By . El tiempo en el cual la proteina G se encuentra activada,

esta controlado por Ia subunidad d. Todas las subunidades d tienen actividad GTPasas, una

vez que el GTP es hidrolizado a GDP, la subunidad d se reasocia con el dímero By, y vuelve a

un estado trimérico inactivo, acoplado al receptor. En la figura se muestra la activación de la

proteína G, luego de la unión del Iigando al receptor y la desactivación de Ia misma una vez

transmitida la señal (Nccr,1995)(figura 4).
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Figura 4 Clclo Iagulnlorlo de In prolelnn G.
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Las distintas clases de proteína G son sumarizadas en la tabla 4. La activación puntual de una

proteína G puede causar, tanto una inducción como una inhibición de un efector particular, o

puede actuar sobre múltiples efectores (provocando la activación de varias vías de

señalización: adenilato ciclasa, fosfodiesterasas, fosfolipasas o regulando la actividad de

canales iónicos, transportadores de iones, y un creciente número de quínasas). Por lo tanto,

una subunidad d unida a GTP y/o un complejo By, inician una respuesta de señalización

intracelular actuando sobre moléculas efectoras como adenilato ciclasa, fosfodiesterasas,

fosfolipasas, o bien regulando la activación de canales iónicos, transportadores iónicos y un

número creciente de proteínas quinasas. Por ejemplo, algunas proteinas G activan o inactivan a

la proteína adenilato ciclasa, alterando así la concentración intracelular de AMPc. Otras

proteínas G activan a una fosfolipasa C especifica (PLCB) que hidroliza fosfatidil inositol

bisfosfato (PIP2), para generar dos segundos mensajeros, inositol trifosfato (IP3), que libera

Ca2+a partir del retículo endoplásmico e incrementa Ia concentración de Ca2* en el citosol, y

diacilglicerol,que permanece en la membrana plasmática activando a proteinas quinasa C. El

AMPc o el Ca2+ estimulan a PKA y CaM-quinasa respectivamente. Las PKC, PKA, y las

quinasas CaM fosforila a proteínas en serina o treonina y alteran así la actividad de otras

proteínas.

Tabla 4: Caracteristicas de los distintos tipos de
subunidades de la proteina G
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Luego de haber descripto las caracteristicas y las clasificaciones de las proteínas G, volvemos

a ocupamos de la interacción entre el receptor y la proteína G. Cuando una proteina G se

disocia del receptor activado, éste es capaz de unirse a otra proteina G inactiva, comenzando

nuevamente el ciclo. Entonces un complejo receptor ligando puede activar a muchas proteinas

G, en un periodo corto de tiempo, amplificando la señal original. Posteriormente, una subunidad

a interactúa con el efector. Existen 16 variedades de subunidades ozconocidos en mamíferos, 5

variedades [3y 11 subunidades y. Las 16 subunidades o se las agrupa en cuatro familias en

base a su similitud de secuencia: os, 0,, c1qy c112.Las subunidades ds, que se caracterizan por

estimular la adenilato ciclasa; las subunidades a, descriptas inicialmente por su capacidad de

inhibirla misma enzima y actuar sobre canales iónicos y la fosfodiesterasa; las subunidades dq,

que activan la fosfodipasa C y finalmente las subunidades c112,más recientemente identificadas,

cuyas funciones parecen estar principalmente relacionadas con la regulación del citoesqueleto,

movimiento celular, transformación celular, proliferación y tumorigénesis. Una caracteristica en

común de todas las proteinas G, es actuar como una enzima efectora que cambia la

concentración de pequeñas moléculas de Ia célula.

Tanto la forma intacta como la forma disociada de la proteina G, se encuentra asociada a la

cara interna de la membrana plasmática. Sin embargo, cada subunidad individuales hidrofilica,

y no tiene dominio transmembranal. El dímero Bytiene una afinidad intrínseca por Ia membrana

ya que Ia subunidad y se prenila. Los tipos de subunidades a.- y Go son miristoilados, esto

explica su habilidad por permanecer asociados con la membrana luego de disociarse del

dímero By. La subunidad eis es palmitoilada (Nccr,l995).

2- Señalización mediada por receptores con actividad de quinasa de tirosina:

Los receptores pertenecientes a esta familia, a diferencia de los receptores acoplados a una

proteina G, contienen una enzima con capacidad de forsforilara otras proteínas en residuos de

tirosina. La primer proteina con actividad de tirosina quinasa (TQ) fue descubierta en 1980 por

Tony Hunter y Bartholomew Sefton, a partir del estudio y caracterización de una proteina

oncogénica pertenecientes al virus de sarcoma Flous. Posteriormente Stanley Cohen descubrió

que el receptor del EGF tenía una función de TQ, estableciendo que la fosforilación de

proteinas en tirosina es parte de los mecanismos de señalización en respuesta a estímulos

externos. Actualmente se conocen más de 50 receptores con actividad de TQ, incluyendo el

receptor de insulina, PDGF, NGF, EGF, y muchos otros (Vandchccr. clal. ¡994).

Todos los receptores pertenecientes a esta familia, contienen un dominio N-terminal
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extracelular, con capacidad de unión a ligando, un d-helice transmembranal única, y un dominio

C-terminal con actividad de TQ. La mayoría de los receptores están formados por una única

cadena polipeptídica. La unión del ligando al receptor, activa su dominio quinasa citosólico, esto

lleva a la fosforilación tanto del receptor como de ciertas proteinas celulares, propagando la

señal inicial a partir de la unión del factor de crecimiento al receptor específico (Cadena,l992)

(figura 5).

Ligando
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Eneno, ’ Zona de unión a ligando
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Figura 5: Estructura de un receptor tirosina quinasa.

El primer paso de señalización de Ia mayoría de estos receptores, requiere de la dimerización

y autotosforilación de los mismos, inducida por ligando (Lcmmon.ctal. i994).La unión del ligando al

receptor, lleva a la activación del dominio de tirosina quinasa y subsecuentemente existe una

interacción con el dominio intracelular del receptor adyacente (Schlcssingcr.1993).La dimerización

de los dominios extracelulares acarrea el cambio de conformación de los dominios citosólicos,

que se colocan yuxtapuestos, cuya estabilización causa una relajación en la conformación, que

origina la activación de la actividad quinasa. Se produce una autotosforilación del receptor,

mediante la fosforilación de residuos de tirosina de una subunidad por parte de la otra

subunidad.

Una vez que se ha producido la activación de la quinasa, se producen dos fenómenos

importantes: por un lado la fosforilación de los propios receptores (autotosforilación) y por otro

lado la fosforilación de numerosos sustratos.

El proceso de autotosforilación por lo general afecta a dos zonas: por un lado a un residuo de

tirosina dentro del propio dominio catalitico, que provoca un aumento de la actividad quinasa,

desencadenando Ia fosforilaciónde otros residuos de tirosina en el receptor y en sustratos. Por

otro lado afecta a tirosinas fuera del dominio catalítico, lo que permite crear sitios de

reconocimiento para moléculas señalizadoras que posean dominios de reconocimiento SH2

(zona de homología 2 con la tirosina quinasa Src) (VanderGecr.clal. 1994).
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Se han descripto numerosas moléculas que contienen diferentes dominios SH2, los cuales

muestran distinta afinidad por distintas agrupaciones de aminoácidos con fosfotirosina, Io que

nos da una idea de la especificidad existente en esta interacción entre proteínas. Una cascada

de señalización mejor conocida comienza tras la activación de los receptores, produciéndose el

acercamiento a éstos de moléculas adaptadoras (mediado por sus dominios SH2), como la

proteina Grb2, la cual se une a Sos. La proteína Sos es un intercambiador de GDP por GTP

para la GTPasa denominada Ras.

Algunos factores de crecimiento, como PDGF y NGF, son dimeros formados por dos cadenas

polipeptidicas idénticas, éstos factores de crecimiento inducen la dimerización al unir

simultáneamente a dos receptores (Hammachcr,clal. l989).Otros factores de crecimientos, como el

EGF, son monómeros pero tienen dos receptores distintos a los cuales se unen, induciendo la

heterodimerización de los mismos (Earp.i995).

EI dominio SH2, de aproximadamente 100 aminoácidos, se pliega de tal modo que crean un

bolsillo para 6-8 aminoácidos donde se encuentra la tirosina fosforilada a la que se unen, es

decir son proteína que reconocen tanto al residuo de fosfotirosina del receptor, como a regiones

cercanas en Ia cadena polipeptidica. Es por ello que Ia autofosforilación del receptor, crea sitios

de unión para proteínas con dominio SH2 y las secuencias flanqueantes de Ia fosfotirosina son

las que determinan la especificidad de la unión entre el receptor y las proteinas específicas

(Kuriyancctal. 1999)(tabla

Tabla 5: sustratos de la activación de los receptores tirosina quinasa.

Enzlmes Proteinas estructurales ’

Fosfolipasns (C.A.D) Anexinas l y II
Quinasas de la familia Src Clatrina
Quinasas de la familia Jak Vinculinn ‘
Fosfatidil inesitol 3'quinasa Paxilina ,
Fosfatasas Receptores de fibrenectina i
GTPasas (RasGAP) Cadherlnas l

lAdaptadores Otras proteinas .
I

ch STATs |
rk I

Grbz l
hc

3- Señalización mediada por receptores no asociados a proteínas quinasas de tirosinas:

Esta familiade receptores no contienen per se una quinasa de tirosina (TQ), sin embargo son

capaces de activar una proteína TQ intracelular. La mayoría de las citoquinas, así como

algunas hormonas polipeptidicas, tienen receptores pertenecientes a esta familia.

Dichos receptores contienen un dominio N-terminal extracelular que une al ligando, un dominio
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C-terminal cítosólico y una d-helice transmembranal. El dominio cítosólico de los receptores no

tienen actividad catalítica.

La dimerización del receptor inducida por Iigando, lleva a la fosforilación cruzada de quinasas

de proteinas asociadas al receptor. Posteriormente estas enzimas activadas, fosforilan al

receptor, generando sitios de unión a proteínas que contienen dominios SH2. Por lo tanto, Ia

combinación del receptor asociado a una quinasa de tirosina funciona de forma análoga al

receptor con actividad de quinasa de tirosina, mencionado en Ia sección anterior.

Las quinasas asociadas a estos receptores pertenecen a dos familias. Una de ellas, esta

formada por Src, y la otra pertenece a las quinasa Janus o JAK. Src fue originalmente

identificada como una proteína oncogénica del virus de sarcoma Rous. La familia de las JAK,

juega un rol crítico en Ia transmisión de señal, a partir de receptores de citoquinas, mientras que

los miembros de la familia Src, juegan un rol en la señalización de receptores de antígenos de

linfocitos T y B, pero no son requeridos para la señalización de Ia mayoría de las citoquinas.

Las quinasas de Ia familia Src son el prototipo de enzimas citosólicas, todas contienen un

dominio catalítico en el extremo carboino-terminal, con dominios SH2 y SHS (homología con

Src). Los dominios SH3 son regiones de unos 50-60 aminoácidos que interaccionan con zonas

ricas en prolina de otras proteínas, formando complejos supramoleculares.

4- Señalización mediada por receptores unidos a otras actividades enzimáticas:

Estos receptores incluyen fosfatasas de tirosinas, quinasas de serina/treonina y guanilil

ciclasas. Las funciones de la mayoria de éstos receptores se conocen menos que las funciones

de los receptores asociados a proteina G o los asociados a proteínas quinasa de tirosinas.

Los receptores con actividad de fosfatasas de tirosinas, remueven el grupo fosfato de residuos

tirosinas. En muchos casos, estas proteínas juegan un rol negativo en Ia vía de señalización

celular iniciada por fosforilaciones en tirosinas. Sin embargo, estos receptores tienen actividad

fosfatasas de tirosina y pueden estar involucrados en el control positivo de la señalización

celular, como por ejemplo, el receptor llamado CD45, que se expresa en la superficie de los

linfocitos T y B. Luego de una estimulación antigénica, el C045 se cree que desfosforila una

fosfotirosina, que inhibe la actividad enzimática de miembros de la familia de Src. EI CD45

actúa a través de la estimulación de quinasas de tirosina.

Los receptores del factor de crecimiento y transformación B (TGFB) son proteinas quinasas

que fosforilan residuos de serina o treonina en proteínas sustratos.

Algunos Iigandos unen receptores cuyo dominio cítosólico tiene actividad de guanilil ciclasa,

catalizando la formación de GMPc.
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SEGUNDOS MENSAJEROS INTRACELULARES:

A partir de la unión de un mediador intercelular (Iígando) a su receptor, se desencadena una

cascada de mecanismos de señalización intracelular, que lleva a modificaciones en el patrón de

la expresión génica y como consecuencia, modifica el comportamiento de Ia célula.

De acuerdo a Ioya señalado, la mayoría de los receptores asociados a Iigandos son capaces,

directa o indirectamente, de estimular a una enzima específica. Esta enzima funciona

intracelularmente como propagadora y amplificadora de una señal inicial,desde la superficie de

la célula hasta una variedad de blancos intracelulares. A este proceso se lo llama transducción

de señales. Los blancos de estas vias de señalización, frecuentemente incluyen factores de

transcripción que regulan Ia expresión de genes. Por lo tanto, las vias de señalización

intracelular, conectan la superficie de la célula con el núcleo, produciendo cambios en Ia

expresión génica en respuesta a un estimqu extracelular (ZukcrclaL.1999).

La unión de la mayoría de los mediadores intercelulares a sus receptores, inicia una serie de

reacciones intracelulares que regulan virtualmente todos los aspectos del comportamiento

celular, incluyendo metabolismo, movimiento, proliferación y diferenciación. Comprender los

mecanismos moleculares responsables de estas vías de señalización es un área importante de

investigación (Dhanasckaran,¡998).

A continuación, se resume las distintas vías de señalización conocidas y relevantes para el

entendimiento del trabajo.

AMP cíclico (AMPc):

Una de las vías de traducción de señales mejor comprendida, involucra al AMPc. Los

componentes de Ia cascada de señalización, esto es, receptores, proteína G heterotrimérica,

adenilato ciclasa y subunidades de quinasas, han sido clonados y caracterizados.

En las células de mamífero, el AMP cíclico (AMPc) se forma a partir del ATP, por acción de la

acción de la adenilato ciclasa, y es degradado a AMP, por AMPc fosfodiesterasa. Una vez

producido el AMPc, éste es capaz de unir y activar a una proteína llamada quinasa

dependientes de AMPc (PKA).

La PKA, descubierta por Donal Walsh y Ed Krebs en 1968, es tetramérica y está compuesta

por dos subunidades regulatórias (R) y dos subunidades catalíticas (C). En su forma inactiva, la

PKA se encuentra en forma de tetrámero. El AMPc es capaz de unirse a Ia subunidad

regulatoria, causando Ia liberación de las subunidades catalíticas activadas, las cuales difunden

del citoplasma hacia el núcleo, fosforilando proteinas especificas en residuos serina.
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Existen tres isoformas de la subunidad C (Cd, CB, Cy) con propiedades tanto cinéticas como

fisiológicas semejantes (Taylor.cl al. l990). Las diferentes subunidades Fi (Ftl; RII), tienen distinta

afinidad de unión a AMPc y se localizan diferencialmente dentro de la célula.

En muchas células animales, los aumentos en los niveles de AMPc, activan la transcripción de

genes que contienen una secuencia regulatoria llamada elementos de respuesta a AMPc

(CRE). En particular, la señal se transmite del citoplasma hacia el núcleo, por la subunidad

catalitica activada de la PKA. Dicha subunidad, dentro del núcleo, fosforila al factor de

transcripción CREB (proteina que une CRE), llevando a Ia activación de genes inducibles por

AMPc (Frank. cl al. l994).

La regulación de la expresión génica mediada por AMPc juega un rol importante en la

proliferación y diferenciación de muchos tipos de células animales. Recientemente CREB ha

sido involucrado además, en procesos de aprendizaje y memoria.

Fosfolípidos y calcio:

El fosfatidil inositol (Pl) es el único fosfolípido de la membrana que puede ser fosforilado aún

más. Una Pl quinasa transfiere un grupo fosfato del ATP a la posición 4 del inositol dando Pl 4­

fosfato (PI4P). Posteriormente una PI4P quinasa agrega otro fosfato en la posición 5 para dar

PI 4,5-bifosfato (PIPz) (Fain,el al ¡979).

El fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2) es un componente de la membrana plasmática,

localizado en la cara interna de la bicapa Iipídica (Divecha,cl al. ¡995). Una amplia variedad de

hormonas y factores de crecimiento estimulan la hidrólisis de Ple mediada por fosfolipasa C

(PLC). Esta reacción genera dos tipos de segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el

inositol 1,4,5,-trifosfato (IP3). El DAG y el IPg, estimulan a la PKC y posibilitan la movilización de

calcio, respectivamente (Clapham.1995,).

La hidrólisis de PIP2 es activada por receptores acoplados a proteína G y por receptores con

actividad de tirosina quinasa. Esto se debe a que una forma de fosfolipasa C (PLC-B) es

estimulada por proteina G, mientras que una segunda forma PLC-v, contiene dominios SH2 que

median su asociación con un receptor de tirosina quinasa activado. Esta última interacción,

lleva a Ia fosforilación en tirosina de PLC-v e incrementa su actividad catalitica.

El IP3, es una molécula polar, que estimula la liberación de calcio, a partir de los reservorios

intracelulares. La concentración de calcio citosólica es extremadamente baja (aproximadamente

0,1-0,01 uM). El IP3actúa liberando calcio desde el reticulo endoplásmico, a través de Ia unión a

receptores que están ligados a canales de calcio. Como resultado, los niveles de calcio

citosólicos llegan aproximadamente a tuM, afectando así la actividad de una variedad de
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proteinas incluyendo quinasas y fosfatasas (Bcrridgc,1937;Migncryel al. 199o,Miyawakyct al. |99|).

El calcio es capaz de unir, y activar a una proteina llamada calmodulina. La calmodulina

activada, une a una variedad de proteínas blanco incluyendo a miembros de la familia de CaM

quinasa (Rasmusscn.cl al. 1989).Ésta fosforila a una gran variedad de proteinas diferentes, entre

ellas, enzimas metabólicas, canales iónicos, y factores de transcripción. Uno de los factores

transcripcionales que es fosforilado por CaM quinasa IV, es el CREB. Tanto Ia PKA como la

CaM quinasa IVfosforilan a CREB en el mismo sitio.

Una via alternativa involucra la entrada de calcio a partir de el medio extracelular, a través de

los canales situados en Ia membrana plasmática. En un gran número de células, el aumento

transiente de calcio intracelular resulta a partir de la producción de IP3seguido por un aumento

sostenido de calcio a partir del medio extracelular. La entrada de calcio extracelular es

importante en células eléctricamente excitables como las neuronas y las células musculares. En

el caso de neuronas, los canales de calcio activados por voltaje en la membrana plasmática son

abiertos por depolarización de Ia membrana.

Proteina quinasa dependiente de calcio y fosfolípidos (PKC)

La PKC fue descubierta en 1977 por Nishizuka. Es una enzima activada por receptores

acoplados a fosfolipasa C, mediante el aumento transitorio de DAG.

En base a experimentos de purificación y clonado de PKC, se sabe que esta enzima

pertenece a una multifamiliade quinasas en serina y treonina, regulada por lípidos, capaz de

fosforilar a un gran número de proteínas celulares.

Los ésteres de forbol, se generan a partir de plantas, son promotores de tumores en varios

tipos celulares. Son capaces de activar a la PKC, actuando como análogos del DAG. Estos

resultados permitieron involucrar a Ia PKC en carcinogénesis y dieron herramientas para la

manipulación de dicha proteína, tanto ¡n vitro como en sistemas animales (Blumbcrg.1988).

La PKC comprende al menos diez proteínas quinasas dependiente de fosfolípidos (Mellor.elal.

¡998; Newton.1995;Newton.1997).Las distintas isozimas han sido agrupadas en tres subfamilias

basándose en homologia de secuencia y en sus propiedades bioquímicas. Las "clásicas" o

"convencionales" (cPKCs) incluyen a la PKCa, [3],Blle y. Estas isoformas pueden ser activadas

por calcio y fosfolípidos. También unen DAG, que incrementa la afinidad de la enzima por los

fosfolípidos y el Ca“. Las cPKCs son también receptores de los ésteres de forbol. Las "nuevas"

(nPKCs), incluyen a la PKCó, e, n y 9, pueden ser activadas por DAG o ésteres de forbol en

presencia de fosfolípidos, sin embargo son independientes de calcio. Finalmente, las PKCs

"atípicas", que incluye a la PKC¿ e I (su homólogo en ratón ha sido llamada PKCA), son
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insensibles a calcio, a DAGy a ésteres de forbol.

Cada isozima de PKC, está formada por una única cadena polipeptídica, que contiene dos

dominios estructuralmente bien definidos: un dominio regulatorio en el amino terminal de Ia

cadena y un dominio catalitico en el carboxilo terminal de Ia proteina. La región regulatoria

posee capacidad de unir a cofactores fosfolipídicos y a calcio. Además, participa en Ia

interacción proteina-proteina, capaz de regular Ia actividad de Ia PKC, asi como su localización.

La región carboxilo terminal contiene un dominio involucrado en la unión a ATP y otro capaz de

unir al sustrato. Los dominios regulatorio y catalitico, se encuentran conectados por una región

bisagra, altamente sensible al clivaje proteoliticopor proteasas celulares.

Las enzimas poseen regiones que son altamente conservadas entre las diferentes isozimas de

PKC (región Ct a C4) y regiones que son variables (regiones V1 a V5). La región C1 está

presente en todas las isozimas de PKC. Contiene un dominio autoinhibitorio o pseudosustrato,

que se une al sitio de unión a sustrato, en el dominio catalitico y mantiene a la enzima en un

estado inactivo, en ausencia de cofactores y activadores (Orr,ct al. 1992).Además, la región C1

tiene un dominio rico en cisteína, capaz de unir al DAGy a ésteres de forbol, en las PKC de tipo

cPKCs y nPKCs (Kazanictz.cl al. ¡995. Kazanictz.el al. i995).

La regulación de Ia actividad de Ia PKC por cofactores lipidicos, ha sido estudiada utilizando

micelas o bicapas Iipídicas. Los fosfolipidos acidicos son eficientes cofactores de Ia activación

de la PKC, con una selectividad por fosfatidilserina. Los fosfolipidos no solo son útiles como

moléculas de anclaje mediante la unión a Ia PKC, por su dominio rico en cisteína, sino que el

DAG causa un incremento dramático en Ia afinidad de la cPKCs y nPKCs por Ia fosfatidilserina

(Newton.l995;Newton.1997).La activación de Ia PKC mediada por el DAG (o ésteres de forbol) en

presencia del cofactor fosfolipídico, produce un cambio conformacional de la PKC, da como

resultado, Ia remoción del pseudosustrato del sitio de unión, provocando Ia activación de Ia

enzima. El dominio de pseudosustrato, una vez que se remueve del sitio de unión, puede

contribuir a la unión de la PKC a Ia membrana plasmática a través de sus residuos básicos (Orr.

ct al. ¡992;Orr.cl al. ¡992;Newton.1993).Por Io tanto, Ia PKC una vez activada, se transloca desde el

citosol hacia Ia membrana plasmática. Este proceso está controlado además, por interacciones

entre proteínas.

El calcio incrementa Ia afinidad de la cPKC por los fosfolipidos aniónicos (Bazzi.cl al. 1990).Se

sabe que la concentración de calcio requerida para Ia unión de la PKC a la membrana

plasmática es sustancialmente menor que aquella requerida para la activación de la enzima. EI

modelo alostérico propuesto indica que a bajas concentraciones de calcio, existe una

interacción débil a la membrana plasmática, acompañada por cambios conformacionales que
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no son suficientes para inducir la activación de la enzima. Altas concentraciones de calcio son

necesarias para producir cambios conformacionales en la PKC, que resultan en la liberación del

pseudosustrado al sitio de unión en el dominio catalítico, llevando a la activación de la enzima.

La PKC se autofosforila en residuos de serina/treonina y es transfosforilada en residuos de

tirosina y/o serina/treonina por quinasas. La fosforilación de la PKC es un evento que regula la

maduración de la enzima además de la activación o inactivación de la misma (Ron,clal ¡999).

La PKC, además de la unión a lípidos, es capaz de interactuar con un gran número de

proteinas. Un gran número de sustratos pueden ser fosforilados por las distintas isoenzimas de

la PKC. Entre los numerosos sustratos se pueden mencionar receptores (EGF, muscarínicos, B­

adrenérgico), proteinas del citoesqueleto (MARCKS o "Myristoylated AIanine-Rich C kinase

Sustrate", vinculina, tau), canales iónicos, portoncogenes (Raf), proteínas nucleares (lamina B,

factores de transcripción), etc.

La PKC puede ser clivada por una proteasa dependiente de calcio llamada calpaina y por

tripsina, originando dos fragmentos. El fragmento mayor, de aproximadamente 50KDa (dominio

catalítico), retiene la capacidad de quinasa activada y el fragmento menor de 35-38 KDa

(dominio regulatorio), conserva la capacidad de unión de ésteres de forbol (Lee,elal. 1986;Huang,cl

al. 1986).No está claro el papel fisiológico de la proteólisis de la PKC. Una posible explicación

indica que la proteólisis sería un proceso para iniciar Ia degradación de la PKC. En numerosos

trabajos se ha demostrado que en distintos tejidos y tipos celulares el forbol dibutirato (PDBu),

que induce la activación persistente de la PKC, provoca la translocación de la enzima del

citoplasma a la membrana plasmática y la subsiguiente eliminación de la misma. Este último

fenómeno ha sido denominado retro modulación de la PKC (Blackshcar,el al. 1985.¡986. Ballester.cl

al.l985).

Numerosos trabajos han demostrado la acción sinérgica de Ia activación de la PKC y el

aumento de calcio citoplasmático para lograr una respuesta fisiológica. En Ia mayoría de ellos

se utilizó el ionóforo de calcio llamado A23187 junto con DAG sintético o ésteres de forbol.

Algunos ejemplos son: liberación de serotonina y enzimas Iisosomales por plaquetas (Kaibuchi,el

al. 1983),de histamina y enzimas Iisosomales por mastocitos y neutrófilos respectivamente

(Nishizuka, 1983), proliferación de linfocitos T (Kaibuchi.ct al. 1983),activación de linfocitos bovinos

con concanavalina A (Maslro.cl al. ¡983),etc.

El mecanismo de activación de la PKC por ésteres de forbol es similar al del DAG. De hecho,

los ésteres de forbol interaccionan con las isoenzimas de la PKC en el mismo sitio, ya que

ambos activadores se unen a las regiones ricas en cisteína. Sin embargo, los ésteres de forbol

son más potentes y metabólicamente más estables que el DAG, Io cual resulta en una

37



activación prolongada de la PKC en Ia célula. El éster de forbol más utilizado en el laboratorio

es el PMA ("Phorbol 12 Myristate 13-Acetate"), también conocido como TPA ("Tetradecanoyi

Phorbol Acetate"). El agregado de ésteres de forbol a células en cultivo produce la

translocación de la PKC desde el citosol hacia la membrana y citoesqueleto. La estimulación de

receptores que aumentan los niveles de DAG en la membrana también producen este

fenómeno, pero dado que Ia vida media del DAGes muy corta, en este últimocaso el fenómeno

de translocación es rápido y se revierte en segundos o fracciones de segundo. La PKC

asociada a la membrana, al sufrir un cambio conformacional que Ia hace activa, también

expone regiones que son altamente sensibles a la acción de proteasas intracelulares. Es por

ello que cuando se exponen las células durante varias horas a los ésteres de forbol se produce

la degradación de la PKC, con Ia consecuente caída en Ia actividad enzimática de PKC en Ia

célula. Esto se conoce con el nombre de regulación negativa ("down regulation", en inglés). este

fenómeno puede ser aprovechado experimentalmente, ya que es posible eliminarprácticamente

toda Ia actividad de PKC en la célula por la incubación prolongada con ésteres de forbol y así

poder determinar si la PKC está implicada o no en una determinada función celular.

Recientemente se han aislado otras proteínas capaces de unir ésteres de forbol. Entre ellas

está la familia de las quimerinas. Estas proteínas, pese a unir DAG y ésteres del forbol con

afinidad similar a las isoenzimas de Ia PKC, no presentan actividad de quinasas sino actividad

Rae-GAP, es decir, tienen Ia capacidad de acelerar la hidrólisis de GTP de proteínas G de bajo

peso molecular de la familia Rac. También se ha aislado una proteína con actividad activadora

del protoncogén Ras que tiene la capacidad de unir ésteres de forbol (ras-GBP). En todos estos

casos, estas proteínas poseen una región rica en cisteína que presenta alta homología con

aquellas de las isoenzimas de Ia PKC y que es la responsable de la unión de los ésteres de

forbol y el DAG.

MAPK

La cascada de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) participa en diversos

programas celulares, incluyendo diferenciación, movimiento celular, división celular y muerte

celular programada. Esta cascada está conservada evolutivamente en eucariotas y tiene un rol

clave en Ia regulación de la expresión génica, asi como en diversos actividades citoplasmáticas
(Robinson. ct al. 1997).

Generalmente se las clasifica en: MAPK,MAPKK(son activadores de MAPK,también llamados

MEK, MKK) y MAPKKK (son activadores de MAPKK, también llamados MEKK). Durante la

evolución, muchos de estos componentes de quinasas han sido conservados desde las
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levaduras hasta el hombre. Hasta Ia fecha, 12 miembros de proteinas quinasas MAPKhan sido

identificadas en células de mamífero, y pueden ser agrupadas en 5 subfamilias, en base a su

homología de secuencia y su función. Siete de las MAPKKy 14 MAPKKKhan sido identificadas

funcionalmente en células de mamífero. Proteinas de bajo peso molecular que unen GTP (por

ejemplo: Ras, Rac, Cdc42) y proteinas quinasas especificas, pueden ser consideradas como

MAPKKKK, es decir, regulan la actividad de MAPKKK (Su,el al. 1996;Gutkind. l998; Widmann.et al. l999).

La transmisión de Ia señal está dada por fosforilaciones secuenciales y subsiguientes

activaciones de componentes específicos de una cascada (figura6).
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Figura 6: Vias de señalización de MAPK.
Fuente: Dhenasekaran er al. 1998

Esta cascada de quinasas puede ser activada tanto por receptores unidos a tirosinas quinasas,

como por receptores unidos a proteina G (Howc.ct al. [993;Winitz.el al 1993).

Una característica de las MAPK es que para su activación total requieren de Ia fosforilación

tanto de una treonina como de una tirosina (separadas en la proteina por un único aminoácido).

Estas quinasas de proteinas que catalizan ambos tipos de fosforilaciones son las MAPKK.

Estas últimas, son activadas por fosforilación en serina/treonina catalizado por la MAP-quinasa­

quinasa-quinasa (MAPKKK).

Al ser activada MAPK,fosforila a varias proteínas intercelulares, incluyendo otras quinasas y

proteínas que regulan la expresión de genes.

Existen en mamíferos cinco tipos de cascadas de MAPK. Estas incluyen la cascada de

quinasas reguladas por señales extracelulares de tipo 1 y 2 (ERK1/2), que preferencialmente

regulan el crecimiento y la diferenciación celular, así como Ia cascada de p38MAPKy quinasas

del N-terminal de c-jun (JNK), que tienen un papel fundamental tanto en respuestas a éstres,

como en procesos de inflamación o apoptosis (Robinson.cl al. 1997;1p.el al. 1998;Lewis.el al. l998).
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Una de las vías de señalización de MAPKmejor comprendidas es la que lleva a la activación de

ERKl/ERK2MAPKS,mediada por MEK (chcr ct al. ¡995).La cascada se inicia a partir de un receptor

con actividad de tirosina quinasa (RPTK) o bien un receptor acoplado a la proteína G. El

mecanismo de activación mediado por un RPTK se inicia luego de la translocacíón del complejo

SOS-Grb2 a la membrana plasmática, uniéndose a un sitio fosforilado en el RPTK o a un

sustrato fosforilado por dicho receptor (VanderGccrctal. ¡994).Esto lleva a la activación de Ras, ya

que SOS-Grb2 induce un intercambio de GDP por GTP en la proteína Ras. Por lo tanto, Ras

unido a GTP une al N-terminal de un miembro de la familia Flat, que es una MAPKKKs.Esto

lleva a la fosforilación y subsecuente activación de Flat. Posteriormente Flat activa a unas

quinasas llamadas MEK1/MEK2(conocida como quinasa de quinasa de MAP). Finalmente,

estas últimas MAPKK fosforilan y activan a ERK1/ERK2 (chcr ct al., 1995).Una tracción activada

de ERK1/ERK2es capaz de translocarse al núcleo y fosforilar factores de transcripción como el

TCF/Elkt, o bien fosforilar a sustratos citoplasmáticos, como fosfolipasa A2, entre otros.

Ras:

Existen tres genes Ras que codifican para cuatro proteínas relacionadas de 21 kDa (H-ras, N­

ras, K-ras4a y K-ras4b) (Barbacid,l987).Las proteínas Ras se encuentran en un estado inactivo,

unido a un GDP. Luego de ser estimuladas las células por una variedad de ligandos

extracelulares, los factores de intercambio de nucleótidos de guanina de Ras (SOS/2 y

RasGFlF/CDC25) son activados para estimular el intercambio del GDP unido a Ras por GTP,

llevando a la activación de la proteína Ras (Boguski.el al. 1993).EI Flas activado es capaz, entre

otros mecanismos, de activar Ia cascada de MAPK (Davis. 1993; Egan. cl al. 1993-,Marshall, [995).

Después de esto el GTP unido es hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrínseca de Ras

y vuelve de esta forma a su estado inactivo. La reacción de hidrólisis del GTP, catalizada por

Ras, es potenciada por las proteínas activadoras de la actividad GTPasa o GAP (Ras-GAP).

Mutaciones de las tres versiones de genes Ras, han sido encontrados en aproximadamente

30% de todos los cánceres humanos (Burbacid.¡987;Bos,¡939).Por lo tanto, Ras ha sido implicado

en carcinogenesis.

Existe un gran número de factores de crecimiento (ej. EGF), hormonas (ej. insulina) citoquinas

(ej. interleuquinas) y neurotransmisores (ej: carbacol), capaces de activar la proteína Ras (Satoh.

clal. ¡992).Se sabe que receptores serpentina acoplados a proteína G, receptores quinasas de

tirosina y receptores que causan estimulación de una quinasa de tirosina no asociada a

receptor, son capaces de activar a la proteína Ras.

Se sabe que el Ras requiere de modificaciones lipídicas y de una asociación con la membrana
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plasmática para su completa actividad biológica. Las propiedades bioquímicas de las proteínas

Ras, como se observó, incluyen unión, intercambio e hidrólisis de nucleótidos de guanina; para

ello precisa que , después de sus síntesis en el citosol y de modificaciones posteriores a la

traducción, se unan al lado interno de Ia membrana citoplásmica. La unión a la cara interna de

la membrana plasmática se realiza por el aminoácido cisteína (posición 186) mediante un lípido

isoprenoide, el radical farnesilo. Tras esta unión, que es catalizada por la enzima farnesil­

transferasa, los tres aminoácidos carboxi terminales siguientes a este residuo son eliminados y

la cisteína 186 carboximetilada. Estas modificaciones son absolutamente necesarias para la

asociación a Ia membrana ay funcionalidad de Ras (Maltcsc.l990)

Debido a que la oncogenicidad de Flas está motivada por un aumento de los niveles de Ras­

GTP, una posibilidad deseable seria disponer de fármacos capaces de disminuirdichos niveles,

por ejemplo, los inhibidores de la formación de farnesilo, como la lovastatina, inhibe Ia acción de

Ras en células y animales.

JAK/STAT

Las proteínas JAKs representan una familia de quinasa de tirosina solubles. Existen cuatro

miembros de estas familias llamadas Tyk2, Jak1, Jak2 y Jak3, tienen un peso molecular entre

125-135KDa, contienen siete dominios conservados y una secuencia idéntica en un 35-45%

(lhlc.1994-.Pellegrini.el al. ¡997;Duhé.ct al..l998). Presentan dos dominios quinasa de tirosina en tandem

(Johnson.el al. 1996). En general estas quinasas son catalíticamente inactivas en células

quiescentes, pero se las encuentran asociadas al dominio citoplasmático del receptor (Pellegrini.

cl al 1997;Murakami..cl al. |99|). La dimerización de dos receptores, luego de la activación por

Iigando, lleva a una fosforilación inter- o intra-molecular de dos moléculas de JAK, esta

fosforilación, y subsecuente activación se da en residuos de tirosinas dentro del dominio de

quinasa de JAK (Pellegrini.cl al I997; Duhé..ct al ¡993; lhlc. 1995).Se necesitan dos quinasas para la

activación mutua, ya que existe una transfosforilación recíproca. Posteriormente, JAK quinasa

fosforila a un residuo de tirosina en el receptor. Este receptor activado es ahora capaz de

reclutar un miembro específico de la familia de STAT al complejo formado por receptor y JAK, a

través de la interacción con el dominio SH2 de la STAT (Stahl.cl al. ¡995;Gerhanz.ct al. l996). Las

proteinas STAT son subsecuentemente activadas (por fosforilación en tirosina) (Greenlund.ct al.

1994;Hcimct al. i995), probablemente por las JAK quinasas, luego de lo cual son dimerizadas

(heterodimerizadas u homodimerizadas), posibilitando asi su translocación al núcleo y posterior

unión al ADN (Shuai. cl al. 1994;Zhang cl al. 1995-.Chen. el al. 1998:Beckercl al. l998). Cabe señalar que una

característica única de ésta señalización mediada por STAT, es que la via de traducción de
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señales desde la superficie de la membrana hacia el núcleo está mediado por una única

molécula, a diferencia de las cascadas de quinasas y adaptadores (figura7).

Ciloplanma
Núcloo

m
Figura 7; Trnnnduccmn do nah-l medi-d. por JAK/STAT.

Como se observa en Ia tabla 6, existe una gran variedad de citoquinas y factores de crecimiento

capaces de activar mecanismos de señalización dependientes de JAK/STAT.
Tabla 6: receptores capaces de activar JAK/STAT.

Proteina Receptores activados Proteína Receptores activados

Tyk2 INF-a/BJL-10 Stat‘i ii'N-a/B. IPN-7. IL-‘IO
||_.e lL-6. lL-11. OSM. LIF. CNTF
IL-12 G-CSF

IL-2, IL-7.

Jakt ll'N-oz/B.ll'N-q GH. PRL. G-CSF
|L-6. lL-t't. 05M. Lii'. CNTF EGF- PDGF. CSF-1
G-CSF
lL-2.lL-4,lL-7.lL-9.|L-l3.lL-15 Stan ¡FN-0!
EGF. PDGF. CSF-‘t

Stat3 lFN-a. lL-1O
Jak? IPN-7 lL-B. lL-11. OSM. LIF. CNTF. Ieptin

lL-ó, 08M. Lll'. CNTF, Ieptin lL-12
IL-12 lL-2. IL-7. lL-Q
lL-3. IL-5. GM-CSF GH. G-CSF
EPO. GH. PRL. G-CSF EGF. PDGF
EGF. PDGF. CSF-1

5tat4 lL-IZ
Jak3 lL-2. IL-4. lL-7. lL-19. |L-'|5

Stat5A/B ¡FN-a. iL-10
lL-2. iL-7. lL-9, lL-15
iL-3. iL-S. GM-CSI'
EPO. GH. PRL. G-CSF
ieptin

State IL-4. IL-13
leptin

Abrewatutas: CNTF; factor neurotrófico cuiiar,CBF-1: factor 1 estimulante de colonias, EGF. factor de crecimiento
endodermal, EPO; eritropoyetina, G-CSF: factor estimulante de colonia granulocitica. GH: hormona de crecimiento
_F‘DGF_factor de crecimiento derivado de plaquetas, PRL. prolactina. GM-CSF. iactor estimulante de colonias de
macróiagoa y granuiocitoal LIF.tactor inhibitorio de leucemia, OSM‘ oncoatatina M.

Fuente: Liu. 1998
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RESUMEN DE LOS MECANISMOS DE SEÑALIZACIÓN Y LA REGULACIÓN DE LA FASE

G1 A PARTIR DEL ESTUDIO DE CÉLULAS DE RATÓN SWISS 3T3:

Numerosos estudios destinados a la identificaciónde vías de transducción de señales inducidas

por factores mitogénicos, han utilizado cultivos murinos Swiss 3T3 (Rozcngun.1986,|99|). Estas

células cesan de progresar a lo largo del ciclo celular deteniéndose en la fase GOIG1,cuando el

medio es depletado de factores que promueven el crecimiento. Sin embargo, pueden ser

inducidas a reiniciar la síntesis de ADN y Ia división celular por la adición exógena de factores

de crecimiento. Es por eIIoque se utilizan estos cultivos celulares como modelo para el estudio,

tanto de mecanismos de señalización como de moléculas regulatorias del ciclo celular.

Análisis recientes en fibroblastos de ratón Swiss 3T3 y en fibroblastos diploides humanos,

realizados con cámaras de video en lapsos de tiempo, permitieron demostrar, a partir de células

individuales arrestadas en Go,que éstas transitan primeramente por una fase llamada G1pos­

mitosis (GI-pm), luego de la cual, las células se tornan independientes tanto de los estímulos

mitogénicos, como de los inhibidores de proteinas en bajas dosis. A esta última fase se Ia llama

G1pre-fase S (G1-ps). La transición entre Grpm, que es dependiente de factores mitogénicos, y

la fase G1-ps, que es independiente de estímulos externos, es lo que se denomina el punto de

"commitment" (Zellcrbcrgcl al. ¡995) (figura 8).
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El tiempo desde que una célula transita de Go hasta el final de G1-pm, es de 8 horas. Este

tiempo es constante para todas las células analizadas y es por ello que se considera que las

mismas progresan a través de esta fase en forma sincrónica. Esto sugiere que otros procesos

iniciados durante o inmediatamente luego de la mitosis anterior deberían estar involucrados

para que se mantenga dicha sincronia (por ejemplo: reorganización del citoesqueleto o

descondensación de cromatina). La longitud de G1-ps, en cambio, varia considerablemente. La

asincronia observada en esta fase da cuenta de todas las variables que se tienen que dar para

que cada célula inicie la fase S (ej.: acumulación de proteínas para incrementar el tamaño de la

célula, activación e inhibición de moléculas regulatorias del ciclo celular que dictaminan el inicio

de una nueva fase, etc.) (Zcucrbcrgcl al. 1995).

Jimenez de Asúa et al. (1975) demostraron que la PGFZOposee actividad mitogénica en las

células Swiss 3T3. Este efecto es especifico para la PGan ya que otras prostaglandinas con

estructura semejante no lo inducen (Jimenezdc Asuact al. 1983).La PGFZG,agregada a partir de 5

ng/ml, estimula la iniciación de la sintesis de ADN, produciendo un aumento en el índice de

núcleos marcados, que llega a un plateau a 300 ng/ml. Estos resultados se correlacionan con el

aumento en el número de células.

La estimulación de la sintesis de ADN, en células Swiss 3T3, inducida por la PGan y otros

mitógenos, presenta dos características: un periodo pre-replicativo o fase G1de 14-15 horas de

duración, independiente de la concentración del mitógeno (Jimenezde Asuact al. 1977.1979;Ouo.el al.

l981:Richmondct al. l980)y posteriormente las células entran en la fase S, se observa en dicho

periodo, un aumento en la tasa de reclutamiento, es decir, un aumento en la velocidad con que

se incrementa el porcentaje de células que han comenzado a sintetizar ADN (velocidad de

entrada en fase S) que depende de la concentración del mitógeno, dado que a mayor

concentración del mitógeno, la pendiente de la velocidad de entrada es mayor (JimenezdcAsuaclal.

1977,1979;Richmondel al. 1980;Ouo.el al. |93|). La velocidad de entrada en la fase S sigue siempre una

cinética de, aparentemente, primer orden que puede ser cuantificada por una constante K

(JimenezdeAsua,1977.1979).Por lo tanto, existe una fase que es independiente de la concentración

de mitógeno, con una duración constante, y una fase, que es dependiente de la concentración

de mitógeno y es variable en la velocidad de entrada.

Dependiendo en que momento se adicionen factores no mitogénicos e incluso factores que

inhiban tanto la sintesis de DNA, como la síntesis de proteinas, pueden o no tener un efecto

sobre el factor mitogénico en la progresión a través de G1y en la inducción de síntesis de ADN.

Particularmente, la insulina, en concentraciones cercanas a las fisiológica (10'8-10'9M),carece

de actividad mitogénica per se pero potencia marcadamente el efecto mitogénico de la PGan

44



(Jimenezdc Asuacl al. 1933).Este fenómeno de sinergia se refleja en un aumento en la velocidad de

entrada en fase S, sin alterar la duración de G1 y ocurre cuando la hormona es agregada en

cualquier momento de la fase G1 (Jimenezdc Asun.cl al. ¡977). De forma similar, la PGE1 que no

posee activida mitogénica, aumenta el efecto de la PGFZOen cualquier momento de Ia fase G1

(Otto,el al. ¡982).Sin embargo, Ia hidrocortisona y Ia dexametasona inhiben Ia sintesis de ADN

estimulada por PGFZGen células Swiss 3T3. Este efecto se refleja en una disminución de la

velocidad de entrada en la fase S y sólo se manifiesta cuando el glucocorticoide es agregado

dentro de las primeras 8 hs de la fase G1 (JimenezdeAsua.¡977).

Estos resultados llevaron a Ia conclusión que Ia PGFZG,así como otros factores de crecimiento,

estimulan la mitogénesis activando al menos dos sistemas señalizantes independientes. La

señal 1 induce una cascada de eventos que determina la progresión a través de la fase G1. La

señal 2 controla Ia velocidad final de iniciación de la replicación del ADN. Por otro lado la señal

2 no necesariamente debe ser disparada al iniciodel período pre-replicativo junto con la señal

1, ya que adiciones tardías de PGF2Clpueden aumentar Ia velocidad final de entrada en fase S

(Jimenez dc Asua ct al. 1983; Ouo. cl al. 1985; Rozcngurt, 1986).

Por lo tanto, debido a Ia diferencia en el patrón temporal de interacción entre PGan y factores

no mitogénicos como insulina o PGE1, asi como también efectos inhibitorios como la

hidrocortisona, se postuló que cada tipo de interacción afecta eventos regulatorios distintos en

el camino que lleva a la sintesis de ADN. EI hecho que existan tiempos determinados en G1

para la interacción entre estos factores llevó a la conclusión que el periodo pre-replicativo está

constituido por una secuencia de procesos que resultan en la sintesis de ADNy la mitosis.

La PGan, en las células Swiss 3T3, estimula el metabolismo de fosfatidilinositol,aumentando el

contenido intracelular de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato, éste ultimo induce la

movilización de Ca2+del reticulo endoplásmico. Actuando en forma concertada el DAG y el Ca2+

activan Ia proteina quinasa C (PKC) (Corps.cl al. l989;Goin.cl al. 1993).La activación de esta enzima

es necesaria para que ocurran distintos eventos celulares. Se determinó que la PKC es capaz

de inducir Ia fosforilación de una proteína de 80 kDa, denominada MARCKS,asi como también

Ia disminución en Ia afinidad del receptor de EGF, la inducción del transporte de glucosa y Ia

mitogénesis (Jimenezdc Asua.ct al. 1997-.Watanabe,cl ul. l994). Estudios dirigidos a establecer el papel del

AMPc en la mitogénesis estimulada por Ia PGFZGrevelaron Ia ausencia de variaciones en Ia

concentración intracelular de este nucleósido cíclico tanto por el agregado de Ia PGF2acomo de

insulina o ambos (Otto.ct al. ¡982).

EI factor de crecimiento y transformación B1 (TGFB1) no es mitogénico en sí mismo, pero si
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amplifica la señal de inducción de sintesis de ADN, ejercida por prostaglandina F2a (PGan)

(Gomezdcalzaga,cl la. i994).Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la acción

potenciadora del TGFB1 sobre Ia estimulación de la PGFZG,se ve a su vez aumentada mediante

el agregado de insulina. Dicha estimulación ocurre preferencialmente a bajas concentraciones

de TGF[31. Estos resultados llevaron a postular las diferencias existentes entre la acción del

TGFB1 y la insulina, lo cual es contradictorio a lo propuesto por Brown y Holley (Brownel al. I987;

Corps,el al. 1989).El agregado de la prostaglandina E1 (PGE1) no potencia la estimulación de

sintesis de ADN inducida por PGan más TGFB1, en cambio Ia insulina sí es capaz de hacerlo.

Esto sugiere que el TGFB1 y la PGE1 podrían estar disparando algunos eventos en común. La

acción del TGFB1 no involucra síntesis de PGE1, ya que la indometacina, que bloquea la

formación de PGE1, no disminuye la acción potenciadora del TGFB1.(Tashjian.el al. 1985;Diaz.cl al.

¡939).Estos resultados sugieren que la insulina, el TGFB1 y la PGE1, amplifican la acción de Ia

PGF2“disparando diferentes eventos.

En células Swiss 3T3, la PGFZG,es capaz de estimular la actividad de las tirosinas quinasas

(TK), durante la inducción de la síntesis de ADN. Los procesos de señalización del TGF[31

difieren de los disparados por la PGFQa, ya que éste no estimula el metabolismo de los

fosfatidil inositoles; tampoco aumenta el flujo del Calcio (Browncl al. l987).Sin embargo el TGFB1

despliega una acción concertada con algunos eventos dependientes de la PGan. Por ejemplo,

el 1-o|eiI-2-acetil-glicerol (OAG, un análogo del DAG) puede causar Ia activación de la PKC y

TK, sin que estimule la síntesis de ADN, pero agregado junto con el TGFB1, si puede estimular

ésta última Esta inducción se ve potenciada por la insulina y no por la PGE1, a pesar que las

dos últimas juntas tienen efecto mitogénico en presencia de OAG.

El Factor ¡nhibitorio de leucemia (LIF) es capaz de inducir sintesis de ADN en células

confluentes y arrestadas Swiss 3T3, en un rango de concentración que va de 5-50ng/ml. El

efecto mitogénico del LIF se ve potenciado por acción tanto de la insulina como de la

prostaglandina E1 (PGE1). Además, el LIF no activa a la proteína quinasa C (PKC), debido a

que células pretratadas con ésteres de forbol por tiempos prolongados para inhibir a la PKC,

son inducidas a iniciar la síntesis de ADN estimuladas con el LIF. Por otro lado, el TGFB1 no es

capaz de potenciar la respuesta proliferativa del LIF. Tanto el LIF como la PGan inducen

síntesis de ADN, sin embargo actúan aparentemente, mediante mecanismos de señalización

diferentes, ya que, a diferencia del LIF, la PGFzc1es capaz de iniciar la síntesis de ADN
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únicamente en células que contengan PKC, además el TGFB1 sinergiza la acción mitogénica

de la PGan, no así la del LIF. Por último, el LIF y la PGFZOtienen efectos sinergicos en la

inducción de la sintesis de ADN.

REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular en células somáticas, consta de cuatro procesos altamente coordinados: el

crecimiento celular, la replicación del ADN, la distribución de los cromosomas duplicados hacia

las células hijas y la división celular. La progresión entre las distintas fases del ciclo celular está

controlada por un aparato regulatorio conservado entre las distintas especies, que no solo

coordina los diferentes eventos del ciclo celular sino que también une al ciclo celular con

señales extracelulares que controlan la proliferación de las células. Durante la primera fase del

ciclo celular, llamada fase G1, la célula se prepara para la sintesis de ADN, para ello se

transcriben y sintetizan componentes necesarios para la replicación del ADN. Se observa en

dicho estadio un continuo crecimiento celular. Luego de completar la fase G1, la célula inicia la

fase S (síntesis), durante la cual tiene lugar la replicación del ADN. Una vez finalizada dicha

fase, se inicia la fase G2 (gap), en la cual, la célula continua creciendo y se comienzan a

sintetizar proteínas requeridas para la mitosis. Por último, Ia fase M del ciclo celular

corresponde a la mitosis, en la cual tiene lugar Ia separación de los cromosomas hijos y

posterior división nuclear. Finalmente, la célula se divide (a éste paso se Io llama citoquinesis)

dando origen a dos células hijas con igual contenido genético.

Los mecanismos moleculares que controlan el ciclo celular están formados esencialmente por

dos familias de proteínas conservadas en todos los eucariotas. Los reguladores positivos del

ciclo celular están constituidos por un grupo de proteínas llamadas ciclinas (Shcrr.1993-.Yang..el al.

1999Shcrr.¡995;Roberts.l999).Estas proteinas son subunidades reguladoras positivas de una clase

de quinasas de proteinas en serina y treonina, llamadas quinasas dependientes de ciclinas

(CDKs) (Nurse. 1990; Pines. cl al. ¡991; Lcw. cl al. 1996.Shcrr, i993). El genoma de mamífero codifica al

menos diez ciclinas diferentes (3 ciclinas D, 2 ciclinas E, ciclina A, ciclina B, ciclina C, ciclina F,

ciclina H) y siete CDKs (cch, CDK2, CDK3, CDK4, CDK5,CDK6, CDK7), que pueden asociarse

entre sí en al menos quince formas diferentes, formando complejos ciclina-CDK. Diferentes

complejos ciclina-CDK controlan a la célula a través de las distintas fases del ciclo celular

fosforilando proteinas específicas en residuos serina/treonina, y prolina. Las CDKs deben unirse

a las ciclinas para ser activas. En general las CDKs están presentes constantemente, en

cambio, los genes de ciclinas, se transcriben de forma dependiente del ciclo celular y algunas
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ciclinas son degradadas en un determinado punto del ciclo celular. Por último existe una tercera

molécula regulatoria positiva que se denomina quinasa activadora de CDK (CAK)formada por

una ciclina llamada H y una CDK específica llamada CDK7. Este complejo fosforila en un

residuo de treonina a algunos complejos de ciclina-CDK, regulando de forma positiva su

actividad. Además CAK forma parte de la maquinaria transcripcional y de reparación del ADN

(Sclal'ani.l996; Dracua.1997).La amplia variedad de caminos para los cuales la actividad de las

distintas CDKs pueden ser reguladas, posibilita que el ciclo celular responda tanto a una gran

variedad de factores externos de división (positivos o negativos) como a señales internas

generadas por eventos previos en el ciclo celular.

Casi todas las CDKs se encuentran presentes de forma constante, y en exceso comparado

con las ciclinas a Io largo del ciclo celular. Esto significa que la actividad de CDK puede ser

regulada en función de la cantidad de ciclina presente. Para que cada una de las ciclinas con su

correspondiente CDKse encuentren activadas en un determinado momento del ciclo celular, se

requiere de múltiples mecanismos involucrados en la regulación de la actividad de los

complejos ciclina-CDK. Estos mecanismos incluyen: síntesis y destrucción de ciclinas,

fosforilación y desfosforilación de CDK, asociación de estos complejos con CDKI, controles en

Ia localización subcelular.

Los reguladores negativos del ciclo celular están constituido por una familia de proteinas

llamadas inhibidores de quinasa dependiente de ciclina (CDKIs)que son reguladores negativos

de la actividad del complejo formado por ciclina-CDK o bien inhibidores de CDKs. Los CDKIs

pueden ser subdivididos en dos categorias. El primer grupo (llamado Cip/Kip)actúa uniéndose

a una gran cantidad de complejos que están formados por ciclina y CDK. Mientras que el

segundo grupo de CDKIs (llamado Ink4) inhibe la actividad de CDK4 y CDK6 específicamente.

El grupo de CDKI Cip/Kip está formado por p21 (también llamado waf1,sdi1,o CAP20), p27 y

p57 mientras que el grupo de CDKI Ink4 comprende a p16, p15, p18 y p19. En particular los

inhibidores de los complejos formados por ciclina/CDK de Ia fase G1 están involucrados en el

arresto en esta fase de células en respuesta a señales anti-proliferativas. Este arresto de

células, posibilita la entrada a procesos como quiescencia, diferenciación terminal, senescencia

celular o la reparación de daños del ADN (Funkct al. l998;Shcrr.cl al. ¡999).

Por último, existe una segunda familia de inhibidores negativos del ciclo celular, constituido por

proteínas de la familia de retinoblastoma, que incluye el producto del gen susceptible a

retinoblastoma (Flb)y proteínas relacionadas funcionalmente y estructuralmente, llamadas p130

y p107 (Graña. cl al. ¡998). Estas proteínas unen e inhiben factores transcripcionales
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(pertenecientes a la familia E2F), estos últimos son requeridos para la inducción de genes que

codifican proteínas necesarias para la progresión del ciclo celular y para la replicación del ADN,

así como también enzimas involucradas en la síntesis de deoxiribonucleosidos trifosfatos. Los

complejos formados por ciclina-CDKson capaces de fosforilar a la proteína Rb produciendo su

inactivación, es decir permitiendo que los factores de transcripción asociados al Rb sean

liberados y puedan de esta manera, ser activos.

En resumen, la regulación molecular del ciclo celular, que mantiene el balance homeostático

entre el crecimiento, diferenciación, sobrevida y muerte celular, está determinado por dos

grandes grupos de moléculas estimulatorias del ciclo celular (ciclinas, CDKs, CAK ) y moléculas

inhibitorias del ciclo celular (RB, CDKIs) (Blagosklonny1999).

La proliferación de células normales está controlada por múltiples mecanismos que actúan

conjuntamente en Ia regulación del ciclo celular. Las células responden a una variedad de

señales extracelulares, incluyendofactores de crecimiento, antagonistas mitogénicos, y factores

que inducen la diferenciación celular. Estos factores dictan distintos comportamientos celulares,

incluyendo la decisión de crecer, diferenciarse o predeterminarse a morir. Cuando las células

emergen de un estado de quiescencia (fase Go)y entran en la primera fase del ciclo (fase G1),

se induce la expresión de ciclinas D y posteriormente la de ciclinas E. AIcomienzo de la sintesis

del ADN (fase S) se observa expresión de ciclina A. Posteriormente se induce la expresión de

ciclina B durante el intervan entre Ia fase S y la mitosis, llamada fase G2, seguida de una rápida

degradación al finalizar la mitosis (fase M) (Boohcr,ct al. 1989;Dracua,ct al. 1989;Moreno.cl al. 1989). Las

quinasas activadas por ciclinas (CDK), en células de mamífero, tienen un rol definido en cada

fase del ciclo. Las CDK4 y CDK6 están involucradas en la progresión de la fase G1. La CDK2 se

requiere tanto para Ia transición G1/S como para la fase S. La cdc2 está implicada en Ia fase M.

La CDK7 aparentemente tiene un rol dual, actúa como quinasa activadora de CDK (CAK)y es

un integrante del factor de transcripción TFIIH (el TFIIH forma parte de la maquinaria de

transcripción basal y también se requiere para la reparación del ADN). Por lo tanto, las primeras

ciclinas que se inducen a partir de células quiescentes, luego de un estimqu mitogénico, son

las ciclinas D. Estas se asocian con CDK4 y CDK6. Posteriormente, se sintetiza Ia ciclina E al

final de la fase G1 y forma un complejo con CDK2. Se cree que actúa como un factor limitante

en la transición G1/S y durante la iniciación de Ia fase S. La expresión de ciclina A es inducido

inmediatamente posterior a la ciclina E. La ciclina A se asocia tanto con CDK2 como con CDC2,

éstos complejos aparentan tener un rol en las fases S y G2 del ciclo celular. La síntesis y
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destrucción de ciclina B oscila posterior a la ciclina A. El complejo formado por ciclina B-CDC2

se cree que es importante para promover Ia entrada a la fase M.

Han sido identificadas otras ciclinas, sin embargo el rol que cumplen en el control del ciclo

celular, no se conoce aun. La ciclina F fue aislada en virtud de su habilidad para suprimir

mutantes de cdc4 en Saccharomyces cerevisiae. Su abundancia se encuentra alterada durante

el ciclo celular y tiene un pico de expresión durante Ia fase G2 (Kraus.ct al. 1994;Ccnciarclli.ct al. ¡999).

La ciclina G se sugiere que es un blanco transcipcional de p53, y que tal vez esté involucrado

en la reparación o replicación del ADN (Grccncr.elal.2000).Ciclina I ha sido recientemente clonada,

sin embargo no se conoce su función. La ciclina C se expresa durante la fase G1 del ciclo

celular (Liu. cl al 1998).

Fase G0/G1del ciclo celular:

La fase G1 del ciclo celular es un periodo durante el cual la célula se prepara para la fase S,

caracterizada por Ia síntesis de ADN, histonas y algunas enzimas. La mayoría de las células

pos-embronarias requieren muchas horas para atravesar una serie de subfases de G1,

comenzando a partir de Go o de un ciclo previo. Las células pos-embriónicas normalmente

cesan su proliferación en la fase G1 o entran en un estado de quiescencia llamado fase Go

luego de ser depletadas de suero, factores de crecimiento, nutrientes o por contacto con otras

células. La habilidad de arrestarse en la fase Go, en respuesta a cambios ambientales, refleja

un mecanismo de regulación, que opera estrictamente en células no transformadas, pero es

defectivo en células transformadas (Ver cáncer y ciclo celular). En las células embriónicas y en

algunas células en cultivo, particularmente las transformadas, el período G1tiene una duración

muy corta (Prescott.¡937). Existen dos hipótesis que explican este fenómeno, por un lado se

sugiere que la fase G1 no existía en estos sistemas. Por otro lado, se sugiere que las fases

funcionales del ciclo celular se superponen (Crosscl al. l989). Los procesos de Ia fase G1

requeridos para el inicio de Ia fase S pueden comenzar durante el ciclo anterior, al mismo

tiempo que otros, como la síntesis de ADN o la preparación para Ia mitosis (Pardcc.l989).Por Io

tanto, el intervan G1observado entre My S depende de cuanto progreso se ha efectuado en el
ciclo anterior.

Las células en el estadío Go difieren de las que están en la fase G1 en muchas propiedades

(Crossel al. 1989).Las células en Go disminuyen su tamaño porque sus proteínas y ARNs son

degradados y no se resintetizan rápidamente. En Ia fase Go las actividades enzimáticas y de

transporte a través de la membrana están disminuidas y los ribosomas están en su mayoría
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como monosomas (Crossct al. l989). Cuando las células de mamífero se tornan quiescientes

aparecen algunos ARNs y proteinas nuevos (Schneider.1988;Vermacl aL.1988).La diferencia entre Go

y G1 es fundamental en la proliferación celular debido a que la velocidad de aumento de una

población celular es dependiente de la fracción de células que entran en ciclo comparadas con

aquella que están en Go (Pardee.l989).

La progresión desde Goa Ia fase S difiere sustancialmente de la transiciónG1/S que se lleva a

cabo en células que inician un nuevo ciclo, luego de la mitosis, sin entrar previamente en Go.

Esta conclusión se basa no sólo en el hecho que las células que están en Go requieren más

tiempo para llegar a S, sino también en las diferencias dramáticas que existen en la expresión

genética en las células que pasan a través de G1comparadas con las células estimuladas en

Go (Almendralel al. 1988;Pardee. 1989;Bravo 1990). Se ha establecido que muchos genes que son

inducidos en células estimuladas por mitógenos o reprimidos en las quiescentes, tales como c­

myc y c-fos no son regulados durante la progresión en el ciclo celular en células que proliferan

asincrónicamente (Hann.clal. i985;BravoClal. 1986).Por lo tanto es muy importante distinguir entre la

progresión Go/S y Ia transición G1/S.

Una de las caracteristicas fundamentales que poseen las células de mamífero estimuladas por

mitógenos, es Ia de adquirir la propiedad de estar determinadas a dividirse luego de un cierto

tiempo de exposición al mitógeno. Pardee demostró que el crecimiento de las células, dependía

de la presencia de mitógenos, en el medio de cultivo. Sin embargo, observó que esta

dependencia únicamente operaba durante un tiempo discreto al comienzo de la fase G1 y

finalizaba algunas horas antes del comienzo de la transición G1/S. Esta propiedad fue

denominada por Pardee como punto de restricción R o punto de compromiso (en ingles

“commitment”). La misma, confiere a las células, la habilidad de memorizar un programa de

órdenes impartidas por el mitógeno que permite iniciar la sintesis de ADN,y consecuentemente

la división de Ia célula. Por lo tanto, la regulación de estos procesos, provee un complejo y

eficiente mecanismo para la coordinación de los distintos eventos del ciclo celular.

Además, probablemente, el punto de "commitment", es el momento a partir del cual la célula

es capaz de iniciarprocesos de diferenciacióno procesos de senescencia.

Pardee observó además, que el agregado de concentraciones bajas de cicloheximida, un

inhibidorde la síntesis de proteínas, era capaz de bloquear la progresión a lo largo de G1,si se

agregaba dicho inhibidorantes del punto de "commitment", pero la cicloheximida no tenia efecto

si se adicionaba en tiempos posteriores. Estos experimentos sugirieron que para alcanzar el
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punto de "commitment" se requería la acumulación de moléculas Iábiles, cuyos niveles eran

especialmente sensibles a los inhibidores de la biosíntesis de proteínas. En la actualidad, se

postula que la mayoría de esas proteínas, están representadas por las ciclinas D.

La ciclinas D se expresan durante la fase G1 y se localizan en el núcleo de la célula. La

sintesis de dichas proteinas está controlada por señales extracelulares. Los distintos tipos de

ciclinas D (D1, D2, D3) difieren en la distribución de los tejidos y en la periodicidad de

expresión, sin embargo, no se conocen diferencias funcionales entre las ciclinas D (Andocl aL.

l993;KaloctraL.1993).Las ciclinas D son capaces de asociarse con las quinasas dependientes de

ciclinas de tipo 4 y 6 (CDK4 y CDKG). Se conocen dos funciones de estos complejos de

ciclinaD-CDK4/6 durante Ia fase G1 del ciclo celular, por un lado son capaces de fosforilar e

inactivar a la proteína Rb, y por otro lado son capaces de unir y secuestrar a los CDKI

pertenecientes a la familia Kip/Cip (particularmente p27) (Shcrr.l996),necesario para la activación

de ciclina E.

La ciclina D1 es producto de un proto-oncogen llamado Bcl-1/PRAD1, cuya sobre-expresión

causada por amplificación o estabilización del ARNm ha sido correlacionada con varios tipos de

cáncer humanos (Motokura.el al. |99|; Rosenberg.ct al. |99|: Lammic,el al. |99|; Jiang, el al. 1992;Eriksonct al. 1984;

Tsujimoto.ct al. i985;Koduru.cl al. 1989).La expresión de ciclinas D (particularmente ciclina D1 y D2) es

rápidamente inducida luego del agregado de mitógeno, sus niveles declinan cuando el mitógeno

es removido o cuando se adicionan factores inhibitoriosdel crecimiento. Es por este motivo que

se considera que las ciclinas D funcionan como nexo entre el ambiente extracelular y la

maquinaria que controla el ciclo celular. La microinyección de anticuerpos anti-ciclina D1, o la

utilización de un vector anti-sentido de ciclina D1 en la fase G1, inhibe la entrada en fase S en

fibroblastos, mientras que la microinyección en la transición G1/S, o en tiempos posteriores, no

produce ningún efecto. Por lo tanto, la expresión de ciclina D1 durante la fase G1es crucial para

la progresión a través del ciclo celular.

Alteración de la biogénesis normal de proteinas y la resultante acumulación de proteinas

incompletamente plegadas en el reticqu endoplásmico dispara una respuesta al estrés que

regula positivamente la expresión de chaperonas ER, mientras se reprime coordinadamente la

sintesis general de proteínas y se produce el arresto celular. La activación de esta respuesta

con tunicamicina, según la observación de Brewer y colaboradores (Brewcrctal. l999),condujo a la

disminución en la actividad de quinasas dependientes de ciclina D y ciclina E, y el arresto en la

fase G1, en fibroblástos de ratón NIH3T3. La síntesis de proteína ciclina D1 se inhibió

rápidamente pro el tratamiento con tunicamicina. Los niveles de ARNm de ciclina D1 no fueron

afectados significativamente sino hasta mucho después del tratamiento. Pero ya antes Jiménez

52



de Asúa y colaboradores observaron que la tunicamicina (Estevezel al. i997),un inhibidor de la N­

glicocilación de proteínas unidas a asparagina, bloquearon la iniciación de la síntesis de ADN

en células Swiss 3T3 estimuladas con Prostaglandina F2a sola o con insulina. Dicho efecto fue

observado únicamente cuando se adiciona tunicamicina de 0 a 8hs. luego de la estimulación

mitogénica. Estos resultados sugieren que la sintesis de N-glicoproteínas durante la fase

temprana de G1 es un evento importante en el control de la mitogénesis estimulada pro la

Prostaglandina F2a.

Fase Go/G1del ciclo celular en células Swiss 3T3:

Las células de ratón suizo 3T3 (Swiss 3T3) son un modelo ideal para identificar las señales y

los mecanismos que controlan la proliferación celular (Todaroclal. l963).Estas células se arrestan

en la fase Go/G1del ciclo celular cuando están confluentes o cuando el medio de cultivo está

deprivado de mitógenos presentes en el suero (Ouocial. ¡985;Rozcngun,l986). Pero pueden ser

inducidos a reiniciar la síntesis de ADNy la división de las células, mediante la adición exógena

de factores de crecimiento o citoquinas. Dichos mediadores intercelulares pueden ser: la

prostaglandina F2a (PGan) (Jimenezdc Asuacl al. 1975;O'Farrclcl al. l979), el factor de crecimiento

epidérmico (EGF) (Carpenter,cl al. ¡979;Ouoel al. |98|), el factor de crecimiento fibroblástico (FGF)

(Holly. cl al. 1974; Richmondel al. i980), la vasopresina (Rozcngun ct al. ¡979), la bombesina (Rozcngurt.el. al.

1983),el factor inhibitorio de leucemia (LIF) (shere Ieviel al. ) o el factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDG F) (Lopez-Rivascl al. l984).

En términos generales, los mitógenos estimulan dos fenómenos básicos:

a) La progresión a través de la fase Gi, que está constituida por una serie de eventos

organizados y relacionados temporalmente. Dicha fase en células Swiss 3T3 dura

aproximadamente 14 horas (Jimenezdc Asuacl al. 1979.1977;Ottocl al. |98|; Richmondcl al. 1980).

b) La síntesis de ADN,que comienza, para cada mitógeno, con una velocidad característica y

se desarrolla en forma asincrónica en la población celular (Jimenezdc Asuacl al. i977. l979;Richmondel

al. l980; Ollo cl al. |98|). Las otras fases, G2 y M que ocurren en forma subsecuente, son

relativamente independientes del control mitogénico (Nculcld.clal. l998).

Cáncer y ciclo celular:
La proliferación de células normales está controlada por múltiples vías regulatorias, que

acabamos de desarrollar, actúan conjuntamente durante el ciclo celular. Para evadir este

control, las células tumorales adquieren una gran cantidad de cambios, antes de disparar un
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fenotipo transformante.

Las células normalmente responden a una variedad de señales extracelulares, incluyendo

factores de crecimiento, antagonistas mitogénicos, y factores de inducción de diferenciación.

Estos dictan distintos comportamientos celulares, incluyendo Ia decisión de crecer, diferenciarse

o predeterminarse a morir por apoptosis. Las células cancerigenas ignoran muchas de estas

señales regulatorias debido a mutaciones en genes que controlan vias que tienen que ver con

Ia progresión del ciclo celular (proto-oncogenes), o genes que controlan vias inhibitorias (genes

supresores de tumor) (Harlwell.el al. l994; Hunlcr,[993).

Las células cancerosas proliferan en forma descontrolada. Las diferencias más significativas

entre las células cancerosas y las células normales son: incremento en la invasividad,

disminución en Ia sensibilidad ante drogas, pérdida de diferenciación, menor requerimiento por

factores de crecimiento externos y carencia de inhibición por contacto. En algunos casos, las

células cancerosas producen factores de crecimiento que estimulan su propia proliferación. En

otros casos, el menor requerimiento de factores de crecimiento se debe a que existen

anormalidades en el sistema de señalización intracelular, por ejemplo ciertos receptores u otras

proteinas se encuentran activados independiente de los estímulos externos.

Las células cancerosas tienen menos adherencia que las células normales, frecuentemente

como resultado de la expresión reducida de moléculas de adhesión en la superficie celular. Esto

produce una mayor capacidad para abandonar el tejido de origen y como consecuencia, invadir

otros tejidos (metástasis). Generalmente, estas células son capaces de secretar proteasas que

digieren los componentes de la matriz extracelular y permiten al invasión a tejidos normales

adyacentes. Además, secretan factores de crecimiento que promueven la formación de nuevos

vasos sanguíneos (angiogénesis).

Otra característica de Ia mayoría de las células cancerosas es que están alteradas sus

mecanismos de diferenciación. Este defecto está relacionado con la proliferación anormal, ya

que células totalmente diferenciadas cesan de dividirseo se dividen únicamente ante estímulos
externos.

La acumulación de numerosas mutaciones en genes claves del control de la división producen

perturbaciones que desregulan en forma definitivala proliferación celular. En algunos casos, las

mutaciones promueven un mayor crecimiento selectivo de las células afectadas, llevando a una

excesiva e inapropiada división. Cuando esto ocurre en un organismo multicelular, la división

descontrolada puede dar origen a un gran número de enfermedades, siendo la enfermedad más

devastadora el cáncer. En los últimos diez años han existido numerosos ejemplos que

directamente conectan el control del ciclo celular con mutaciones que producen distintas formas
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de cáncer.

Recientemente se han asociado alteraciones genéticas capaces de promover la proliferación

celular descontrolada, con moléculas que controlan el ciclo celular, incluyendo tanto

componentes de la maquinaria que regula el ciclo, como mecanismos de traducción de señales

(esto incluye receptores, factores de crecimiento, segundos mensajeros, y factores de

transcripción) (Shcrr.l996).

En células de mamífero, las mayores decisiones que afectan la progresión del ciclo celular son

tomadas durante la fase G1.Tanto el desarrollo, la diferenciación, como la apoptosis, dependen

primariamente de señales que se dictan durante la fase G1. Es durante este periodo en que Ia

mayoria de las mutaciones en genes claves se asocian a tumorigenesis (Hunter.ctal. 1996.Hall.elal.

I996).

La ciclina D1 humana (originalmente llamada PRAD-1) fue aislada en tumores paratiroides, a

partir de rearreglos de genes con la hormona paratiroide (Motokura.el al. |99|; Rosenberg.cl al. |99|). En

adenomas paratiroideos, obtenidos de distintas fuentes, se observaron inversiones

cromosomales. La región regulatoria 5' del gen de la hormona paratiroide, está translocada a la

región codificante de la ciclina D1, esta translocación se asocia con una sobreexpresión

aberrante de ciclina D1, implicando a este fenómeno como un importante paso en la formación

de estas lesiones. La sobreexpresión de ciclina D1 también se encuentra en neoplasias no

paratiroideas como cáncer de mama, carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello

(Lammic.cl al. ¡991).Estudios de 20 tumores escamosos esofagiales humanos, mostraron que el

25% de ellos muestran amplificación de ciclina D1 (Jiang.el al. 1992).En linfomas de células B

existe una sobreexpresión de ciclina D1, en linfomas centrocíticos, el extremo 3'no codificante

del ARNm de ciclina D1 está deletado. La región 3'no codificante se supone que es importante

para la estabilidad del ARNm. Se observa un aumento en los niveles de la ciclina D‘l, tanto de

ARNm como de su proteina (Rosenberg.el al. |99|)

La expresión de dicha ciclina en forma inapropiada, aberrante o excesiva, conduce a la

patogenicidad de células epiteliales, linfoides y hematopoyéticas entre otras. Particularmente,

en un 15% de cánceres de mamas, un tercio de los cánceres esofageales, así como en los

cánceres de pulmón y vejiga, se encuentra una amplificación en el Iocus de ciclina D1.



OBJETIVOS

Cuando un mitógeno interactúa con su receptor específico en una célula, se generan señales
que conforman mecanismos de señalización intracelulares. Estos eventos tempranos son
seguidos por alteraciones en moléculas regulatorias del ciclo celular, temporalmente
organizadas, que conducen finalmente a la divisióncelular.

La inducción y expresión de proteínas que regulan el ciclo celular, está dada por mecanismos
de señalización estimulados por mitógenos. En términos generales, la regulación de estas
proteinas está sujeta a mecanismos precisos y de alta complejidad.

Resultados previos de este laboratorio han dilucidado algunos de los mecanismos de
señalización involucrados en la respuesta mitogénica de Ia PGqu en fibroblastos de ratón
Swiss 3T3 (Jimcnczde Asua,cl al. l997: Goinct al. 1992.1993). Estas células pueden ser cultivadas en
condiciones experimentales bien definidas y aquietadas en la fase Go del ciclo celular. Por lo
tanto, constituyen un modelo excelente para el estudio de los mecanismos de control de la
proliferación celular.

El objetivo general de esta tesis es estudiar el papel que cumplen factores mitogénicos, asi
como citoquinas en la regulación del ciclo celular.

Este trabajo está centrado en: dilucidar los mecanismos de señalización que modulan la
expresión de las ciclinas D, estimulados por la PGFZG, TGF[31, LIF y otras citoquinas
relacionadas. Analizar la relevancia que posee la inducción de ciclina D1, en el punto de
compromiso celular (“commitmenf’) para iniciar la fase S y dividirse. Estudiar los mecanismos
de señalización inducidos por el LIFnecesarios para la mitogénesis.

El trabajo se centra fundamentalmente en los siguientes puntos:

1- Determinar las vias de señalización estimuladas por la PGFga involucradas en la expresión
de la ciclina D1. Estudiar el rol de la proteina quinasa C, del calcio, y de la proteina quinasa
de tirosina, responsables de aumentar los niveles de ciclina D1 y de estimular la síntesis de
ADN.

2- Analizar el efecto del TGFB1 sobre la expresión de ciclina D1. Determinar la relación entre
los niveles y la vida media del ARNm de ciclina D1 y el punto de compromiso celular
(“‘commitmenf').

3- Estudiar los mecanismos de señalización del LIF involucrados en el efecto mitogénico en
células Swiss 3T3. Analizar la participación de la PGE1 e insulina en dicho efecto.

4- Estudiar las sinergias observadas entre LIFy los mecanismos de señalización dependientes
de AMPc.

5- Determinar si los mecanismos mitogénicos del LIF son independientes de PKA, PKC y
MAPK.

6- Comparar los mecanismos de señalización ejercidos por el LIFcon aquellos promovidos por
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la PG F20“necesarios para iniciar Ia síntesis de ADN y posterior división celular.

7- Estudiar los factores de transcripción involucrados en los mecanismos de señalización del
LIFy otras citoquinas relacionadas.

8- Analizar Ia expresión de moléculas regulatorias del ciclo celular (ciclina D1, D2, DB,CDK4,y
CDK6) estimulados por el LIF y la PGFZa.

9- Comparar los mecanismos de señalización ejercidos por el LIFcon aquellos promovidos por
citoquinas pertenecientes a la misma familia (OSM, CNTF, |L-6) necesarios para iniciar la
síntesis de ADNy posterior división celular.



RESULTADOS

PRIMERA PARTE

Expresión de la ciclina D1 inducida por la PGFZG

Para ¡el estudio del control de la proliferación celular, se utilizaron cultivos de células Swiss
3T3. Estas células constituyen un modelo muy apropiado para identificar las señales y los
mecanismos que controlan Ia división celular. Pueden ser cultivadas en condiciones
experimentales bien definidas y se arrestan en la fase G0del ciclo celular al llegara confluencia
o cuando son cultivadas en un medio privado de los agentes mitogénicos presentes en el suero
(Rozcngun. l986. |99|;Jimcncz dc Asúa, l976; l977; 1997).

Durante la fase G1 del ciclo celular, ocurren en la célula eventos que deciden el destino de la
misma: o bien la célula continúa a través del ciclo y se divide, o ingresa a un estado de
quiescencia (Go). Esta determinación del destino de la célula se designa globalmente cómo
“compromiso celular” (La expresión utilizada en lengua inglesa es cell commítment) y está
mediada en parte por factores de crecimiento y factores no mitogénicos que se encuentran en
el medio extracelular.
El mecanismo molecular involucrado en la regulación de la fase G1 es complejo. Las ciclinas D
y las CDKs han sido postuladas como proteínas reguladoras de la fase G1. Las ciclinas D
cumplen un rol fundamental en la transducción de señales en la fase G1del ciclo. La presencia
de suero en el medio de cultivo induce su síntesis. Debido a su corta vida media, en ausencia
de suero, tanto el ARNm como la proteina de ciclina D1 son degradados, esto se correlaciona
con la falta de síntesis de ADN. Se considera a las ciclinas D como "sensores" que integran
señales extracelulares con la maquinaria del ciclo celular, en respuesta a factores de
crecimiento (Matsushimccl al. |99|).
Resultados previos de este laboratorio han demostrado que la PGFza es capaz de inducir
sintesis de ADN en células Swiss 3T3 (Jimenezde Asua.cl al. ¡979;1977;Ottocl al. l98l). Con el objeto de
determinar el efecto de PGFZ.Jsobre la expresión de ciclina D1, cultivos celulares aquietados y
confluentes fueron estimulados por distintos lapsos (4,6,8,10,12,14,16 horas) con PGF2Cl
(300ng/ml). Utilizando la técnica de Northern Blot, se observó que la estimulación con Pelan
(300ng/ml) induce la expresión del ARNm de ciclina D1 en células Swiss 3T3 en cultivo (Fig:
1A). Dicha expresión muestra una variación característica según la duración del estímulo. La
PGF-¿ainduce la expresión de ARNm de ciclina D1 luego de 6 horas de estimulación; alcanza un
máximo luego de 9-12 horas y posteriormente comienza a declinar llegando a un mínimo a las
14 horas (Fig: 1A, 1D). Mediante la técnica de Western blot se observó que la expresión de la
proteína ciclina D1 comienza a observarse a las 8 horas (Fig: 1B). El pico máximo en la
expresión de proteína cicina D1 ocurre a partir de las 10-12 horas (Fig: 1B). En contraste con lo
observado para la expresión del ARNm, la proteina se mantiene en un nivel elevado de
expresión más allá de las 16 horas posteriores al iniciode la estimulación con PGan.
Para determinar el tiempo mínimo de estimulación de PGan necesario para inducir sintesis de
ADN, se determinó por autoradiografía, el porcentaje de células en fase S, luego de Ia
aplicación de PGFzGy el agregado de timidina tritiada a los cultivos. Se observó que cuando las
células Swiss 3T3 se exponen a la PGFZa durante un lapso mayor a 8-10 horas, quedan
comprometidas hacia la división celular, ya que, aún luego de remover el estímulo, se observa
síntesis de ADN (medida a las 28 hs, contadas a partir del iniciode la estimulación), llegando a
un máximo en la sintesis de ADN a las 14-15 horas del estimqu (Fig: 1C). Si la PGFZGes
retirada antes de las 8-10 hs no se verifica este efecto (Fig: 1C). Es decir que se requiere un
tiempo mínimo de exposición al factor mitogénico, para que se establezca el compromiso
celular hacia la síntesis de ADN. Si el lapso de estimulación con PGan es menor, las células
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son incapaces de iniciar el ciclo celular.

Estos resultados indican que la PGF2a es capaz de inducir la expresión de ciclina D1 y que
existe una coincidencia entre el tiempo necesario para alcanzar el máximo en Ia cantidad de
expresión de mensajero de ciclina Di (Fig: 1D), y aquél requerido para alcanzar el compromiso
celular hacia la sintesis de ADN (Fig: 1C).
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Figura 1: Regulación de la expresión de ciclina D1estimulado por PGan.
A. Las células Swiss 3T3 quiescentes, fueron cultivadas en condiciones control (C) o con PGFZadurante
los tiempos indicados y se determinaron los niveles de ARNm correspondiente a la ciclina D1, por
Northern blot. EI panel inferior muestra la hibridización con una sonda de 18s como referencia de
normalización.
B. Las células Swiss 3T3 quiescentes fueron cultivadas en condiciones control (C) o con PGan durante
los tiempos indicados y se determinaron los niveles proteinas correspondientes a la ciclina Di, DZ, DS y
CDK4, por Western blot.
C. La PGan fue removido a distintos tiempos como se indica en el eje de las abscisas, aspirando el
medio de cultivo y lavando las células, agregando luego medio condicionado. Los cultivos fueron
expuestos continuamente en presencia de metil [3H] timidina de O a 28 hs. y procesados para
autorradiografia (A).
D. Resultados de la cuantificación del ARNm de ciclina 01 relativo a Ia señal del 188 mostrado en A (o).

59



Expresión de la proteína de ciclina D1inducida por mecanismos dependientes de PKC

Se ha demostrado previamente que la PGan estimula el metabolismo de fosfatidil inositol y
aumenta el contenido de diacilglicerol (DAG) intracelular y de inositol 1,4,5 trifosfato (ng), en
células Swiss 3T3 en cultivo (Jimenezdc Asun.el al. 1992;Goinel al. 1993). El IP3 es capaz de movilizar
Ca2+a partir de reservorios intracelulares, mientras que el DAG activa a la proteína quinasa C
(PKC).

Con el objeto de investigar si estos mecanismos de señalización estimulados por la PGan son
capaces de estimular la expresión de ciclina D1, se utilizaron el 1—oleiI-2-acetiI-glicerol(OAG)
(100ug/ml), análogo del DAG y activador de la PKC, y el A23187, ionóforo de calcio capaz de
aumentar los niveles de calcio citosólicos.

Las células fueron estimuladas con OAG, con A23187, o con ambos en combinación. Se
determinó la expresión de la proteína ciclina D1 luego de 10 horas de estímulo, utilizando la
técnica de Western blot (Fig: 2A). Se comprobó que el OAG es capaz de inducir la expresión de
ciclina D1 pero que sin embargo no induce la sintesis de ADN (Fig: 2A y B). Por otra parte se
observó que el A2318? no es capaz de inducir Ia expresión de ciclina D1 ni Ia síntesis de ADN
en estas células (Fig: 2A y B). Con el agregado conjunto de A2318? y OAG se verificó una
inducción de ciclina D1 a niveles similares a los observados con la adición de OAG solo (Fig:2A
y B). Tampoco en este caso se indujo la síntesis de ADN (Fig: 2A y B).

Estos resultados demuestran que la expresión de ciclina D1 no es suficiente para inducir la
síntesis de ADN, ya que el OAG es capaz de inducir la expresión de ciclina D1, pero no la
síntesis de ADN. Se puede inferir, además que la inducción de la síntesis de ADN por PGFZG
involucra mecanismos de señalización adicionales.

El factor de crecimiento transformante B1 (TGFB1), sin ser mitogénico por si mismo en células
Swiss 3T3, potencia si embargo, el efecto mitogénico del la PGFZG.Se investigó la posibilidad
de que los mecanismos de señalización estimulados por el TGFB1 fuesen capaces de
complementarse con la acción del OAG o del Ca”, sobre la expresión de ciclina D1 (Fig:2A y
B).
Se observó que el TGFBl no es capaz de inducir la expresión de ciclina D1, sin embargo,
potencia la inducción de ciclina D1 por OAG. En estas condiciones, TGFB1 y OAG en
combinación, inducen la síntesis de ADN. En contraste, la combinación de TGFB1 y A23187, no
logra inducir la expresión de ciclina D1 ni la síntesis de ADN.

Estos resultados sugieren que podría existir una convergencia de señales intracelulares entre el
OAG y el TGF|31 necesarias para la inducción de ciclina D1, o bien el TGFB1 sería capaz de
estabilizar el ARNm y/o la proteína ciclina D1.
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Figura 2: Diferentes mecanismos de señalización que regulan la expresión de ciclina D1 y la
síntesis de ADN.
A Las células Swiss 3T3 fueron cultivadas en condiciones control (C), con ionóforo de calcio (0a“), con
OAG, con TGFB1 o con PGan durante 10 horas y se determinaron los niveles de proteínas
correspondiente a ciclina Di por Western blot.
B Efecto de ionóforo de calcio, OAG, TGFBi y PGFZasobre la síntesis de ADN. Las células se cultivaron
con los mismos estímulos que en A durante 28 horas en presencia de metil [3H]timidina y procesadas
para autorradiografia.

El TGFB1potencia la síntesis de ADNestimulada por PGFZG.Cinética de entrada en fase S

Resultados previos de este laboratorio demostraron que el TGFB1, que por si solo no estimula
la replicación del ADN, potencia, sin embargo, el efecto de la PGFZG.La PGFZa (300ng/ml)
induce la sintesis de ADN en un 18% de las células luego de 28hs de estimulación. Mientras
que el agregado conjunto del TGFBi con la PGFZG,potencia el efecto mitogénico de ésta última,
ya que, en este caso el porcentaje de células que inician la síntesis de ADN, luego de 28h de
estimulación, es del 80%. Para dichos experimentos, se utilizaron cultivos confluentes de
células Swiss 3T3 aquietadas en la fase Go.Luego de la aplicación de los diferentes estímulos y
el agregado de timidina tritiada a los cultivos (GomezdeAlzaga,.et al FEBS,1994,21-24).

La pregunta que nos planteamos fue si el efecto del TGFB1 se debe a un aumento en la tasa
de reclutamiento de células que entran en fase S, es decir a un aumento en la velocidad con
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que se incrementa el porcentaje de células que han comenzado a sintetizar ADN;o se debe a
una disminución en la duración de Ia fase G1 del ciclo celular; o a una combinación de ambas
situaciones. Mediante la determinación del porcentaje de células que incorporaron timidina
tritiada, a distintos intervalos de tiempos luego del comienzo de la estimulación conjunta de
PGF;Il y TGF|31 pudimos establecer que la potenciación del TGFB1 en la síntesis de ADN
estimulada por la PGFZaocurre a través del aumento de Ia tasa de reclutamiento de células
para la síntesis de ADN, sin alterar la duración de la fase G1 (tig 3).
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Figura 3: Cinética de entrada en fase S estimulado por PGFZasolo, o con el agregado de TGF-B,
Las células fueron estimuladas de Ia siguiente manera: (I) PGFZÜlpresente continuamente, (o) PGan y
TGF-B1 presente continuamente; (o) PGFZGpresente 6 horas; (O)PGF2a presente 6 horas luego de lo
cual, se remueve y se adiciona TGF-BL; (V) control. Los cultivos fueron expuestos en presencia de metil
[3H]timidina. Posteriormente, a los tiempos indicados en el eje X, las células fueron procesadas por
autorradiografía. lnserto: los mismos resultados representados en escala Iogarítmica.
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Efecto de la PGan y el TGF-B1sobre el compromiso celular

Continuando con la misma metodología, determinamos que, como se observó previamente,
cuando las células Swiss 3T3 se exponen a la PGqu durante un lapso mínimo de 8-10 horas,
quedan comprometidas hacia la división celular, ya que, aún luego de remover el estimulo, se
observa síntesis de ADN medido a las 28 hs contadas a partir del iniciode Ia estimulación. Si la
PGF20se retira antes de las 8-10 hs, no se verifica este efecto (fig. 4, triángulos llenos). Es decir
que se requiere un tiempo mínimo de exposición al factor mitogénico para que se produzca el
compromiso celular hacia la síntesis de ADN; si el lapso de estimulación con PGFZGes menor,
las células serán incapaces de iniciar el ciclo celular. Sin embargo, si luego de la remoción del
mitógeno, se agrega TGFB1 en el medio de cultivo, se reduce el tiempo de exposición al
mitógeno necesario para que las células adquieran la capacidad de iniciar la síntesis de ADN
(Fig 4 círculos). Observamos que este efecto es aún más marcado si el TGFB1 se agrega
conjuntamente con la PGan al comenzar la estimulación, y sólo se remueve, en los tiempos
indicados, Ia PGqu (Fig 4, triángulos abiertos).
Podemos concluir que el efecto del TGFB1 sobre la síntesis de ADN en células Swiss 3T3 en

cultivo no es tan solo potenciar la inducción mediada por PGF2Clsino también provocar una
disminución en el tiempo mínimo de estimulación con PGFZO,necesario para iniciar la síntesis de
ADN. Entonces, en este tipo de células en cultivo, el TGFj31 regula el compromiso celular hacia
la división.

A

CELLSINSPHASE(S)

0
5 lo rs ¡D

HOLFIS

Figura 4: Efecto de la PGan y TGFB1sobre el compromiso celular:
Cultivosde células Swiss 3T3 confluentes y arrestadas fueron sometidos en presencia continua de metil

[3H]timidina a distintos tratamientos (desde t = 0): TGFB1(o), PGqu (A y O) o PGF2a+TGFB1 (A). Luego
de distintos lapsos (t = x, en hs en el eje de abscisas) se retiró el medio de cultivo y se agregó: medio
condicionado (a y A) o medio condicionado + TGFB, (O y A), junto con metil [3H]timidina en todos los
tratamientos. Se continuó con el cultivohasta cumplidas 28 hs en todos los casos, tiempo al cual se retiró
el medio y luego de lavar las células se procesaron las distintas placas (correspondientes a los distintos
lapsos y distintos tratamientos) para autorradiografia. EI porcentaje de células en fase S, se indica en el
eje de ordenadas. El inserto muestra el % de células en fase S (medidos también a las 28 hs) de cultivos
sin estímqu (a) otratados (t = 0) con PGan (b). TGFB1(c) o suero (d).
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Efecto del TGF-B1sobre la estabilización del ARNmde ciclina D1

La expresión de ciclina D1 podría ser necesaria para la progresión de las células durante la
fase G1. Si esto fuese así, la rápida degradación de ciclina D1 (Matsushímcel al. 199])podría no
permitira las células la entrada en fase S, al menos que la PGan estuviera presente durante 10
horas o mas. Cuando la PGFZGes removida del medio a tiempos tempranos (4-8 horas) y se
agrega TGFB1, las células son capaces de iniciar la síntesis de ADN,por lo tanto, una hipótesis
factible podría ser que el factor no mitogénico (el TGFB1), estuviera estabilizando a la ciclina
D1, una vez removida la PGan. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el TGFB1, mantiene el
compromiso celular hacia la síntesis de ADN, aún después de ser removido el mitógeno,
estudiamos Ia expresión del ARNm de la ciclina D1 luego de la remoción de la PGFZG,con el
agregado inmediato posterior de TGFB1. Para eIIo estimulamos las células con PGFZGly luego
de 7 horas removimos el medio de cultivo con mitógeno y lo reemplazamos por medio
condicionado (obtenido de otras células arrestadas, en las mismas condiciones, pero no
expuestas a mitógeno) sólo o con el agregado de TGFB1. Realizamos la medición de los
niveles de ARN mensajero de ciclina D1 luego de distintos lapsos a continuación del cambio de
medio. Pudimos observar que cuando, luego de la remoción del mitógeno se agregó
únicamente medio condicionado, el mensajero de ciclina D1 fue degradado rápidamente. Este
resultado es coincidente con la observación de que las células en estas condiciones no son
capaces de iniciar el ciclo celular (como se mostró en la figura 4). Sin embargo, si luego de la
remoción del mitógeno se agrega TGFj31,que no es capaz de inducir la expresión de ciclina D1
(fig:2), al medio condicionado, se observa que los niveles de ciclina D1 se mantienen elevados
durante aproximadamente 2hs (fig 5) y en estas condiciones las células si son capaces de
iniciar la sintesis de ADN (Fig.4).
Podemos concluir que el TGFB1 es capaz de mantener los niveles de ARNm de ciclina D1

elevados una vez que fue removida Ia PGF2“,y consecuentemente de mantener el compromiso
celular hacia la síntesis de ADN.

Si bien es un resultado preliminar (dado que el número de experimentos fue igual a dos), se
observó que si en el momento de la remoción del mitógeno del experimento recién mencionado,
se agrega un inhibidor de la transcripción, el 5,6 dicloro benzimidazol (DRB) previamente al
agregado del TGFB1, observamos que el patrón temporal de los niveles de mensajero de ciclina
D1 no se ven alterados por la presencia del inhibidor de la transcripción, indicando que,
aparentemente, el efecto del TGFB1 es a través de la estabilización del mensajero y no de una
mayor síntesis de ciclina D1. Esta estabilización estaría mediando el mantenimiento de la
capacidad de las células para dividirse, luego de la remoción del mitógeno.
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Figura 5: Efecto del TGFB1en estabilización del ARNmde ciclina D1:
Las celulas Swiss 3T3 fueron cultivadas en ausencia (C) o en presencia de PGan, TGFB1, durante 7
horas, luego de Io cual se extrae el ARN total. Luego de 7 horas de estimulación con PGan se remueve
el medio de cultivo y se agrega medio condicionado (-), o bien medio condicionado en presencia de
TGFB1 (+TGFI31), durante distintos tiempos (1, 2, 3 horas), posteriormente se extrae el ARN total. Se
determinaron los niveles de ciclina D1 mediante la técnica de Northern blot. El panel inferior muestra Ia
hibridizacióncon una sonda de 188 como referencia de normalización.

Secuencias estabilizantes en el ARNmde ciclina D1

Por análisis de secuencia a partir de un banco de datos, se observo que el ARNm de ciclina
D1 contiene dentro del extremo 3' no codificante secuencias desestabilizantes de mensajeros
ya conocidos, estas son: GAGUUUNNN/NNNUUUGAG,las mismas están presentes en el
ARNm de la ribonucleotido reductasa, en la cual el TGFB1 causa una estabilización de dicho
mensajero via la inducción/activación de una proteina de 75Kd. Esta secuencia consenso se
encuentra en cuatro sitios de la región 3' no codificante del ARNm de ciclina Dt (Fig:6), la
secuencia AUUUA, la misma esta presente en una gran cantidad de ARNm altamente
inestables, como por ejemplo en el mensajero de transportador de glucosa tipo 1 (Glut1), en la
cual el factor de necrosis tumoral alfa, mediante Ia acción de AMPc, causa la estabilización del
ARNm de Glut1 vía la inducción de un factor proteico que se une a ésta secuencia consenso e
impide la degradación. En el ARNmde ciclina D1, Ia secuencia consenso se encuentra en cinco
sitios de Ia región 3' no codificante, esta secuencia ya había sido descripta dentro de dicho
mensajero (Matsushime,et al 1991).Por ultimo la secuencia GCUUGC, presente en el receptor de
motilidad mediada por hyaluronan (HMMR),también existe en la región 3' no codificante del
ARNm de ciclina D1 (fig. 6).
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Efecto de la retro modulación de la PKCen la expresión de ciclina D1

En base a las evidencias encontradas que vinculan la inducción de ciclina D1 por PGFZacon Ia
activación de PKC se decidió examinar si Ia PGan estimula la expresión de ciclina D1 sólo a
través de la activación de la PKC o si existen otros mecanismos de señalización involucrados.
La estrategia utilizada consistió en estudiar el efecto de la PGF2aen células Swiss 3T3 privadas
de PKC. Para ello se recurrió a la retromodulación (downmodu/ation en inglés) mediante
tratamiento prolongado de la monocapa celular con el éster de forbol 12-tetradecanoil 13-forbol
acetato (TPA, 800nM), durante 72 horas (Fig: 7A y B) (resultados presentados en la tesis de
Belén Cadenas, demuestran que en células pre-tratadas con TPA durante 72 horas, se inhibe Ia
expresión de Ia PKC). Se comprobó que en estas condiciones Ia PGF2eles capaz de estimular la
expresión de ciclina D1 pero en menor proporción que en células con la actividad de PKC
intacta. Por otra parte el OAG es incapaz de inducir la expresión de ciclina D1 en células
tratadas con TPA (Fig: 7A y B). Esto sugiere que la estimulación de Ia expresión de ciclina D1
por PGan involucra al menos dos vías de señalización independientes: una a través de Ia PKC
y otra no relacionada con dicha enzima.
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Figura 7: Efecto de la retromodulación de la PKC sobre la expresión del ARNm de ciclina D1
estimulada por la PGF-¿aoel OAG:
A. Las células Swiss 3T3 fueron pretratadas durante 72 horas en presencia de TPA, en medio control (C)
o con el agregado de PGan (300ng/ml) u OAG (100ug/ml), durante 8 horas. Posteriormente se
determinaron los niveles del ARNm correspondiente a ciclina D1 por Northern blot. El panel inferior
muestra Ia hibridización con una sonda de 188 como referencia de normalización.
B. Cuantificación del ARNm de ciclina D1 relativo a Ia señal del 188 mostrado en A.
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Efecto del GF en la expresión del ARNmde la ciclina D1

Se utilizó un inhibidor especifico de la PKC, el GF 109203X (GF), para corroborar los resultados
anteriores. Para ello, células confluentes y aquietadas fueron preincubadas durante 1 hora con
GF, posteriormente, fueron estimuladas con PGan u OAG (Fig: 8A y B). En estas condiciones
se observó estimulación de la expresión de ciclina D1 por la PGFZGpero no por OAG (Fig: 8A y
B). En la figura 8C se observa la inhibicióndel GF, en la sintesis de ADN estimulada por PGan.
Estos resultados refuerzan y confirman las observaciones hechas en el punto anterior,
utilizando otra estrategia experimental.
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Figura 8: Efecto del GF109203Xsobre la expresión de ciclina D1estimulada por la PGan o el OAG.
A. Las células Swiss 3T3 fueron cultivadas en condiciones control (GF-) o pretratadas durante 1 hora en
presencia de GF109203X (GF+) en medio control (C) o con el agregado de PGan (300ng/ml) u OAG
(100ug/ml) durante 8 horas. Posteriormente se determinaron los niveles del ARNm correspondientes a la
ciclina D1 por Northern blot. El panel inferior muestra la hibridización con una sonda de 188 como
referencia de normalización.
B. Cuantificación del ARNm de ciclina D1 relativo a la señal del 188 mostrado en A.
C. Las células fueron pretratadas durante 1 hora con concentraciones crecientes de GF109203X como se
indica en el eje de las abscisas. Posteriormente las células fueron estimuladas con PGFZudurante 28
horas en presencia de metil [SH]timidina y procesadas por autorradiografia.
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Expresión de la proteína ciclina D1inducida por mecanismos dependientes de PTK:

Dada la capacidad de la PGan de inducir la fosforilación de tirosina en proteínas intracelulares
(Jimenezde Asua 1997), resulta plausible que la expresión de ciclina D1 inducida por la PGFZG
estuviese mediada por mecanismos de señalización dependientes de proteínas quinasas de
tirosina (PTK). Para investigar esta hipótesis, se trataron células Swiss 3T3 con vanadato de
sodio (Na3VO4),un inhibidor de la fosfatasas de tirosinas (Fig: 9A). Se observó que el Na3VO4
es capaz de inducir la expresión de ciclina D1 (Fig: 9A). Sin embargo, la presencia de esta sal
no basta para inducir la síntesis de ADN (Fig: 98). Para iniciar el ciclo celular es necesaria la
presencia conjunta de Na3VO4y OAG (Fig: 98). A23187, un agente capaz de movilizar calcio
intracelular, potencian este efecto, pero no aumenta los niveles de ciclina D1 estimulados por el
Na3VO4y
Estos resultados indican la participación tanto de mecanismos de señalización dependientes de
PKC como de PTK en la estimulación de la expresión de ciclina D1. Sin embargo, se requiere la
acción de ambos tipos de mecanismos, para posibilitar la inducción de síntesis de ADN y en
consecuencia, el iniciodel ciclo celular.
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Figura 9: Diferentes mecanismos de señalización que regulan la expresión de ciclina D1 y la
síntesis de ADN.
A Las células Swiss 3T3 fueron cultivadas en condiciones control (C), con vanadato de sodio (OV'), con
OAG o con A2318? (Ca++)durante 10 horas y se determinaron los niveles de proteinas correspondientes
a ciclina D1 por Western blot. B Efecto del vanadato de sodio, OAG y A23187 sobre la sintesis de ADN.
Las células fueron cultivadas con los mismos estímulos que en A durante 28 horas, en presencia de metil
[SH]timidina y fueron procesadas para autorradiografia.
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SEGUNDA PARTE:

La acción mitogénica del factor inhibidor de leucemia (LIF) es independiente de la
activación de la PKC.

Una serie de experimentos realizados previamente en nuestro laboratorio demostraron que el
LIF estimula la síntesis de ADN en cultivos confluentes de células Swiss 3T3 arrestadas (Shcrc
Levyct al. 1997).Además, se encontró evidencia de que el efecto mitogénico del LIF no requeriría
de mecanismos de señalización dependientes de PKC y que, por el contrario, la PKC seria
necesaria para la estimulación de la síntesis de ADN por PGFZG.Entonces, el LlF y la PGan,
actuarían aparentemente a través de mecanismos de señalización intracelular diferentes (Shcrc
Levyelal).Los tratamientos prolongados con TPA utilizados en los citados experimentos, además
de retromodular la PKC, ejercen una gran variedad de efectos, incluyendo la transcripción de
genes (Huangel al.1995;Huntcrclal. 1992).Por ello se desidió utilizar un inhibidor específico de la PKC
para confirmar los resultados antes mencionados. Numerosos inhibidores de PKC han sido
descriptos. Sin embargo, el GF109203X es uno de los más específicos (Toullcc.el al. 1991).Su
acción inhibitoria está dada a través de la unión al sitio catalítico de la PKC.
El efecto mitogénico del LIFen células con actividad de PKC normal o en aquellas pre-tratadas
con GF 109203X, se muestra en la Tabla 1. En ambas condiciones el LIF (100 ng/ml), estimula
la entrada de las células en fase S, en porcentajes que no difieren significativamente. En
ausencia de actividad de PKC, la PGFZGno es capaz de ejercer su acción mitogénica, sin
embargo, la combinación del LIFy la PGFzapromueve en forma sinérgica la entrada en fase S,
tanto en células que poseen actividad normal de PKC como en células pre-tratadas con GF
109203X. En células con actividad de PKC intacta, la presencia de OAG, que activa a la PKC,
potencia el efecto mitogénico del LIF, no así en células pre tratadas con GF 109203X (Tabla 1).
Es interesante notar que cuando las células son tratadas con TPA, produciendo la
retromodulación de Ia PKC, la PGF2a no puede inducir Ia sintesis de ADN pero sí la fosforilación
de proteínas en tirosina (tésisde la Dra.McrccdcsGoin.pagIOO).

Podemos concluir que mientras el efecto mitogénico de la PGFZGinvolucra la activación de
PKC, el LIF actúa por un mecanismo de señalización independiente de PKC. El agregado de
LIFy la PGan inducen mitogénesis en forma sinérgica. Sin embargo, este efecto sinérgico es
independiente de PKC ya que la síntesis de ADNinducida por ambos mitógenos es semejante
en ausencia y en presencia de PKC. Fiesta determinar si el efecto de sinergia entre el LIFy la
PGcmJestá mediado por la activación de la PTK o por una via alternativa. Además, el hecho de
que un análogo de DAG, capaz de activar a la PKC, potencie el efecto mitogénico del LIF,
estaría indicando que existirían mecanismos de señalización dependientes de PKC capaces de
potenciar el efecto mitogénico del LIF.
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l Cells in s Phase (%)

Additions - GF
l

É Control ‘ 0.8 0.9
5 OAG l 0.9 0.5

LIF ' 29.5 28.5

PGF“ 20.1 1.1 l

a LIF+OAG l 47.1 28.2 J

LlF+ PGFH 65.1 64.7
l

‘ l

Tabla 1: Síntesis de ADNestimulada por el LIFo la PGan en células control o células sin actividad
de PKC.
Las células fueron cultivadas en condiciones control o pretratadas durante 1 hora con GF109203X
(10uM). Los agregados posteriores fueron los siguientes: PGFZa (300ng/ml), LIF (100ng/ml), OAG
(100ug/ml). El porcentaje de células con núcleos marcados se determinó a las 28 horas de cultivo. Cada
uno de los resultados son medias de cuantriplicados de campos conteniendo 600 células
aproximadamente cada uno.

El LlF estimula la síntesis de ADN a través de un mecanismo independiente de la
farnesilación proteínas

La presencia de inhibidores competitivos de la hidroxi-metiI-glutarilCoA (HMG-CoA) reductasa,
como la Iovastatina (LOV), bloquea la producción de ácido mevalónico. Este último es un
precursor esencial para la biosintesis de compuestos isoprenoides. Evidencias recientes han
mostrado que el mevalonato actúa como precursor de moléculas preniladas involucradas en la
proliferación celular. Específicamente, la LOV bloquea la farnesilación del producto del
protoncogen p21’as, por lo tanto, inhibe la inserción de la proteína ras en la superficie de la
membrana e inhibe Ia actividad de la misma (Albcns el aL. l930; Fairbanksct aL. 1934-.Hancock,JF. 1993).
Este efecto inhibitoriode LOVes revertido por el agregado exógeno de mevalonato.
Para determinar la importancia de Ia isoprenilación de proteinas, en los efectos mitogénicos de

la PGF2uy el LIF, las células fueron pretratadas con LOV, para luego medir la sintesis de ADN
(Fig: 10A). Se observó que el agregado de bajas concentraciones de LOVno inhibe la sintesis
de ADN inducida por LIF. Sin embargo, luego del agregado de LOV (10uM) Ia inducción de
síntesis de ADN por PGFZu. fue inhibida en más del 50% (fig: 1OB).La insulina, que no es
mitogénica en estas células, potencia el efecto mitogénico tanto de Ia PGFza como del LIF. Se
determinó si la sinergia producida por la insulina, en el efecto mitogénico del LIF y de la PGan,
ocurre o no a nivel de la farnesilación de proteínas. La LOV adicionada a distintas
concentraciones, tanto sola como en combinación con la insulina, no tiene efecto sobre Ia
síntesis de ADN (Fig: 10A). En cuanto a la potenciación de la acción de los mitógenos por la
insulina, la LOV inhibe este efecto en el caso de la PGFzc1pero no en el del LIF (Fig: 10A).
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Figura 10: Acción diferencial de lovastatina en la síntesis de ADNinducida por LIFo PGan
A: Las células Swiss 3T3 fueron pretratadas con concentraciones crecientes de Iovastatina (LOV)por 1
hora como se indica en el eje de abscisas. Las adiciones fueron las siguientes: (O) LOV, (0) Insulina, (V)
LOV+Insu|ina; ( ) LIF+LOV, (I) LIF+lnsuIin+LOV; (A) PGF2a+LOV, (A) PGF2a+InsuIin+LOV.
B: Porcentaje de inhibición de la sintesis de ADN mediado por LOV, en células estimuladas con LIF o
PGan: Las adiciones fueron las siguentes: ( ) LIF+LOV, (I) insulina+LIF+LOV, (A) PGF2u+LOV. (A)
PGF2a+insulina+LOV.
C y D Reversión de la acción de LOV por mevalonato: En C las adiciones fueron las siguientes: a)
control, b) PGFZQ. c) PGF2u+LOV, d) PGF2a+LOV+Mevalonato, e) PGF2a+|nsuIina, t)
PGF2u+InsuIina+LOV, g) PGF2a+Insulina+LOV+mevalonato. En D las adiciones fueron las siguientes: a)
control, b) LIF, c) LIF+LOV, d) LIF+LOV+Mevalonato, e) L|F+Insulina, f) LlF+InsuIina+LOV. g)
LIF+lnsulina+LOV+mevannato. Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: LOV (10uM). LIF
(100ng/ml); PGFZu (300ng/ml); insulina (50ng/ml) y mevalonato (100uM). El porcentaje de células con
núcleos marcados se determinó a las 28 horas de cultivo. Los resultados son medias de cuantriplicados
de campos conteniendo 600 células aproximadamente cada uno. Se realizaron tres experimentos.



Para determinar si el efecto de Ia LOVes específico, se agregó mevalonactona, un análogo de
mevalonato. Como se observa en la figura 1OC y 10D, Ia mevalonactona revirtió el efecto
inhibitorio de Ia LOV en la síntesis de ADN estimulada por PGF-¿aasí como también la inducida
por PGFza en presencia de insulina. Además, la mevalonactona no modifica el porcentaje de
células que entran en fase S inducidas por el LIF en presencia o no de insulina (Fig. 10D). Por
ultimo, la sinergia observada entre el LIF y la PGFZOes inhibida en presencia de LOV, y el
agregado de mevalonactona revierte dicha inhibición(dato no mostrado).
Estos resultados permiten concluir que el LIF, a diferencia de la PGFzG, ejerce su efecto
mitogénico independientemente del efecto inhibitorio de la LOV y que la sinergia observada
entre LIFy Ia PGP-¿aes dependiente de la farnesilación de proteínas.

El LIFestimula la síntesis de ADNa través de un mecanismo independiente de MAPKKy
p38MAPK

El SB 203580 es un inhibidor de p38MAPK,mientras que PD 098059 es un inhibidor selectivo de
MEK1/2 (MAPKK),estos compuestos bloquean la fosforilación y por Io tanto Ia activación de
dichas enzimas (Ridley,el. al i993; Scuffcrlcin.el al. 1996). Para determinar la importancia de la
activación de MAPK y MAPKKen la mitogénesis de la PGFZay del LIF, se procedió a pretratar
las células con dichos inhibidores para luego medir la síntesis de ADN (Fig: 11A y B). Ambos
inhibidores interfieren con la sintesis de ADN estimulados por la PGF2CI(Fig: 11A y B
cuadrados). Sin embargo, el agregado tanto de PD 098059 como de SB 203580, no inhiben la
síntesis de ADN inducida por el LIF (Fig: 11A y B triángulos) a bajas concentraciones (Seufferlein.
T. ct al. 1996; Simon. H. ct al, 1998).

Estos resultados indican que la PGFZGinduce sintesis de ADN mediante mecanismos de
señalización dependientes de p38MAPKy MEK. Mientras que la sintesis de ADN estimulada por
LIFno requiere de dichos mecanismos de señalización.
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Figura 11: Síntesis de ADN inducido por LIF o PGan en presencia de inhibidores de p38MAPK(SB
203580) o MEK (PD 98059).
Las células Swiss 3T3 fueron pretratadas con concentraciones crecientes de PD 98059 (panel A) o SB
203580 (panel B) durante 1 hora. como se muestra en el eje de abscisas. Posteriormente las células
fueron estimuladas con: LIF (A), PGFza (!), en presencia de metil [3H]timidina. EI porcentaje de núcleos
marcados se determinó a las 28 horas posteriores, por autorradiografía. Los resultados son medias de
triplicadosde campos conteniendo 600 células aproximadamente cada uno.

O

74



El LIFestimula la síntesis de ADNa través un mecanismo independiente de la activación
de PKA:

Se realizaron una serie de experimentos con el objetivo de determinar si el LIF es capaz de
inducir mecanismos de señalización dependientes de AMPc, o bien, si estos mecanismos
inhiben o potencian la sintesis de ADNestimulada por LIF.

'EI H-89, es un inhibidor selectivo de Ia proteína quinasa A (PKA) (Geilen,.et al. 1992).El PKI es un
péptido de 20 aminoácidos que se une a Ia subunidad catalitica de Ia PKA, inhibiendo su
función (Knighlon.ctal. |99|). El agregado de una u otra de dichas drogas, a concentraciones de 2,
5 y 10 uM en el caso de H-89, y 2, 4 y 5 uM en el caso de PKI, no produjo el bloqueo del efecto
del LIF (Fig: 12A y B triángulos). Sin embargo a concentraciones mas altas, se pudo constatar
un efecto inhibitorio. Utilizando H-89 o PKI a bajas concentraciones (2-4uM) sobre células
estimuladas con LIF y PGE1, o LIF y FK, se observó inhibición de la potenciación descripta en
el punto anterior. (2-4uM) (Fig: 12A y B circulos y cuadrados)
Se concluye que el LIF ejerce su efecto mitogénico independiente del aumento de AMPc y la
activación de la PKA. Sin embargo, la potenciación del efecto del LIF por agentes que elevan
los niveles de AMPc podria deberse en parte, o totalmente, a mecanismos dependientes de
PKA.
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Figura 12: Síntesis de ADNinducido por LIFo PGan en presencia de inhibidores de PKA.
Las células Swiss 3T3 fueron pretratadas con concentraciones crecientes de H-89 (panel A) o PKI (panel
B) durante 1 hora, como se muestra en el eje de abscisas. Posteriormente las células fueron estimuladas
con LIF(A), LIF+PGE1(O), LIF+ForskoIina (—),en presencia de metil [3H] timidina. El porcentaje de
núcleos marcados se determinó a las 28 horas posteriores, por autorradiografía.
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El aumento de la concentración intracelular de AMPc potencia la síntesis de ADN
inducida por LIF

Tanto el 8-bromo CAMP (0.5 mM), un análogo de AMPc, como la forskolina (FK) (30uM), un
activador de la adenilato ciclasa, producen un aumento de los niveles de AMPc, sin embargo,
por si solos no son capaces de inducir síntesis de ADNen estas células. Ambos, son capaces
de amplificar marcadamente la respuesta mitogénica del LIF (de 25 a 50% en el caso del 8Br­
cAMP y de 25 a 54% en el de Ia FK). El IBMX(50uM), que previene la degradación de AMPc
mediante la inhibición de la actividad de fosfodiesterasa de AMPc, sólo ejerció una acción
marginal en la potenciación del LIF. El agregado de FK (300uM) junto con IBMX(50uM) causó
una mayor amplificación en la respuesta mitogénica del LIF que aquella observada con el LIF
junto con la FK. La PGE1 (50ng/ml) no posee efecto mitogénico en estas células, sin embargo
potencia la acción del LIF (Tabla 2). La PGE1 incrementa la concentración de AMPc, siendo
capaz de activar a la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA).
Estos resultados demuestran que Ia acción mitogénica del LIFes potenciada por factores que
aumentan los niveles de AMPc. EI LIF no es capaz de aumentar los niveles de AMPc, ni
modificar los niveles de AMPc inducidos por Ia FK, PGE1 o IBMX(estos experimentos fueron
realizados en colaboración con el Dr. Piñataro).

i Additions Cells ¡n in S Phase AMPc
l ° (pmoI/mg of protein)

l Control 0.8 22.1
1 LIF 27.9 23.9

' IBMX (50uM) 0.8 74.8
l PGE1 0.9 150.7
l FK (30uM) 0.7 99.9

PGE1 + IBMX 0.8 167.6
LIF + PGE1 52.8 140.7

l LIF + FK 50.2 89.2
LIF + IBMX 42.1 77.9

! LIF + IBMX + PGE1 l 55.8 154.4

LIF + IBMX + FK 58.2 Nd

Tabla 2: Efecto del LIFsolo o con agentes que modifican los niveles lntracelulares de AMPc.
Las adiciones fueron las siguientes: FK (30uM), LIF (100ng/ml), IBMX (50uM), PGE1 (100ng/ml). EI
porcentaje de células con núcleos marcados se determinó a las 28 horas, por autorradiografía. Los
resultados son medias de cuantriplicados de campos conteniendo 600 células aproximadamente cada
uno. Las determinaci0nes de AMPcfueron hechas luego de 20 min de agregado los estímulos.

La iniciación del ciclo celular en células Swiss 3T3 en cultivo inducida por LIF podría
involucrar un mecanismo regulatorio no descripto anteriormente

Numerosos estudios en cultivos celulares han demostrado que la progresión desde la fase Go
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hasta la fase S, depende de la actividad de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Estas
quinasas son las Cdk4 y Cdk6, y son activadas al formar complejos con las ciclinas D (ciclina
D1,D2, y D3), inducidas en la fase G1. Se considera a las ciclinas D como "sensores" del medio
extracelular, ya que a partir de un estimqu mitogénico, se induce su expresión. Los complejos
activados ciclina D-Cdk4 y ciclina D-cdk6, catalizan la fosforilación de Ia proteína Rb. Teniendo
en cuanta que el LIF es capaz de inducir sintesis de ADN en células Swiss 3T3 en cultivo
mediante mecanismos de señalización independientes de PKC, isoprenilación de proteínas,
MEK1/2 y p38MAPK;y que muchos de estos mecanismos de señalización son activadores de la
expresión de ciclina D1, se decidió estudiar los reguladores positivos del ciclo celular (ciclinas y
CDKs) durante el ingreso a la fase G1 estimulado por LIF. Se decidió además, comparar los
mecanismos regulatorios del ciclo celular inducidos por LlF con aquellos inducidos por la
PGFga.
Se estimularon células Swiss 3T3 arrestadas y confluentes durante distintos lapsos con PGF20|

o LIF (Fig: 13) y a continuación se determinaron los niveles de ciclinas mediante Ia técnica de
Western blot. La PGFZGes capaz de estimular la expresión de las proteínas ciclinas D1 y D2,
como se indicó anteriormente. Sorprendentemente, el LIF no fue capaz de estimular la
expresión de ciclina D1 ni de ciclina D2 (Fig: 13). Los niveles de ciclina D3 fueron semejantes
en células tratadas por LIF, PGFZelo no tratadas. Además, los niveles de Cdk4 y Cdk6
permanecieron constantes tanto en células no tratadas como en aquellas tratadas con LIFo
PGan (Fig: 13)
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Figura 13: Regulación de Ia expresión de ciclina D1, ciclina D2, ciclina Ds, CDK4 y CDK6
inducidos por PGFzelo LlF

Las células Swiss 3T3 confluentes y quiescentes fueron cultivadas en condiciones control (C); con LIF
(100ng/ml) o PGFZa (300ng/ml) durante los tiempos indicados en la figura y se determinaron los niveles
de proteínas correspondientes a ciclina D1, D2, D3, CDK4 y CDK6 utilizando anticuerpos específicos,
por Western blot. Los resultados mostrados son representativos de al menos tres experimentos
independientes
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Estos resultados indican que el LIF induce sintesis de ADN, de forma independiente a la
expresión de ciclina D1, D2 y DB. A diferencia de la mayoria de los mitógenos, como la PGFZG,
que son capaces de inducir la expresión de una o varias ciclinas D. Además, los niveles de
quinasas dependientes de ciclinas D permanecieron constantes.

Acción diferencial de distintas citoquinas en la inducción de síntesis de ADN

El objetivo de la serie de experimentos que se describen a continuación, fue determinar si
otras citoquinas pertenecientes a la misma familia ejercen su efecto mitogénico mediante
mecanismos de señalización semejantes al del LIF.
En la figura 14 se muestran los efectos del LIF, la Oncostatina M (OSM), el Factor neurotrófico
ciliar (CNTF) y la Interleuquina 6 (IL-6) sobre la iniciación de la síntesis de ADN en células
quiescentes Swiss 3T3. Tanto el LIF (100ug/ml) como la OSM (100ug/ml) causaron un
incremento similar del porcentaje de células que ingresan a fase S, mientras que el
CNTF(100ng/ml) y la IL-6 (lOOng/ml), no tuvieron efecto sobre este parámetro (Fig: 14).
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Figura 14: Síntesis de ADNinducido por distintas citoquinas pertenecientes a la familia de IL-6:
Las células Swiss 3T3 fueron estimuladas con LIF, IL-6, CNTF o OSM, como se indica en la figura, en
presencia de metil [3H]timidina. La determinación del porcentaje de células en fase S fue determinado
como se describe en materiales y métodos.

Potenciación del efecto mitogénico del LIFy la OSM por PGE1 e insulina.

Se estudio el efecto mitogénico del LIFy Ia OSM a distintas concentraciones, en presencia de
prostaglandina E1 (PGE1) y/o insulina en células quiescentes Swiss 3T3 (Fig: 15).
El LIF y la OSM adicionados a varias concentraciones entre 10 y 100ng/ml causaron un
progresivo incremento del porcentaje de células que entran en fase S, llegando a un máximo
de 30% de células en fase S, a una concentración de 60ng/ml. La Insulina y la PGE1,
amplificaron marcadamente tanto la acción mitogénica del LIFcomo de la OSM. Además, tanto
la insulina como la PGE1, como la combinación de ambas, modificaron notablemente la
concentración de LIFo de OSM requeridas para alcanzar un máximo de células en fase S de
100ng/ml (células no tratadas ni con PGE1 ni con insulina) a 20ng/ml (células tratadas con
PGE1 o insulina) (Fig: 15).
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Figura 15: Síntesis de ADN inducido por el LIF, la OSM y el CNTF en presencia o ausencia de la
insulina y la PGE1.
Las células Swiss 3T3 fueron estimuladas con concentraciones crecientes de las distintas citoquinas,

como se indica en el eje de abscisas. Las adiciones fueron las siguientes: (A) LIF; (A) OSM; (l)
LIF+PGE1 (50ng/ml); (I) OSM+PGE1 (V); LIF+InsuIina (50ng/ml); (V) OSM+InsuIina, (0)
LIF+InsuIin+PGE1. (O) OSM+lnsulin+PGE1; (O) PGE1+Insulina, (O) CNTF+InsuIina+PGE1. Las células
fueron marcadas con metil [3H] timidina de 0 a 28 horas. EI porcentaje de células en fase S, por
autoradiografia, fue determinado como se describe en materiales y métodos.

El hecho de que la inducción de síntesis de ADN mediada por LIF en presencia de
concentraciones saturantes de insulina se ve potenciada con el agregado de PGE1, estaría
indicando que el mecanismo amplificatorio de Ia PGE1 difiere del de la insulina.
No se observó efecto mitogénico del CNTF debido a que probablemente las células Swiss

3T3, de fenotipo fibroblástico, carezcan de receptores para este factor. Sólo han sido
encontrados receptores de CNTF en sistema nervioso.
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Acción de la IL-6sobre la inducción de síntesis de ADN

Se investigó si factores no mitogénicos, tales como PGE1 o insulina, capaces de sinergizar con
mecanismos de señalización estimulados por el LIFo la OSM, son capaces de sinergizar con
mecanismos de señalización estimulados por IL-6(Fig: 16A).
Como se indico anteriormente, la IL-6no es mitogénica en Swiss 3T3. Se observó que la IL-6y
PGE1, conjuntamente, son capaces de inducir la síntesis de ADN en dichas células. Por otro
lado, si bien el agregado conjunto de IL-6 e insulina no estimuló la síntesis de ADN, la insulina
fue capaz de amplificar el efecto de lL-6 y PG E1 juntas (Fig: 16A).
EI siguiente paso fue determinar si Ia acción de la IL-6 se produce a través de mecanismos
compartidos con Ia vía de señalización del LIF. Se observó que el efecto mitogénico del LIF no
es modificado por el agregado de iL-6 (Fig: 16 inserto).
Por lo tanto, la IL-6 si bien no es mitogénica en células Swiss 3T3, a diferencia del CNTF, el
agregado conjunto de PGE1 e insulina, posibilita la entrada en fase S. No podemos concluir en
base a estos experimentos que la IL-6 comparte parte de los mecanismos de señalización
estimulados por el LIF o Ia OSM, sin embargo, todas estas citoquinas, son capaces de
complementarse con mecanismos de señalización estimulados por la lnsulina y Ia PGE1.
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Figura 16: Sintesis de ADNinducido por la IL-6en presencia de PGE1 e insulina: Síntesis de ADN
inducida por Ia lL-6 (100ng/ml) en presencia o ausencia de insulina y PGE1: a) control; b) lnsulina
(50ng/ml), c) PGE1 (50ng/ml) d) Insulina+PGE1, e) IL-6 (100ng/ml); f) IL-6+Insulina; g) |L-6+PGE1; h)
IL6-+lnsulina+PGE1. Inserto 1) control; 2) LIF (100ng/ml)+lL-6 y 3) LIF (100ng/ml)+lL-6. Las células
fueron marcadas con metil [SH]timidina de 0 a 28 horas. El porcentaje de células en fase S, por
autoradiografia, fue determinado como se describe en materiales y métodos.
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Relación entre las vías de señalización del LIFy de la OSM.

Se investigó si la estimulación por LIF, es afectada por la presencia de OSM, tanto a
concentraciones sub-saturantes como saturantes.
El LIF y la OSM adicionados conjuntamente a concentraciones sub-saturantes tuvieron un
efecto aditivo sobre la inducción de la entrada en la fase S. Sin embargo, el agregado de LIFen
combinación con OSM, ambos a concentraciones que resultan saturantes cuando se agregan
individualmente, no indujo un mayor aumento en el porcentaje de células en fase S que aquel
estimulado por cada citoquina (Fig: 17).
Además, la sinergia de cada una de estas dos citoquinas, con Ia PGFZC,sobre la iniciación de
síntesis de ADNse observó tanto a concentraciones subsaturantes como saturantes (Fig: 17).
Estos resultados, junto con los resultados anteriores, sugieren que el LIF y la OSM inducen la
síntesis de ADNposiblemente a través de un mecanismo común de señalización intracelular.
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Figura 17: Síntesis de ADN inducido por LIF, OSM, lL-6, PGan, o sus combinaciones, a
concentraciones subsaturantes o saturantes:
Las células Swiss 3T3 fueron estimuladas con las distintas citoquinas y/o PGF2acomo se muestra en el
eje de abscisas, en presencia de metil [3H]timidinadurante 28 horas. Las concentraciones subsaturantes
fueron las siguientes: PGFZG:30ng/ml; LIF: 10ng/ml; OSM: 10ng/ml; IL-6: 10ng/ml. Las concentraciones
saturantes fueron las siguientes: PGF2a1300ng/ml; LlF: 100ng/ml; OSM: 100ng/ml; IL-6: 100ng/ml. EI
porcentaje de núcleos marcados se determinó por autorradiografía. Los resultados son medias de
cuatriplicados de campos conteniendo 600 células aproximadamente cada uno.
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Translocación nuclear de la STAT1dependiente de la estimulación con LIF

Las STATs (tranductores de señales y activadores de la transcripción) pertenecen a una familia
de proteínas activadas por fosforilación en un residuo de tirosina, por acción de las proteínas
quinasas de tirosina llamadas JAK. Esta fosforilación permite la formación de homo o
heterodi’meros de STAT que, posteriormente, migran hacia el núcleo, funcionando alli como
factores de transcripción. Un gran número de citoquinas, interactúan con sus receptores
específicos e inducen la fosforilación y subsecuente activación de STATs.
La cinética de translocación al núcleo de STAT1 estimulada por LIF, reveló que tan sólo en 3
min se produjo una translocación detectable de STAT1 hacia el núcleo, llegando a una máximo
de translocación a los 15 min y declinando completamente luego de l hora de estímulo.
La inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-STAT1 en células Swiss 3T3 no
confluentes demostraron que la proteína STAT1fue prefencialmente localizada difusamente en
el citoplasma, sin observarse una señal nuclear. Las adiciones de LIF, OSM, lL-6, CNTF o
PGan indujeron respuestas diferenciales de la inmunolocalización de la STAT1. EI LIF y la
OSM a 100ng/ml durante 15 min estimularon la aparición de un alto porcentaje de células que
presentaban la STAT1 en el núcleo. (Fig: 18) mientras que Ia lL-6, que no es mitogénica en
estas células, indujo una translocación detectable de STAT1 al núcleo, únicamente en una
pequeña proporción de células. Esta proporción se mantuvo con el agregado de IL-6junto con
PGEl e insulina (en este caso el agregado conjunto de IL-6, PGE1 e insulina, inducen
mitogénesis, como se indicó en experimentos anteriores). Contrariamente, ni PGFZGni CNTF
fueron capaces de estimular la translocación de STAT1 hacia el núcleo.
Es posible concluir que tanto el LIF como la OSM, a diferencia de la PGFZOhinducen la
translocación de STAT1 a núcleo.

Figura 18: Translocación nuclear de STAT1
La translocación nuclear de STAT1 en células Swiss 3T3 no confluentes y quiescentes, fueron
detectadas por inmunofluorescencia indirecta, con anticuerpos anti-STAT1, luego de distintos tiempos, a
partir de los siguientes estímulos: a) Control 15 min., b) PGFga (300ng/ml) 15 min; c) OSM (100ng/ml) 15
min.; d) LlF LIF 1min. (100ng/ml); e) LIF 15 min. (100ng/ml); f) LIF 1 hora; g) lnsulina (50ng/ml) más
PGE1 (50ng/ml) 15 min.; h) IL-6 (100ng/ml) 15 min. y i) Il-6 más la insulina y PGE1 15min. (amplificación
400x original).
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Translocación nuclear de la STAT3y STAT5luego de distintos estímulos.
Se estudio la acción del LIF, así como de Ia PGFQQ,sobre la translocación desde el citoplasma
hacia el núcleo de las STATs 3 y 5. Los resultados muestran que el LlF no fue capaz de
translocar ni la STAT3 ni la STAT5 a núcleo. En estos experimentos, no existe un control
positivo de translocación de estas STATs, por Io tanto, se requiere de futuros experimentos
para determinar si los anticuerpos utilizados, son específicos para la STAT3 y STAT5 (fig: 19).

Control LIF

STAT3

STAT5

Figura 19: Translocación nuclear de STAT1,STAT3,STAT5.
La translocación nuclear de STAT1, STAT3, STAT5, en células Swiss 3T3 no confluentes y quiescentes,
fueron detectadas por inmunofluorescencia indirecta, con anticuerpos anti-STAT3, luego de 15 min. a
partir de los siguientes estímulos: primera columna: células control, segunda columna: células
estimuladas con LIF (100ng/ml)­

Los resultados presentados fueron realizados con una línea celular Swiss 3T3,
por lo gue se debe eiercer prudencia en la extrapolación de los mismos a otras
líneas celulares.
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MATERIALES Y MÉTODOS

REACTIVOS:

A) MANTENIMIENTO DE LAS LÍNEAS CÉLULARES DE FIATÓNSWISS 3T3:

Se sembraron 1,5 105células en placas de Petri de 10 cm. de diámetro con 10 mIde medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo 100 ug/ml de streptomicina, 60
ug/ml de penicilina y 10% de suero fetal bovino. Los cultivos fueron incubados en estufas con
atmósfera húmeda a 37° y 10% de Pcog. AI tercer dia se realizó un cambio de medio y al
séptimo se repicaron para la realización de los ensayos experimentales.

B) CONDICIONES DE CULTIVO PARA LOS ENSAYOS EXPERIMENTALES:

1) Medición de la síntesis de ADNpor autorradiografía
Se sembraron 1 105 células en placas de petri de 3,5 cm de diámetro con 2 mI de medio de

cultivo (PJSde DMEM+ 1/3 de Waymouth) conteniendo 100 ug/ml de streptomicina, 60 ug/ml de
penicilina, 6% de suero fetal bovino y 1% de suero de ternero recién nacido. Luego de tres dias
se cambio el medio por otro igual. AI cabo de cuatro días aproximadamente, las células se
encuentran confluentes y aquietadas para comenzar con los experimentos.

2) Ensayo de Western blot
Se sembraron 3.105 células en placas de Petri de 10 cm de diámetro con 10 ml de medio de
cultivo (2/3 de DMEMy 1/3 de Waymouth) conteniendo 100 ug/ml de estreptomicina, 60 ug/ml
de penicilina , 6% de suero fetal bovino y 1% de suero de ternero recién nacido. Luego de 3
dias se cambio el medio por otro igual. AI cabo de cuatro días las células se encuentran
confluentes y aquietadas (no se observaron figuras mitoticas).

3) Ensayos de Northern blot
Igual que en el punto anterior.

4) Ensayo de retromodulación de PKC:
Se sembraron 3.105 células en placas de Petri de 10 cm de diámetro con 10 ml de medio de
cultivo (2/3 de DMEMy 1/3 de Waymouth) conteniendo 100 ug/ml de estreptomicina, 60 ug/ml
de penicilina, 6% de suero fetal bovino y 1% de suero de ternero recién nacido. Luego de 3 días
se cambio el medio por otro igual conteniendo TPA (800 nM). AIcabo de cuatro días las células
se encuentran confluentes y aquietadas (no se observaron figuras mitoticas). Antes de realizar
las estimulaciones se Iavaron las placas 2 veces con DMEMa 37°C y se agregaron 10ml de
medio condicionado.

5) Ensayos de inmunofluorescencia
Se sembraron 1 105células en placas de Petri de 3,5 cm de diámetro conteniendo un cover

slip de 20mm con 2 mI de medio de cultivo (2/3 de DMEM+ 1/3 de Waymouth) conteniendo 100
ug/ml de estreptomicina, 60 ug/ml de penicilina, 6% de suero fetal bovino y 1% de suero de
ternero recién nacido. Luego de tres dias se cambió el medio por otro conteniendo 1% de suero
fetal bovino y 0,5 % de suero de ternero recién nacido. AI cabo de dos días las células se
encuentran aquietadas aunque no llegan a confluencia (no se observa figuras mitoticas)

C) ENSAYO DE SINTESIS DE ADN POR AUTORADIOGRAFIA:
Se agregó junto con el o los estímulos, metil [3H] timidina (18 Ci/mmol) obteniéndose una
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concentración final de 3 uCi/ml, 1uM. La reacción se detuvo con el agregado de solución
fisiológica (2 lavados), ácido tricloroacético (TCA) al 5% (2 lavados) a 4° C y luego se lavo 2
veces con etanol absoluto. A las placas secas se les agrego solución mordiente (1 lavado). Al
día siguiente se colocó un filmsensible al 3Hy las placas permanecen en oscuridad y atmósfera
seca (silicagel) durante 4 días. Después del revelado (4 min.) y fijado (4 min.) las placas fueron
teñidas con colorante Giemsa. Finalmente se analizo por conteo de los núcleos marcados y no
marcados, al microscopio óptico (se contaron por Io menos 3 campos por placa, cada uno de
ellos con alrededor de 300 células

D) EXTRACCIÓN DEL AFINm TOTAL y NORTHERN BLOT
El RNA total de los cultivos Swiss 3T3 se extrajo como se describió previamente (Chomezynskyy

Sacchi. l987)(Current protocols in Molecular Biology Vol. l. Eds. Frederick Ausubel. el. al. 1990). La transferencia del
ARNde los geles conteniendo formaldehído a membrana de nylon y la subsecuente hibridación
se realizaron en las condiciones especificadas por los fabricantes (bio- ). Los resultados se
encuentran normalizados usando una sonda que reconoce el AFlNde 188. Las sondas que se
utilizaron para la detección de los ARNm específicos y el 188 se marcaron usando un sistema
primers al azar. La cuantificación de las bandas se realizó con el programa ImageQuant
(molecular Dynamics).

E) MEDICION DE LOS NIVELES DE PROTEINAS y WESTERN BLOT
Luego de las estimulaciones se colocaron las placas sobre hielo y se lavaron 2 veces con PBS
conteniendo vanadato de sodio 100 uM a 4- C. Las células fueron extraídas con solución PBS.
Posteriormente centrifugadas a 20009 durante 10min. El pelet fue resuspendido en 100ul de
solución tampón RIPA (Tris HCI pH: 7,8, 20mM, NaCl 150mM, Na3V04 200pM, EDTA 2mM,
NaF 50mM, NP40 1%, deoxi colato 1%, SDS 0,1%, PMSF 50uM). El extracto obtenido fue
centrifugado a 15.0009 en una microcentrifuga a 4- C por 30 min. El sobrenadante fue analizado
por SDS-PAGE en mini geles al 12%. El gel obtenido fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa. La electrotransferencia se realizó en solución T (glicina 14,4g, Tris Base 39, SDS
1g, metanol 200ml, HZOh/1Iitro) durante 1 hora a 100V a 4- C. La membrana fue bloqueada con
una solución de leche descremada 3,5%. durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Luego
se incubó con el anticuerpo específico, diluido en solución de bloqueo (1/5000) a TA. AIcabo de
1 hora se realizaron 3 lavados de 10 min en solución PBS-O,15%Tween 20 . La membrana se
incubó con anticuerpo anti el anticuerpo especifico diluido en la solución de bloqueo por 1 hora.
Se lava 3 veces. Una vez que la membrana estuvo seca se proceso para autorradiografia por
ECL (Amersham).

F) ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
Luego de el o los estímulos, las células fueron fijadas y permeabilizadas con 3,7% de
formaldehído en PBS por 10min., a temperatura ambiente. Luego se realizaron tres lavados con
PBS, posteriormente fueron tratadas durante 2min. con una solución metanoI/acetona (1:1). Se
realizo un lavado de 5min con PBS-O,1%Tween 20. Las células fueron bloqueadas durante
30min. con suero de cabra inactivado por calor (10%), y posteriormente se incubo durante toda
la noche con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-STAT1, anti-STAT3 o anti-STATS
(25ug/ml, transduction Laboratories) y saponina (0,1%). AI día siguiente, las células fueron
lavadas 3 veces con PBS y posteriormente incubadas con un anticuerpo anti-lgs de ratón hecho
en cabra conjugado con isotiocianato de fluoreseina diluido 1/50 en PBS durante 60min.
Finalmente, las células fueron Iavadas tres veces con PBS, y luego montadas con una solución
DABCO y la expresión del antígeno fue examinada con un foto-microscopio equipado con un
epifluorescencia.
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COMPUESTOS BIOQUÍMICOS UTILIZADOS:

La PGqu y la PGE1 fueron generosamente cedidas de la Dra. Mary Torkelston, Upjohn
Company, Kalamazoo, Michigan. El TGF-B1 fue obtenido de Fl&D Minneapolis. La metil [3H]
timidina (18 Ci/mmol) fue obtenida de New England Nuclear. Los anticuerpos anti- ciclina D1,
02, DS, CDK4 y CDK6 fueron obtenidos de Santa Cruz. Los anticuerpos secundarios para
Western Blot fueron obtenidos de DACO. Los anticuerpos anti- STAT1, 3 y 5 fueron obtenidos
de Transduction Signaling. El LIF fue obtenido por Sigma Chemical Company y R&D, y por
Sigma Chemical Company, el A2318? fue generosamente cedido por el Dr. Santa Coloma y por
,y los otros compuestos fueron obtenidos de Sigma Chemical Company, USA.



DISCUSIÓN

PRIMERA PARTE

Mecanismos de señalización dependientes de PGan, capaces de inducir expresión de
Ciclina D1

En los mamíferos Ia determinación de una célula para iniciar la replicación del ADN y dividirse,
diferenciarse, iniciar un programa de muerte celular o abandonar el ciclo celular entrando a un
estado de quiescencia (Go), tiene lugar durante la fase G1 (Pardcc,[989).Esta determinación del
destino de la célula se designa globalmente cómo "compromiso celular’ (La expresión utilizada
en lengua inglesa es cell commifmenf)y esta mediada en gran parte por factores de crecimiento
y factores no mitogénicos que se encuentran en el medio extracelular (Banek,et al. 1996;Lukas1996.
Pardcc, i989; Sherr cl al. 1995;Zeuerbcrct al. i995). EI proceso de determinación se da a partir de la
integración de señales intracelulares y extracelulares tanto positivas como negativas,
involucrando múltiples cascadas de señalización que lleva fundamentalmente, al encendido o
apagado de genes (Marshall.i996; Marshall1993;Shcrr. l994). Tanto las vías de transducción de
señales como las moléculas que regulan el ciclo celular, son de gran interés para las ciencias
biomédicas (Banck, 1996, Lukas 1996; Harper, el al. 1996; Shen, i994). El estudio del fenómeno de
compromiso celular durante G1 y su regulación es relevante para la comprensión de procesos
biológicos tan diversos como Ia proliferación celular, inhibición temporal del ciclo celular para
posibilitar Ia reparación del ADN,estadio de quiescencia en respuesta a deprivación de factores
de crecimiento, diferenciación terminal, senescencia o muerte celular (Banck,et al. 1996,Lukas1996;
Harper,el aL. l996; Sherr, i994. Strauss.1995-.Winstonl993). Por otro lado, un desajuste en Ia función celular
durante la fase G1 puede llevar a una proliferación celular descontrolada y/o inestabilidad
genética, causales del desarrollo de cáncer y otras enfermedades (Harper1996;Hunter,et al. i994;
Strauss, et al. ¡995; Tam, ct al. 1994).

La proliferación celular está gobernada por una red compleja de señales extracelulares (ej:
factores de crecimiento), y señales intracelulares que actúan sobre Ia maquinaria del ciclo
celular a través de distintos mecanismos de señalización. Los reguladores positivos del ciclo
celular son las ciclinas y CDKs. En particular, las ciclínas D y las Cdk4/6 han sido postuladas
como proteínas reguladoras de la fase G1. Las ciclinas D cumplen un rol fundamental en la
transducción de señales en la fase G1. La presencia de suero en el medio de cultivo induce su
síntesis. Debido a su corta vida media, en ausencia de suero tanto el ARNm como Ia proteína
de ciclina D1 son degradados, lo cual se correlaciona con la falta de síntesis de ADN. La
sobreexpresión de ciclina D1 acorta la duración de Ia fase G1, disminuye el tamaño celular y
reduce, aunque no elimina, la dependencia de mitógeno (Qucllc,ct al. 1993;Jiang,ct al. 1992,Resnitzky,cl
al. i994). La microinyección de anticuerpos anti-ciclina D1, o de un plásmido conteniendo el
cDNA anti-sentido de ciclina D1 durante la fase G1, inhibe el ingreso a la fase S en fibroblastos,
mientras que la microinyección en Ia transición G1/S, o en tiempos posteriores, no produce
ningún efecto (Qucllc.cl al. 1993-.Baldin,ct al. l993). Por Io tanto, Ia expresión de ciclina D1 durante la
fase G1 es crucial para la progresión a través del ciclo celular. Se considera a las ciclinas D
como "sensores" que integran señales extracelulares con la maquinaria del ciclo celular, en
respuesta a factores de crecimiento. Existen tres tipos de ciclinas D (ciclina D1, ciclina DZ, y
ciclina DS) con patrones de expresión bien definidos en los distintos tejidos (Matsushimc.ct al. i991).
Los tres genes de ciclinas D tienen secuencias muy semejantes, sin embargo difieren en su
expresión: algunas células expresan los tres genes de ciclinas (ej. células epiteliares mamarias)
(Buckley,ct al. 1993),pero muchos tipos celulares expresan sólo uno o dos genes de ciclinas D
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(Matsushimc.el al. |99|; Xiong,el al. |99|; Molokura.cl al. 1991).Los genes de ciclinas D se expresan durante
Ia fase G1 del ciclo celular con perfiles característicos de acuerdo al tipo celular (Malsushimc.ct al.
|99|; Molokura,ct al. ¡992. Shibuya.el al. 1992-.Ajchcnbaum..cl al. 1993).Los tres genes humanos de ciclinas D
codifican para proteinas pequeñas de 33-34KDa, tienen un promedio de 57% de identidad de Ia
región codificante y un 78% de identidad de la región llamada caja de ciclina ("cyclin box") (Xiong.
cl al 1992;lnaba.T. cl al. 1992).La ciclina D1 humana, es el producto del proto-oncogen bcI-1/PRAD1,
y la sobreproducción de ciclina D1, debido a amplificación génica o a estabilización del ARNm,
ha sido correlacionada con muchos tipos de cánceres (Motokura,elal. |99|). La ciclina D1 aparenta
tener una función esencial en células que expresan el producto del gen de retinoblastoma (Fib)
(Lukas. cl al. 1994: Lukas. el al. 1995; Lukas. el al. 1995). Se sabe que la ciclina D1 puede asociarse
físicamente a Ia forma hipofosforilada de la proteína Rb, e inactivar su función, mediante la
fosforilación de dicha proteina, por el complejo ciclinaD-CDK (Shcrr.cl al. 1995-,Bcijersbcrgcn.ct al. 1996).

En este trabajo se demostró que la PGFZGes capaz de aumentar los niveles de ARNm y
proteina de ciclina D1 en células Swiss 3T3 y que existe una coincidencia entre el tiempo
necesario para alcanzar el máximo en la expresión de ciclina D1 y aquél requerido para
alcanzar el compromiso celular hacia la sintesis de ADN estimulado por la PGF-¿a(fig 1). Estos
resultados junto con los reportados para otras líneas celulares utilizando suero u otros
mitógenos (Malsushime.el al. l99l), muestran Ia dependencia de la expresión de ciclina D1 con el
compromiso celular, necesario para iniciar la sintesis de ADN.

La PGFZG,es capaz de inducir síntesis de ADN en células Swiss 3T3 mediante múltiples
mecanismos de señalización (tesis de Ia Dra. Mercedes Goin). Es capaz de inducir una
respuesta proliferativa en ausencia de otros factores, y su efecto mitogénico se encuentra
potenciado por la adición de TGFBl (Gomezde Alzaga,cl al 1994). El efecto del TGFB1 sobre la
síntesis de ADN en células Swiss 3T3 en cultivo, no es tan solo potenciar la inducción mediada
por PGFzClsino también provocar una disminución en el tiempo mínimo de estimulación con
PGan necesario para iniciar la síntesis (fig. 2, 4, 5). El TGFB1 no es capaz de inducir expresión
de ciclina D1 (fig: 2). Sin embargo, el TGFB1 es capaz de aumentar los niveles de ciclina D1
estimulados por el OAG o la PGFZG,probablemente, mediante la estabilización del ARNm de
ciclina D1 (fig: 2, 5).

Evidencias recientes mostraron que la expresión de ciclina D1 en Swiss 3T3 es estimulada por
mecanismos de señalización dependientes de bombesina, y activación de proteina quinasa C
(PKC) (Manncl al. i997). Otras evidencias en células BaIb/c 3T3, muestran que el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), preferencialmente incrementa los niveles de ARNm
de ciclina D1 vía la activación de PKC, mientras que en células depletadas de PKC, el PDGF
puede inducir bajos niveles de ARNm de ciclina D1. Estos resultados sugieren que el PDGF
estimula la expresión de ciclina D1 vía eventos independientes de PKC (Winston.el al. 1993).Se
decidió indagar que mecanismos de señalización, inducidos por la PGan, son capaces de
modular la expresión de ciclina D1. Nuestros resultados muestran que la PGFZOinduce
expresión de ciclina D1 mediante mecanismos de señalización dependientes de PKC, ya que
células pretratadas con GF109203X, un inhibidor específico de PKC, inhibe parcialmente la
expresión de dicha proteina estimulada por PGFZO,mientras que bajo las mismas condiciones,
el OAG (un activador de la PKC), es incapaz de inducir la expresión de ciclina D1 (fig: 7, 8). La
PGFZGprobablemente es capaz de inducir dicha expresión, además, por mecanismos de
señalización dependientes de PTK,mientras que mecanismos de señalización dependientes de
calcio, regulan otros eventos aún no determinados. Esto se dedujo mediante Ia utilización de
vanadato de sodio, un inhibidor de fosfatasas de tirosinas, capaz de inducir la expresión de
ciclina D1 (fig. 9), mientras que el agregado de ionóforo de calcio, no fue capaz de inducir dicha
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expresión (fig. 9) (Sauane.el al. 2000).

SEGUNDA PARTE

Efecto mitogénico del LIF:

1- Mecanismos de señalización involucrados en la inducción de la síntesis de ADN.
Sinergia observadas entre los diferentes mecanismos de señalización y el LIF:

El LIFfue originalmente descripto por su habilidad para estimular la diferenciación de células de
leucemia M1 murinas hacia granulocitos y macrófagos (lchikawa.l969. 1970).En la actualidad, se
sabe que el LIF pertenece a una superfamilia de citoquinas multifuncionales, capaces de
regular la actividad, la respuesta y el estadio de diferenciación de diversas poblaciones de
células (Hilton,1992).Por ejemplo, el LIF puede estimular la proliferación de células madres
embriónicas, células mieloides DA-1a, megacariocitos y mioblastos; induce Ia síntesis de
proteinas de la fase aguda en hepatocitos; es capaz de convertir neuronas simpatéticas de
fenotipo noradrenérgico a fenotipo colinérgico y aumentar los niveles de plaquetas circulantes
(Hilton. 1992; Kishimoto ct al. l995; Metcall', 1992; Taga. 1996).
El LIF,así como otras citoquinas y factores de crecimiento, es capaz de activar mecanismos de
señalización dependientes de JAK/STAT, a partir de Ia heterodimerización de un receptor
específico y una proteína gp130 (Stahlct al. 1994;Taga.ct al. i992). La proteína gp130 se asocia con
proteinas quinasas en tirosina llamadas JAK. La activación de JAK mediada por el LIF,
promueve Ia fosforilación y subsecuente activación de STAT1, STAT3 y STAT5. Estas proteínas
son factores transcripcionales, capaces de ser traslocados a núcleo y activar genes específicos
(Symeset al. 1997). En trabajos previos (Matsudact al 1995, l999), se propuso que existen otros
mecanismos de señalización a partir de Ia activación de gp130, incluyendo el sustrato-1 del
receptor de insulina (IRS-1), la quinasa 3 fosfoinositido (PI-3kinase), Ia proteina quinasa de
tirosina asociada a receptor (ejemplo: Hck y Btk), fosfatasas de tirosina SHP2, y EFlK1/2. Este
sistema de señalización modular ha sido propuesto para comprender los efectos diversos y
pleiotrópicos del LIF y otras citoquinas relacionadas en distintos tipos de células. Un punto
importante, por Io tanto, es comprender la contribución de distintas vías de señalización en el
efecto mitogénico del LIFen un tipo de células en particular.

Se sabe poco sobre los mecanismos de señalización inducidos por el LIF capaces de
desencadenar una respuesta mitogénica,tampoco se sabe, como pueden ser éstos modulados
por la acción de otros factores. Hemos estudiado en células Swiss 3T3, varios mecanismos de
señalización para determinar si éstos están relacionados con la capacidad del LIF en inducir
mitogénesis, poniendo énfasis principalmente en aquellos mecanismos asociados al control de
la proliferación celular.

Mecanismos de señalización dependientes de AMPc:

Nuestros resultados revelan que el LIF actúa como mitógeno en células Swiss 3T3. Dicha
acción es marcadamente potenciada vía señales ejercidas por Ia PGE1 (tabla 2). Se sabe que
el receptor de Ia PGE1 es capaz de aumentar los niveles de AMPc intracelular (Rozcngun.l983;
Escribanol988).Estos resultados sugieren la posibilidad que mecanismos dependientes de AMPc
sean capaces de potenciar el efecto mitogénico del LIF. Estos resultados fueron corroborados
utilizando tres estrategias experimentales. Por un lado utilizamos factores que inducen el
aumento de AMPc, como forskolina e IBMX.El agregado de dichos factores, en presencia del
LIF, fueron capaces de sinergizar el efecto mitogénico del mismo (tabla 2). Una segunda
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estrategia fue medir los niveles de AMPc, se observo que el LIF no es capaz de modificar los
niveles de AMPcper se, ni de alterar aumentos en los niveles de AMPc inducidos por factores
tales como PGE1, forskolina o IBMX (tabla 2). Por último, el agregado de inhibidores de
proteina quinasa dependiente de AMPc (PKI y H-89). El agregado de dichos inhibidores, en
presencia de LIF,no fue capaz de bloquear el efecto mitogénico del LIF (fig. 12).
Por lo tanto, el LIF no es capaz de aumentar los niveles de AMPc, ni modificar los niveles de
AMPc inducidos por la FK, PGE1 o IBMX. La acción mitogénica del LIF es potenciada por
factores que aumentan los niveles de AMPc. La síntesis de ADNinducida por el LIFno depende
de la presencia de inhibidores de PKA, pero la sinergia observada con agentes que aumentan
los niveles de AMPc, se encuentra inhibida por la presencia de H-89 o PKI. Sugerimos que la
sinergia observada entre el LIF y Ia PGE1, podría deberse a mecanismos de señalización
dependientes de AMPc. Dado que el AMPc es capaz de activar a la PKA, inferimos que dichos
mecanismos podrían estar mediados por esta enzima.

Mecanismos de señalización dependientes de PTK

El factor de crecimiento epidermal (EGF) (20ng/ml), que causa activación de quinasas
específicas de tirosina (Koland,el al. 1933), potencia la acción mitogénica del LIF (tesis de
licenciatura de Carolina Schere Levy). El vanadato de sodio, que es un inhibidor de fosfatasas
de tirosinas, potencia la respuesta proliferativa del LIF (dato no mostrado). De manera similar,
en células que tienen anulada la actividad de PKC, tanto la PGan como la insulina, pueden
disparar fosforilaciones en tirosina y potencian el efecto mitogénico del LIF (tabla 1). Por Io
tanto, se infiere que el efecto mitogénico del LIFes potenciado por mecanismos de señalización
dependientes de PTK.

Mecanismos de señalización dependientes de MAPKy MEK

Shiemann W.P. et a/., observaron que en células 3T3-L1, el LIFproduce una activación rápida
y transitoria de Flaf-1 (MAPKKK). Estos autores además, postulan que mecanismos
dependientes de PKC eran necesarios pero no suficientes para la activación de Raf-1 inducido
por el LIF. Por otro lado, aumentos en los niveles de AMPc intracelulares completamente
bloqueaba la activación de Raf-t, sin embargo, los aumentos en los niveles de AMPc no tenían
efecto sobre la actividad de MAPKKy MAPKestimulados por LIF. Por lo tanto, el LIF es capaz
de activar una isozima aún no identificada de MAPKKKque es insensible a Ia inhibición de
AMPc y distinto a Rai-1 y MEKK1. Los autores concluyen que la activación mediada por el LIF
de la cascada de MAPK en células 3T3-L1 es un evento complejo mediado por vías de
señalización dependientes e independientes de Raf que difieren en su sensibilidad a
inhibidores de cAMP intracelulares (Schicmann.clal. l998).

Nuestros resultados muestran, que inhibidores especificos de PKC (GF 109203X), no
modifican la sintesis de ADN estimulada por LIF (tabla 1). Inhibidores de la cascada de MAPKK
(MEK) (PD 98059), tampoco tienen efecto sobre la síntesis de ADN estimulado por LIF (fig.
11A). El LIF además es capaz de inducir sintesis de ADN de forma independiente de la
activación de p38MAPK,utilizando un inhibidor especifico de dicha enzima (SB 203580) (fig.
11B). Por lo tanto, la activación de MEK1 y p38MAPKno son vías de señalización requeridas
para Ia síntesis de ADN inducida por el LIF. Se sabe que MEK1 es activada a partir de Raf-1
(MAPKKK),y dicha proteína es, a su vez, activada por ras. Nuestros resultados indican que Ia
lovastatina, que inhibe la síntesis de ácido mevalónico (impidiendo la isoprenilación y activación
de proteína G y ras, entre otras) (Albcns,ct al. 1980;Fairbanks,el al. 1934),no es capaz de bloquear la
síntesis de ADN inducida por el LIF (fig. 10). Por Io tanto la isoprenilación de proteínas, la
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activación de MEK1/2, y p38MAPK,no son mecanismos de señalización involucrados en Ia
respuesta mitogénica del LIF. Por último, como se dijo anteriormente y a diferencia de
Shiemann W.P. et al., la síntesis de ADN estimulada por LIF no solo no se modifica con el
agregado de inhibidores de PKA, sino que activadores de AMPc son capaces de potenciar el
efecto mitogénico del LIF (fig. 12; tabla 2).

Translocación de STAT1a núcleo

Se han identificado siete proteínas STAT (tranductor de señal y activador de la transcripción)
en mamíferos. Debido a que mas de 35 factores de crecimiento y citoquinas son capaces de
activar a una o mas STATs, éste grupo de proteínas ha sido implicado en una amplia variedad
de respuestas biológicas. Se sabe que STAT2 es activado únicamente por lFN-o, STAT4 en
linfocitos es activado por IL-12 y IFN-a (Choelal. 1996)y STAT6 es activado únicamente por IL-4 y
IL-13 (Schindlerel al. 1995;lhle.cl al. 1995).En cambio, STAT1, 3, 5a y 5b son activados por un gran
número de factores de crecimiento y citoquinas, es por ello que surge la pregunta de cómo las
STATs participan en una respuesta biológica específica. Posiblemente la especificidad de una
respuesta biológica está dado por la expresión de receptores en la membrana plasmática, la
afinidad de unión al ligando, la presencia o ausencia de otras proteinas señalizantes, o bien la
composición del dímero de STATs, en cada tipo individual de células (Damelli997).

Una vez que el receptor es activado por una citoquina específica, STAT es fosforilado en
tirosina por JAK, se transloca al núcleo y es capaz de unir secuencias específicas de ADN(Liu.
cl al. 1993).

Mediante la utilización de ensayos de inmunofluorescencia indirecta encontramos que el LIF
en células Swiss 3T3 es capaz de translocar STAT1 al núcleo de forma dependiente del tiempo
(fig. 18). En base a la bibliografía, se sabe que el LIF puede activar a JAK1 y/o JAK2 (Liu.ct al.
1998),por Io tanto es posible que el mecanismo mediante el cual el LIF es capaz de translocar
STAT1 a núcleo este mediado por dichas enzimas, dado que las proteínas STATs pueden ser
translocadas a núcleo, una vez que son fosforiladas.

El LIF no es capaz de translocar a núcleo la STAT3 o STAT5 (fig. 19), dado que en éstos
experimentos no existe un control positivo que permita determinar la especificidad de los
anticuerpos, queda por confirmar dichos resultados.
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Esquema de diferentes mecanismos de señalización.
capaces de potenciar la síntesis de DNA.estimulada
por el LIF.
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Resumiendo, el LIF es capaz de inducir sintesis de ADN mediante mecanismos de
señalización independientes de PKC, PKA, MEK1/2, p38MAPK,e independiente de la
isoprenilación de proteínas. Sin embargo, muchos de estos mecanismos son capaces de
potenciar el efecto mitogéníco del LIF.

2- Diferencias entre mecanismos de señalización inducidos por el LIFy por la PGan:

El LIF y la PGFZC,son capaces de inducir síntesis de ADN en forma sinérgica (fig. 17), esto
podria sugerir que dichos factores actúan a través de diferentes mecanismos de señalización.
Teniendo en cuenta que se conocen muchas de las vías de señalización estimuladas por la
PGFga en células Swiss 3T3, se utilizó dicho mitógeno para comparar las diferencias o
similitudes con los mecanismos de señalización inducidos por el LlF, aun no determinados en
estas células.

Mecanismos de señalización dependientes de PKC

La activación de proteína quinasa C (PKC) es un paso obligatorio en la inducción de la
mitogénesis inducida por PGqu en células Swiss 3T3 (tabla 1), asi como muchos otros
mitógenos (Hegel,el al. 1994;Rozcngun,i995). La PKC es capaz de activar a un gran número de

proteinas involucradas en la resauesta mitogénica incluyendo: cascadas de proteinas quinasas
de serina/treonina p42MAPK/p44APK,p7036 y proteina quinasa D (PKD) (Rozcngun,i998). En
células Swiss 3T3 sin actividad de PKC, el LIF no requiere dicho mecanismo, para ejercer su
efecto mitogéníco, mas aún, la PGFga potencia la entrada en síntesis de ADN inducida por el
LIF de forma semejante a la que Io hace en células que poseen actividad de PKC (tabla 1).
Estos resultados demuestran que la actividad de PKC es requerida para la síntesis de ADN
inducida por Pelan sola, pero Ia PGan no requiere Ia activación de la PKC para potenciar el
efecto mitogéníco del LIF. Por lo tanto, las vías de señalización requeridos para la transición de
quiescencia a la fase S, depende de la combinación de factores extracelulares utilizados.

Debido a que cada célula en un organismo multicelularestá expuesta a múltiples señales tanto
de diferenciación como señales que regulan el crecimiento, sugerimos que los niveles de
actividad de PKC requeridos para la mitogénesis dependen, probablemente” del repertorio de
señales extracelulares que interactúan con Ia célula a un dado tiempo. Este concepto es
relevante para el desarrollo de drogas antiproliferativas direccionadas contra las vias de PKC
(Thavasuel al 1999;Geshcret al.l998;Houseyel al. 1988;O'Brian el al. 1989). Ha sido propuesto que inhibidores
de PKC, como GF 109203X, pueden ser blancos útiles capaces de inhibir Ia proliferación
celular. Nosotros proponemos que inhibidores de PKC capaces de ser utilizados como
bloqueantes de la proliferación, depende dramáticamente de Ia combinación de señales
mitogénicas que interactúan con Ia célula blanco, para posibilitar un efecto inhibitorio en la
proliferación celular.

Mecanismos de señalización dependientes de PTK

La sinergia en la síntesis de ADN observada por el agregado de LlF y Ia PGFgu, en células
pretratadas con un inhibidorde PKC, podria estar dado mediante un aumento en la actividad de
quinasas de tirosinas específicas. De hecho, se sabe que el LIFcausa fosforilación en tirosina
en Ia subunidad de su receptor y también fosforila a los factores transcripcionales llamados
STAT, mediante las proteinas quinasas de tirosina JAKs. Por otro lado, la PGqu causa
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fosforilación en tírosina de proteinas, probablemente a través de p125""k (tesis de Ia Dra.
Mercedes Goin, pag. 97). Además sabemos, por nuestros experimentos, que la PGan
probablemente no es capaz de fosforilara STAT1,dado que no se observa una translocación a
núcleo de dicha proteína (fig. 18). La insulina, en condiciones donde Ia PKC esta inhibida,
puede sinergizar con las señales latentes de la PGFZaresultando en una muy baja actividad
mitogénica (tesis de la Dra. Mercedes Goin, pag. 93), mientras que en las mismas condiciones
la insulina potencia la acción del LIF (dato no mostrado). Estos datos podrian sugerir que la
PGFZGdispara la activación de quinasas de tírosina que actúan de manera sinérgica con las
activadas por el LIF.

lsoprenilación de proteínas:

La presencia de inhibidores competitivos de la hidroxi-metiI-glutaril-CoA(HMG-CoA)reductasa,
como la Iovastatina (LOV), bloquea la producción de ácido mevalónico. Este último es un
precursor esencial para la biosintesis de compuestos isoprenoides. Evidencias recientes han
mostrado que el mevalonato. actúa como precursor de moléculas preniladas involucradas en la
proliferación celular. Específicamente, la LOV bloquea la farnesilación del producto del
protoncogen p21'as, por Io tanto, inhibe la inserción de Ia proteina ras en la superficie de la
membrana, e inhibe la actividad de la misma (Hancock.1993).Este efecto inhibitorio de LOV, es
revertido por el agregado exógeno de mevalonato. En base a los resultados presentados (fig.
10), se puede concluir que el LIF, a diferencia de la PGFZG,ejerce su efecto mitogénico
independientemente del efecto inhibitoriode la LOVy que la sinergia observada entre LIF y la
PGF20podria involucrar la isoprenilación de proteínas (dato no mostrado).

Mecanismos de señalización dependientes de MAPK

Las proteinas quinasas activadas por mitógenos (MAPK),pertenecen a una familia altamente
conservada de quinasas en serina/treonina, activadas por una gran cantidad de señales
extracelulares (Davis,1993).Las dos isoformas mejor caracterizadas son p42MAPKy p44MAPK.Estas
proteinas son activadas por fosforilación de una quinasa especifica de MAPK,llamada MAPKK
o MEK. Al menos dos isoformas de MEK han sido identificadas en células de mamíferos (Crcwsel
al. 1992;Wu.e: al. 1993).Numerosas vías de señalización son capaces de activar a MEK. Los
receptores de tirosina quinasas, inducen la activación de MAPK, mediante p21'as, Ia proteína
p21rasposteriormente activa a la cascada de quinasas comprendidas por p74’a“, MEKy MAPK
(Davis, i993; Marshall.i995). Por otro lado el mecanismo de inducción de MAPK activado por
receptores acoplados a proteina G no está bien definido (Seul‘feriein.et al. l996;Howc.el al. i993;Crespo.
el al. l998).Se conocen varios sustratos de MAPK, incluyendo factores de transcripción (Trcisman.

1994)y otras proteinas guinasas como p90’s". Estudios anteriores indican que Ia activación
sostenida de p42/p44MAPes necesaria y suficiente para inducir proliferación o diferenciación en
varias lineas celulares (Pages.el al. 1993).Sin embargo, la contribución de la activación de la
cascada de MAPKnecesaria para la inducción de la síntesis de ADN estimulada por PGFZao
LIFno ha sido determinada.

Hemos examinado Ia contribución de la vía de señalización de MAPK en la inducción de la
sintesis de ADN estimulada por PGFZC,y LIF utilizando un inhibidor especifico de MEK, PD
98059. Dicho inhibidor bloqueó la sintesis de ADNestimulada por PGF2a, mientras que el LIFes
capaz de inducir síntesis de ADN de forma independiente de MEK (fig. 11A). Por otro lado, la
PGqu requiere la activación de p38MAF'Kpara inducir Ia síntesis de ADN, dado que un inhibidor
especifico (SB 203580) de dicha quinasa, bloqueo la síntesis de ADN inducida por la PGFZa,
mientras que Ia estimulación de la mitogénesis mediada por el LIF no depende de Ia activación
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de p38MAF'K(fig. 11B). Este dato es interesante dado que existe un solo caso re ortado de
síntesis de ADN inducido por un mitógeno mediante mecanismo dependiente de p38 APK.

En resumen, la PGFZGutiliza mecanismos de señalización dependientes de PKC, p38MAPK,MEK
y ras, mientras que el LIF no utiliza dichos mecanismos de señalización, ni tampoco
mecanismos de señalización dependientes de PKA para inducir sintesis de ADN. Por último, la
sinergia del LIF con la PGFZu sobre la iniciación de síntesis de ADN se observó tanto a
concentraciones subsaturantes como saturantes. De todo éstos resultados se concluye que el
LIFy Ia PGFZGactúan mediante mecanismos de señalización distintos.

3- Síntesis de DNAinducida por LIFindependiente de la expresión de ciclinas D's:

La fase G1 del ciclo celular aparece temprano durante la embriogénesis. Las células
diferenciadas, reciben señales específicas que regulan su habilidad para multiplicarse a partir
de un estadío de quiescencia, y transitando primeramente a lo largo de la fase G1. Sin
embargo, las células madres embriónicas, carecen aparentemente de una fase G1, y son
capaces de dividirse transitando por la fase S y M. Las evidencias han mostrado que el LIFes
una citoquina pleiotrópica, que controla varios fenómenos celulares que involucran
principalmente proliferación y diferenciación. Particularmente, las células madres embriónicas
murinas (ES), son capaces de proliferar indefinidamente ¡n vitroen un estado no diferenciado y
pluripotente en presencia de LIF (Smith,el al.. 1988;Williams,ct al.. 1933). Estas células pueden
contribuir al desarrollo completo del embrión si son reimplantadas en el blastocisto (Bradleyetal.
l984;Nicholsct aL.1990).La remoción de LIF, es suficiente para inducir la diferenciación de células
ES a células semejantes a endodermo, sin embargo, la diferenciación ¡n vitro via la formación
de cuerpos embrióides, permite la formación de un mayor espectro de tipos de tejidos
diferenciados, semejante a Ia gastrulación y la organogénesis temprana (Robertson,1937).A nivel
molecular, la remoción de LIF, y subsecuente diferenciación de células ES, lleva a la sintesis
de novo de ciclinas D, y se observa un incremento en la actividad de quinasa asociada con
CDK4 (Savalier.etal. l995).Nuestro objetivo fue determinar como actúa el LIF regulando la división
de células de fibroblasto de ratón Swiss 3T3, en particular que moléculas regulatorias positivas
de la fase G1del ciclo celular, son capaces de ser activadas.

Numerosos estudios en células en cultivohan demostrado que Ia progresión desde la fase Go
hasta la fase S, depende de la actividad de quinasas dependientes de ciclinas de la fase G1
(CDKs). Estas quinasas son las Cdk4 y Cdk6 capaces de formar complejos con las ciclinas D
(ciclina D1, D2, y Da) (Sherr,l993). Se considera a las ciclinas D como "sensores" del medio
extracelular (Sherr.1993),ya que a partir de un estímqu mitogéncio, se activa su expresión. Estas
ciclinas activan a Cdk4 y cdk6, llevando a la fosforilación de la proteina Rb (Resnitzkyclal. l994).

En base a nuestros resultados se sabe que el LIF es capaz de inducir síntesis de ADNen
células Swiss 3T3 mediante mecanismos de señalización independientes a PKC (tabla 1),
¡isoprenilación de proteínas (fig. 10), MEK1 (fig. 11A), p38MAPK(fig. 11B), teniendo en cuenta
que muchos de estos mecanismos de señalización son activadores de Ia expresión de ciclina
D1 (Sauaneel al. 2000;Lavoic.el al. l996;Gille,el al. 1999), la pregunta que surge es si el LIF es capaz de
inducir Ia expresión de ciclina D1 durante la fase G1. Decidimos además, comparar la expresión
de otras moléculas regulatorias positivas del ciclo celular, específicamente la expresión de
ciclina D2, ciclina DB,Cdk4 y Cde6.

Los niveles de Cdk4 y Cdk6 permanecieron constante tanto en células control como en
células estimuladas con LIF o PGFZG(fig. 13). Estos resultados se correlacionan con otros
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estudios en Swiss 3T3 utilizando distintos mitógenos (Mann,el al. l997).Sin embargo, los niveles
de cíclinas D en células estimuladas con PGFZavarían de acuerdo con cada ciclina, la ciclina
D1 y D2 aumentan con el agregado de PGqu, mientras que los niveles de ciclina D3
permanecen constante tanto en células controles como estimuladas con LIF o PGFZO,(fig. 13).
El hecho que la ciclina D3 no varía con el agregado de ambos mitógenos, se correlaciona con
resultados que demuestran que la expresión de ciclina D3 esta mediada en Swiss 3T3 por
mecanismos dependientes de PKA (Mannelal. ¡993).Sorprendentemente, el LIF no es capaz de
inducir la expresión de ninguna de las cíclinas D a Io largo de la fase G1 del ciclo celular (fig.

El hecho que el LIFsea mitogénico independiente de la expresión de ciclina D1, D2, D3 y que
los niveles de Cdk4 y Cdk6 permanecen constantes, implica que debe existir un mecanismo
alternativo de regulación del ciclo celular, una vez que las células son estimuladas por dicho
mitogeno. Esto implica que la transición desde Go/G1a la fase S estimulado por el LIF, está
mediada por un mecanismo distinto a Ia expresión de cíclinas D (a diferencia de Io que ocurre
con la mayoria de los mitógenos), ya sea porque existe una nueva ciclina D aún no
descubierta; porque existe un mecanismo mediante el cual el LIF sea capaz de inhibir la
expresión de inhibidores de quinasas dependientes de cíclinas (CDKI) que posibilita que los
niveles basales de ciclina D2 o D3 sean activos; o bien el LIFsea capaz de iniciar la sintesis de
ADN mediante un mecanismo nuevo y distinto a Io conocido (que no involucre a las ciclinas D
ni a los CDKI).

Si bien no ha sido descripto en la bibliografia ningún mecanismo nuevo de regulación del ciclo
celular, se conocen cíclinas que se expresan durante Ia fase G1 del ciclo celular, cuya función
no esta bien definida (ciclina F, G, I) (Richman.el al. l994; Kraus.et al. ¡994; Cenciarelli,et al. 1999;Greencr.el
al. 2000-.Liu.cl al 1998).Además en plantas se clonó recientemente una ciclina D4 (Dechldcr. ct al.
1999).

Un dato preliminar (dado que el número de experimentos es igual a dos) fue que cuando se
agrega de forma conjunta, en células Swiss 3T3 quiescentes, la Pelqu junto con el LIF a
tiempos tempranos (8 horas), se inhibe la expresión del ARNm y la proteína de ciclina D1,
comparado con Ia inducción de ciclina D1 estimulado por PGan a este tiempo. Una posible
explicación podria ser que el LIFsea capaz de inhibir Ia transcripción de ciclina D1 inducida por
la PGFZGa tiempos tempranos o bien que el LIFdesestabilice el ARNm de ciclina D1.
En Ia figura se presenta un esquema de los mecanismos de señalización estimulados por la
PGFZGy el LIFbasado en los resultados presentados en esta tesis.
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Esquema de los mecanismos de señalización estimulados por Ia PGF“ y el LIF,
basado en los resultados presentados en esta tesis.

4- Similitudes entre las distintas citoquinas de tipo lL-6:

El LIFpertenece a una familia de citoquinas de tipo |L-6. Debido a que Ia respuesta biológica de
cada citoquina de tipo |L-6 en particular (Bazan,|99|), puede ser redundante o específica de
acuerdo a: el tipo y estadío de diferenciación de cada célula; la homo u heterodimerización de
receptores (Grótzingcrcl al. l997; Kishimoto.el al. 1992,5mm.ct al. 1994), Ia activación de distintos tipos de
JAK y la translocación a núcleo de distintos STATs. Decidimos estudiar si otras citoquinas
pertenecientes a la misma familia, ejercen su efecto mitogénico mediante mecanismos
semejantes al del LIF.

Los resultados muestran que la OSM es capaz de incrementar el porcentaje de células que
entran en la fase S (fig. 14) y es capaz de ser potenciado por mecanismos dependientes de
PGE1 e lnsulina (fig. 15). Mientras que el CNTF y la IL-6, en Swiss 3T3, no tienen efecto
mitogénico (fig. 14). Probablemente estas células no contengan receptores específicos para
CNTF, ya que únicamente se han encontrado dichos receptores en neuronas (Davis.et al. 1993).
Por otro lado. si bien la IL-6no es un factor mitogénico, si se adiciona junto con PGE1, se capaz
de inducir síntesis de ADN,y ésta se ve potenciada con el agregado de insulina (fig. 16).
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Los resultados muestran que tanto Ia OSM como el LIFson capaces de inducir síntesis de ADN
en Swiss 3T3 y ambos mitógenos pueden sinergizar con mecanismos de señalización
estimulados por la PGE1 y la insulina de forma similar (fig 15). El LIF y la OSM adicionados
conjuntamente a concentraciones sub-saturantes tuvieron un efecto aditivo sobre la inducción
de la entrada en la fase S (fig. 17). Sin embargo, el agregado de LIF en combinación con OSM,
ambos a concentraciones que resultan saturantes cuando se agregan individualmente, no
indujo un mayor aumento en el porcentaje de células en fase S, que aquel estimulado por cada
citoquina (fig. 17). Además, la sinergia de cada una de estas dos citoquinas, con la PGqu
sobre la iniciaciónde sintesis de ADNse observó tanto a concentraciones subsaturantes como
saturantes (fig. 17). Estos resultados, junto con los resultados anteriores, sugieren que el LIFy
la OSM inducen la síntesis de ADN posiblemente a través de un mecanismo común de
señalización intracelular.

Los receptores de la familia de citoquinas, de tipo IL-6, están compuestos por diferentes
subunidades, pero todos contienen una subunidad señalizante llamada gp130 (Slahl.cl al. 1995:
Kishimoto.c1al. ¡994). Algunos miembros de esta familia de citoquinas (IL-6, IL-11) (Murakami,1993)
inducen la homodimerización de gp130, mientras que otros (LIF, OSM, CNTF) inducen la
heterodimerización de gp130 y el receptor de LIF de 190KDa (Gearingcl al. l992; Davis.cl al. i993).
Una posible explicación es que el LIF y la OSM comparten mecanismos de señalización en
células Swiss 3T3, dado que ambos inducen una heterodimerización entre gp130 y el receptor
de LIF, a diferencia de lo que ocurre con la lL-6.

Si bien son datos muy preliminares (dado que el número de experimentos es igual a uno), de
forma similar al LlF, ninguna de las citoquinas pertenecientes a la familia de lL-6, es decir, la
OSM, la IL-6, el CNTF, fue capaz de estimular la expresión de ciclina D1 en células Swiss 3T3.

Translocación de STAT1, STAT3y STATS,a núcleo:

Las proteinas STATs tienen una función dual, son transductores de señales y gctivadores de la
transcripción. El LIF y la OSM, en células Swiss 3T3, son capaces de gatillar la activación y
translocación a núcleo de STAT1 a tiempos semejantes, ésta translocación a núcleo de STAT1
no se observa en células estimuladas con la PGFZG(fig. 18). La IL-6. es capaz de inducir
translocación de STAT1 de forma marginal, este efecto no se ve modificado con el agregado de
PGE1 e insulina, a pesar que, bajo dichas condiciones, hay una inducción de la síntesis de
ADN (fig. 16; 18). Estos resultados reafirman la hipótesis que el LIF y la OSM son capaces de
inducirsintesis de ADNen Swiss 3T3 mediante mecanismos de señalización semejantes.

Se estudio la acción del LIF, la OMS y la IL-6 así como de la PGan sobre la translocación a
desde el citoplasma hacia el núcleo de las STAT3 y STAT5. Los resultados muestran que
ninguno de estos factores fue capaz de translocar ni la STAT3 ni la STAT5. aunque en dichos
experimentos se requiere de un control positivo para determinar la especificidad de los
anticuerpos empleados (fig. 19).
Es importante señalar gue estos resultados, provienen de experimentos
realizados con una línea celular originada de un cultivo primario de células
embrionarias de ratas Swiss, la línea celular utilizada representa probablemente
una variación del clon original, por lo tanto los resultados deberán ser extendidos
a otras variantes celulares de dicho clon. Por esta razón las conclusiones
derivadas de los mismosl no pueden ser generalizadas para otros tipos de células
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de mamíferos. Seria de Qarticular interés correlacionar estos resultados con
exgerimentos a realizar en otros tigos celulares, como otras líneas celulares
derivadas de fibroblastos.
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