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Resumen

La proliferacién celular en mamiferos, es un proceso de alta complejidad, regulado y
coordinado por mecanismos conservados entre especies. El control fisioldgico del inicio de la
proliferacion de células eucariotas, esta ejercido por factores humorales, producidos por las
mismas ceélulas, u otras, bajo ciertos requerimientos del organismo. La progresion entre las
distintas fases del ciclo celular, esta 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 senales extracelulares, que controlan la proliferacion 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 sefalizacién en la membrana y en
el citoplasma de esa célula. Estos eventos tempranos, actuan sobre la maquinaria del ciclo
celular, que conducen finalmente a la divisién celular. La expresion de proteinas que regulan el
ciclo celular, es en parte inducida por mecanismos de sefalizacion estimulados por mitégenos.

La progresion desde la fase G, 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 G;. Se considera
a las ciclinas D como "sensores" del medio extracelular, ya que a partir de un estimulo
mitogénico, se induce su expresion. Los complejos activados ciclina D-Cdk4 y ciclina D-cdk6,
catalizan la fosforilacion de la proteina Rb.
La PGF,, es capaz de inducir sintesis de ADN, mediante multiples mecanismos de
senalizacion en células Swiss 3T3, en ausencia de otros factores. La PGF,, induce la expresion
de ciclina D1 mediante mecanismos de sefalizacion dependientes de PKC. Dado que el
GF109203X, un inhibidor especifico de PKC, disminuye parcialmente la expresion de dicha
proteina estimulada por PGF,,. Bajo las mismas condiciones, el OAG es incapaz de inducir la
expresion de ciclina D1. La PGF,, es capaz de mediar la expresién de ciclina D1, ademas,
aparentemente por mecanismos de sefalizacion dependientes de PTK, mientras que
mecanismos de sefalizacion dependientes de calcio, regulan otros eventos aun no
determinados. El TGFB1, que no es mitogénico en estas células, potenica el efecto mitogénico
de la PGF,,, Este factor no es capaz de inducir expresién de ciclina D1, sin embargo, el TGFB1
es capaz de aumentar los niveles de ciclina D1 inducidos por el OAG o la PGFy
aparentemente, mediante la estabilizacion del ARNm de ciclina D1.

El factor inhibitorio de leucemia (LIF), pertenece a una familia de citoquinas con un gran nimero
de funciones, entre ellas promover la multiplicaciéon de una gran cantidad de células (células
pluripotenciales embridnicas, proliferacion de mioblastos, macréfagos etc.), asi como estar
involucrado en eventos de diferenciacién (monocitos, neuronas, etc.).

En células Swiss 3T3, el LIF estimula la sintesis de ADN en 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 proteina quinasa A (PKA) como el H-
89 o el PKI, que difieren en sus mecanismos de accidn, no alteran la respuesta del LIF.

La lovastatina (LOV), un inhibidor de la hidroximetil COA reductasa, previene la sintesis de acido
mevaldnico, inhibiendo la isoprenilacion de proteinas, entre ellas la proteina p21™, El agregado
de LOV, no bloguea la induccién mitogénica del LIF, pero es capaz de inhibir la sintesis de ADN
estimulado por la PGF,,. Ademas, la LOV inhibe la sinergia entre la PGF,, y el LIF.

Inhibidores de la cascada de MAPK (PD 098059 y SB 203580) no bloquean la induccién de la
mitogénesis estimulada por el LIF. Sin embargo, ambos inhibidores son capaces de bloquear la
sintesis de ADN estimulada por PGF .

El LIF es capaz de inducir sintesis de ADN mediante mecanismos de sefalizacion
independientes de PKC, utilizando como inhibidor especifico al GF 109203X. Sin embargo, la
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PGF,, requiere de mecanismos de sefalizacion dependientes de PKC para su efecto
mitogénico. Ademas, el GF 109203X, no inhibe la sinergia entre la PGF,, y el LIF.

La STAT1 (transductor de senal y activador de la transcripcion 1) es translocada a nucleo
mediante la estimulacién de células por el LIF.

Podemos concluir que el efecto mitogénico del LIF utiliza mecanismos de sefalizacion
alternativos a la PKC, PKA, MEK, p38MA K y proteinas isopreniladas. Ademas, mecanismos de
sefnalizacién dependientes de PKC, PKA, y probablemente PTK, son capaces de
complementarse de forma sinérgica, con mecanismos de sefalizacion estimulados por el LIF.

La PGF,, estimula la expresidon de ciclina D1, mediante mecanismos de senalizacion
dependientes de PKC y PTK, ademas dicho mitégeno, estimula la expresion de la proteina
ciclina D2. Sorprendentemente, el LIF no es capaz de estimular la expresion de ciclina D1, ni
de ciclina D2. Los niveles de ciclina D3, Cdk4 y Cdk6 permanecen constantes en células
tratadas por LIF, PGF,, 0 no tratadas. Estos resultados indican que el LIF induce sintesis de
ADN, de forma independiente a la expresion de ciclina D1, D2 y D3. A diferencia de la mayoria
de los mitégenos, como la PGF,,, que son capaces de inducir la expresion de una o varias
ciclinas D.

Por ultimo, el LIF y la OSM (otra citoquina perteneciente a la misma familia), inducen sintesis
de ADN, posiblemente a través de mecanismos de sefalizacion semejantes, dado que: ambas
citoquinas son capaces de translocar STAT1 hacia el nucleo; 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 PGF,, sobre la iniciacion de la sintesis de ADN, se observd
tanto a concentraciones subsaturantes como saturantes. Ademas, el LIF y la OSM adicionados
conjuntamente a concentraciones subsaturantes, tuvieron un efecto aditivo sobre la induccion
de la entrada en la fase S, mientras que, el agregado del LIF en combinacion 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 PGF,, ocurriria a
través de la expresion de ciclina D1, mediada por mecanismos dependientes de DAG/PKC y
quinasas de tirosinas, mientras que mecanismos dependientes de calcio, estarian involucrados
en otro/s proceso/s, aun no determinados. Por ultimo, el LIF induce sintesis de ADN de forma
independiente de mecanismos de sefializacién tales como la PKC, PKA, MEK, p38“¢ y
proteinas isopreniladas, e independiente de un aumento en la expresion de ciclinas Ds, CDK4 y
CDK®.
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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 it 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 Gy to S phase, depends on the activity of cyclin-dependent kinases (CDKs).
These kinases are CDK4 and CDK®6, and they are activated when they form complexes with
cyclins D (D1, D2 and D3), induced in the G, 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-CDK®6 catalyse the phosphorilation of the Rb protein.

In Swiss 3T3 cells, PGF,, 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 PGF,, triggers cyclin D1 mRNA/protein expression prior to
cellular entry into the S phase, but fails to raise CDK4 or cyclin D3 levels, while 1-oleoyl-2-
acetyllglycerol (OAG), a protein kinase C (PKC) and tyrosine kinase (TK) activator, induces only
cyclin D1 expression with no mitogenic response. In contrast, in PKC-depleted or -inhibited cells,
PGF.,, but not OAG, increases cyclin D1 expression with no mitogenic response. Finally, OAG,
in the presence of orthovanadate (Na;VO,) or TGFB1, induces DNA synthesis. Thus, it appears
that PGF,, triggers cyclin D1 expression via two independent signalling events that complement
with TGFB1-triggered events to induce DNA synthesis. TGFB1 cannot trigger cyclin D1
expression, but, stabilise cyclin D1 mRNA, after PGF,.-triggered its expression.

Leukaemia inhibitory factor (LIF) was originally described on the basis of its ability to stimulate
the differentiation of murine M1 leukemic cells into granulocytes and macrophages. In Swiss 3T3
cells, both LIF and prostaglandin F,, (PGF.,) trigger initiation of DNA synthesis and cell
proliferation. LIF appears to exert its action through signals and processes markedly different
from those elicited by PGF,,. 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 lovastatin, known to block mevalonic acid synthesis and
protein isoprenylation, totally impairs PGF,, mitogenic action. None of these treatments inhibited
LIF-induced DNA replication. Agents capable of rising intracellular cAMP, enhanced both LIF
and PGF,, 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 PGF,,-mitogenic response
but does not block LIF-induced initiation of DNA synthesis. Immunofluorescence studies
revealed that LIF and PGF,, responses exhibit marked differences in STAT cytoplasmic-nuclear
translocation. After 15 to 30 min, LIF causes STAT1 but not STAT3 or STATS translocation. In
contrast, PGF,, 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, p38*"¥, 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 PGF,,, after 7-9 h, caused an increase in cyclin D1 protein levels, and a later
increase in cyclin D2 levels. In contrast, LIF failed to increase either cyclin D1, D2, D3, CDK4 or
CDKG® protein levels.

Finally, oncostatin M (OSM), a cytokine closely related to LIF, exerts its 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 separately or in combination, enhances the effect of either LIF or OSM; PGF,,
enhances the effect of LIF or OSM on DNA synthesis, both at subsaturant or saturant
concentration. Moreover, LIF and OSM added together at subsaturating concentrations had an
additive effect on DNA synthesis. LIF and 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 PGF ,,-stimulated mitogenesis would occur through cyclin
D1 expression, mediated by DAG/PKC and TK dependent mechanisms, while calcium
dependent mechanisms would be involved in other processes. Finally, the LIF stimulated
mitogenesis is not depend on signalling mechanisms such as those that act through PKC, PKA,
MEK, p38™*PX and isoprenilated proteins, and also independently of the expression of cyclins D,
CDK4 and CDKe.
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INTRODUCCION

La proliferacion celular en mamiferos es un proceso de alta complejidad, regulado y
coordinado por mecanismos conservados entre especies. Identificar los eventos basicos
subyacentes y su regulacion no solo es de vital importancia para comprender los mecanismos
de reproduccién de los organismos, sino también para poder ahondar en el conocimiento de
procesos fisioldgicos tales como la regeneraciéon de drganos, la cicatrizacion de tejidos y la
inmunidad celular, entre otros. Comprender los mecanismos que controlan la division celular es

de gran importancia para estudiar procesos patologicos como el cancer.

En términos generales el ciclo celular puede describirse como una sucesién de fases
denominadas G,, S, G, y M (sher. ct al. 1996). La fase G, se caracteriza por una intensa actividad

bioquimica, en la que el tamano de la célula se duplica, al igual que sus estructuras
citoplasmaticas; es decir, es una etapa de crecimiento (Heichman ct. al. 1994; Hunter, T 1994; Hall,, 1996).
Posteriormente, en la fase S, se lleva a cabo la duplicacion del material genético nuclear y la
sintesis de proteinas involucradas en dicho proceso (Donachei, 1968). Culminada esta etapa, la
célula entra en la fase G,, en la cual se ensamblan las estructuras necesarias para producir la

separacion de los cromosomas que ocurre durante la fase M (Sachsenmaier, 1972; Kauffman 1975). En
este ultimo periodo los cromosomas, que ya se han duplicado, se condensan, y posteriormente
se separan, esto permite la formacion de dos nucleos 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 1)

Inicicacion de la

miésis '

G
<« Punto do rostriccion

Iniciacion de |a sintesis de DNA
Finalhzacion de Ia
sintesis de DNA

Figura 1: Esquema del ciclo celular Abreviaturas: G : fase gap 1; S fase de
sintesis de DNA; G ' fase gap 2; M: mitdsis, G , fase de qulescencia
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La fase M ocupa sdélo una pequena parte del ciclo celular. En cambio, la interfase, que
comprende las fases Gy, S y G, abarca normalmente el 90% o mas del tiempo total del ciclo
celular.

El control fisiolégico del inicio de la proliferacién de células eucariotas, es externo y esta
ejercido por factores humorales producidos por células, cercanas o distantes, bajo ciertos
requerimientos del organismo. La mayoria de las células de un organismo muiticelular se
encuentra en un estadio no proliferativo o de quiescencia, llamado Gg (Pardee, 1989; Sherr, 1994). Sin
embargo, los factores externos (usualmente llamados mitégenos, factores de crecimiento o
citoquinas) inducen cambios en la maquinaria intracelular para pasar de la quiescencia (estadio
Go) a la fase G;. Por lo tanto, a partir de estimulos extracelulares, una célula que se encuentra
en un estadio de Gy, es capaz de inducir multiples mecanismos de transduccién de senales,
que convierten las senales extracelulares en mensajes intracelulares, que resultan en la
transcripcion de genes criticos, conocidos como genes del ciclo celular (cdc) (Planas-silva, et al.
1997). En cambio, las células tumorales son relativamente independientes de los factores

extracelulares y su ciclo es mas corto debido fundamentalmente a la reduccion de la fase G;.

La decisiéon de iniciar una nueva fase del ciclo celular se encuentra regulada por distintos
puntos especificos de control (Harwwell, et al. 1994). Dichos puntos de control son los siguientes: la
determinacién de iniciar la Replicacion del ADN, una vez que ha recibido estimulos
extracelulares, la iniciacion de la sintesis de ADN vy la iniciacion de la mitosis (Planas-Silva, et al.
1997). Ademas de los puntos de control, existen los llamados puntos de chequeos (Nasmyth. ct al.
1993), donde la célula es capaz de responder a las condiciones adversas, deteniendo el ciclo
celular en determinados estadios. El arresto del ciclo celular esta mediado por sefnales
especificas. Por ejemplo, dafno del ADN, falta de oxigeno (hipoxia), activacion de ciertos
oncogenes, o infeccidn por ciertos virus. Las células detienen su ciclo celular, de tal forma que,
o bien el dano es reparado y continia el ciclo, o la célula sufre apoptosis. Esto previene
fundamentalmente que alteraciones en el ADN sean replicadas, y los dafios en el ADN sean

propagados a las células hijas.

Para estudiar a los mecanismos que controlan la division celular en un organismo superior, se
utilizan actualmente cultivos de distintos tipos celulares que crecen en un entorno definido. Esta
metodologia ha permitido dilucidar nuevos procesos regulatorios que los mencionados

anteriormente. Desde luego, estos sistemas son una aproximacion a lo que ocurre in vivo
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debido a la disrupcion 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 proliferacion de acuerdo a las
senales que reciben de otras células (Dulbecco.. et al 1973; Holly, et al.. 1975; Prescott, et al.. 1987). En esta
red de senales intercelulares se basa el establecimiento y mantenimiento de la arquitectura
normal de los tejidos. Para ello, los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos de
comunicacion celular altamente eficientes para integrar y coordinar tanto funciones especificas
celulares como la proliferacion de cada tipo celular en particular. Esta comunicacion 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 pequenos, aminoacidos, nucledtidos, esteroides, derivados de acidos
grasos, e inclusive gases disueltos tales como oxido nitrico y monéxido de carbono. La mayoria
de estos mediadores intercelulares pueden ser secretados a partir de una célula mediante la
exocitosis o0 la difusion a través de la membrana plasmatica, o bien son retenidas en la
superficie de la célula, influenciando unicamente a células adyacentes. Por lo tanto, los
mediadores intercelulares que son secretados por las células, pueden actuar a distancia (senal
endocrina) o como mediadores locales, afectando unicamente células préximas a la célula que
lo produjo (sefal paracrina, senales yuxtacrinas) o bien actuan sobre la propia célula que le dio
origen (sefal autdcrina).

Los mediadores intercelulares son liberados por ciertas células y se unen a receptores
especificos ubicados en la célula blanco. Existe una unidon 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 senales intracelulares que altera el comportamiento de la célula blanco.
En algunos casos, sin embargo, el receptor se encuentra dentro de la célula blanco y el
mediador intercelular debe entrar a la célula para activarlo. Para ello, estas moléculas
senalizantes deben ser suficientemente pequefas e hidrofébicas para difundir a través de la
membrana plasmatica.

Cualquier célula de un organismo muilticelular esta expuesta a un gran nimero de mediadores
intercelulares. La célula debe responder a los distintos mediadores intercelulares

selectivamente, de acuerdo a sus caracteristicas especificas, en particular, de acuerdo a los
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receptores que dicha célula contenga y a los mecanismos de senalizacion activados
posteriormente. Entonces, una célula puede ser programada a responder a un grupo de sefales
extracelulares que posibilita que dicha célula prolifere, se diferencie o cumpla otras funciones

especificas (Blagosklonny, 1999).

Citoquinas:

Como hemos mencionado, dentro de los mediadores intercelulares se encuentran las
citoquinas. Estas cumplen una funcién importante en la comunicaciéon entre células. Como
mediadores intercelulares actian en concentraciones de nano o picomolar. Las citoquinas se
definen como proteinas reguladoras que controlan la sobrevida, el crecimiento, la diferenciacion
y ciertas funciones efectoras de las células de un tejido (Heinrich, P.C. ct al. 1998).

Las citoquinas tienen un papel fundamental en la respuesta inmune, particularmente durante
las infecciones, inflamaciones, enfermedades en rindn, vaso, e intestino, o en enfermedades
autoinmunes neurolégicas y endocrinas.

A diferencia de las hormonas, las citoquinas no son almacenadas como precursores en
glandulas, sino que rapidamente se sintetizan y se secretan por diferentes células, luego de ser
estimuladas.

La mayoria de las citoquinas son dificiles de detectar en suero ya que sus células productoras
se localizan frecuentemente adyacentes a la célula blanco y en general se liberan pequenas
cantidades de citoquinas. Las citoquinas actuan sobre muchos tipos de células blancos
(pleiotropismo) y frecuentemente afectan la acciéon de otras citoquinas en forma aditiva,
sinérgica o antagénica. Ademas de tener un efecto pleiotrépico, las citoquinas tiene acciones
frecuentemente redundantes (una respuesta bioldgica similar puede estar dado por grupos
diferentes de citoquinas). Las citoquinas ejercen su accion a través de un receptor especifico en
la célula blanco (Heinrich. ct al., 1998).

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 bioldgica, de acuerdo al tipo de receptor utilizado o en base
a su estructura tridimensional. Dentro de las clasificaciones por estructura, Bazan (Bazan, 1991)
propuso clasificar a una familia de citoquinas en base a su estructura de cuatro a-helices en
haz. Posteriormente se subclasifico en cadena corta y cadena larga de citoquinas con cuatro a-
helices en haz. Esta ultima subfamilia comprende a la interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 11
(IL-11), factor inhibitorio de leucemia (LIF), oncostatina M (OSM), factor neutrdfico 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 (IL-10),
Interferon (IFN)a/B, y leptina.

Dentro de ésta subfamilia, las IL-6, LIF, IL11, OSM. CNTF y CT-1 utilizan una proteina
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 transduccion de la senal,
una vez que la citoquina se une a su receptor especifico, estas citoquinas desencadenan
respuestas fisioldgicas similares y superpuestas. A este grupo de citoquinas se las llama

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

El mecanismo de sefalizacidon conocido de la familia de citoquinas de tipo IL-6, se inicia a
partir de la unidon de cada citoquina a su receptor especifico, provocando una
heterodimerizacion 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-6R) permitiendo la
homodimerizacién de dos proteinas gp130 (Murakami, et al. 1993). En cambio, los receptores del LIF
(LIFR) (Gearing. et al, 1992), el CNTF (CNTFR) (Davis, et al, 1993), y la CT-1, forman heterodimeros
entre la gp130 y el LIFR, necesarios para la sefalizacion posterior. En el caso de OSM, existe
una heterodimerizacion de gp130-LIFR (Gearing. ¢t al, 1992). Sin embargo, en algunos
experimentos realizados en ratones, se observé que la respuesta fisioldgica se genera a partir
de un heterodimero formado por una gp130 y OSMR. No esta claro si la IL-11 induce la
formacion de un homodimero de gp130 (Yin, et al.. 1993), 0 recluta un receptor especifico aun no

identificado (Neddermann ct al., 1996).(figura 2)
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Figura 2: Complejo de receptores de citoquinas de tipo IL-6.

La via de traduccion de senales, una vez activado el receptor de estas citoquinas, esta
constituido por quinasas de tirosinas, llamadas Janus quinasas (JAKs) y por proteinas llamadas
transductores de sefales y activadores de transcripcion (STATS) (Litticken, ct al., 1994, Stahl, ct al.
1994, Damnell..ct al 1994). Uno 0 mas miembros de JAKs se asocia con un receptor transmembranal.
Esto lleva a la activacion de JAK y posterior fosforilacion en tirosina de uno o mas miembros de

STATSs (Pellegrini, ct al. 1997)
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Las citoquinas de tipo IL-6 regulan una variedad de procesos celulares complejos, muchas de
las respuestas bioldgicas estan enumeradas en la tabla 1. Se observa que la mayoria de la
informacion proviene de experimentos in vitro. Es dificil determinar si los efectos observados in
vitro se correlacionan con aquellos in vivo. Los posibles roles de las citoquinas de tipo IL-6 in
vivo se observaron a partir de estudios con animales transgénicos y knokout. Si bien estos
estudios han confirmado algunas de las observaciones in vitro, han permitido demostrar por

otro lado funciones nuevas e inesperadas (Heinrich, ct al. 1998) (tabla 2).

Tabla 1: Propiedades fisiologicas de las citoquinas humanas pertenecientes a la familia IL-6

L6 LIF CNTF OSM
i Stbo de sintesss. Drversos leidos mcuyendo  Dwversos ncluyendo Stslema nerviso. Tesliculo y sangre.
: hueso, cartitago, sangre, corazon, higado, endometiio
peel, pulmdn, y SNC. SNC, pdudana, non, pulmon,
timo, e intestino
Respuesta Dderenciacidny prodferacn  Hemalopoyess Efedlo anti-apoptotico de Inhibicidn de La deren-
de cdlas Ty B. Implaniacidn de blasiocios newronas njuriadas. ciacdén de ES
Proberacdn de célutas mesan- Faclor de diferenciacidn de Promueve el fenclipo Sobrevida de células de
guales y queratinoalos. céhdas pltutanas corticotrdficas  coknergico de neuronas serloh y gonocios.
Desarmoliy de osteoclastos Inhibicion de L déerenclacidn.  Simpatéticas. Induccion de ciloquinas
Esbmula la producosén de cAlubs ES. Down-fequiacidn de otoqunas (IL-6, LIF, elc)
de ACTH. Prolferacion de mioblasios pro-infomatorias (IL-1,IL8)  Up-regulacion de
Fiabre Cambio de funcion de newronas moldculas de adhesion
SMpalAlicas a CoRNéIgIcas.. de células endoleliares.
Factor de sobrevida neuronal

Abreviaturas: ACTH: hormona adrenocorticotrofina; SCN: sistema nervioso central; ES: células troncales embridnicas.
Fuente: llcinnch, 1998.

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

Citoquinas t.gk.o Eleclos

IL-6 K.0 Embriogénesis y desarrollo normal.
Disiupddn en el melabolismo de hueso.
Defeclo en regeneracién de higado luego de una hepaleclomia parcial.
CNTF Ly Prevencion de degeneraclon de moloneuronas.
Pérdida del peso corporal.
Proteccion de apoplosis neuronal durante et desarrollo eimbrionario.
k.0 Pérdida de moloneuronas en ratones adullos y subsecuenle alréfia muscutar.
LIF K.0 Infertilidad de hambras, debido a defectos en la implantacion det embridn.
Tamano corporal reducido.
P¢rdida parcial de slem-cell.
Respuesta roducida de celulas T limicas.
Habilidad reducida de neuronas simpatéticas injuriadas a la sobrevida
Sobreexprasion en células ES, liava a la no diferenciaclon de quiméras
embridnicas.
OSM La sobreexpresion en peuronas y queralinocitos, os letal,
Anonmalidades en el crecimielno de hueso y espenmalogénesis.
La sobreexpresion en células de pancreas, lleva a fibrosis.
La sobraeexpresion en limocitos, rasulta en anormalidadas en el desarrollo
de (cjido linfoideo.

Abreviaturas: IL-6. interleuquina 8; CNTF. factor réfico ciliar; LIF. factor inhibitorio de leucemia; OSM: Oncostatina M.
t.g: ratones transgénicos; k.o - raténes knock-out ES' células troncales embridnicas.
Fuente: Heinrich, 1998



Factor inhibitorio de leucemia (LIF):

El LIF es una proteina de 180 aminoacidos, momomeérica, y altamente glicosilada (Gearing..ct al.
1987). Es conocido por la variedad de nombres alternativos que recibe (tabla 3), debido a que
ejerce diversos efectos sobre células hematopoyéticas, células troncales embridnicas, células
germinales primitivas, hepatocitos, neuronas, adipocitos, mioblastos y osteoblastos (Hilion, 1992).
El LIF controla varias funciones celulares vitales como mantener en estado indiferenciado y
pluripotente a células troncales embridnicas (“stem cells”) y prevenir la entrada de estas células
en apoptosis (Pcase ct al. 1990: Metcalf, 1992). Por otro lado, este factor cumple un papel crucial en
regular el desarrollo del embrion ya que, permite una adecuada implantacion en el utero (Stewan,
ct al. 1992). El LIF y sus receptores son producidos a partir de una gran variedad de células,
incluyendo células inmunocompetentes (monocitos, macrofagos), fibroblastos, células
endoteliares, células epiteliales timicas y células tumorales humanas y de roedores (Gascan et al,

1990, Kurzrock et al 1991, Metcalf, 1991).
Tabla 3: Nobres alternativos del LIF

} NOMBRES ALTERNATIVOS DE LIF ABREVIACION :
i

i FACTOR INDUCTOR DE DIFERENCIACION DIF

| ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA DIFERENCIACION D-FACTOR

l FACTOR RETARDADOR DE LA DIFERENCIACION DRF

;‘ FACTOR DIFERENCIANTE DE NEURONAS COLINERGICAS CNDF

| CELULAS Da PARA INTERLEUQUINA HUMANA HILDA

‘ FACTOR Nl ESTIMULANTE DE HEPATOCITOS HSF-Ill

! INHIBIDOR DERIVADO DE LIPOPROTEINA LIPASA DE MELANOCITOS MLPLI

El efecto biolégico 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 inyeccion 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 subcutanea y abdominal (resultando en un 30% de pérdida de
peso a los 3 dias); se observan elevados niveles de calcio en suero, y algunos de estos ratones
presentan calcificaciones en musculo, corazén e higado. Se detectan sintomas de una
respuesta de fase aguda, con una disminucién en la concentraciéon de albumina sérica y un
aumentado en la tasa de sedimentacion de eritrocitos. En ratones, y también en primates, con
niveles aumentados de LIF circulante, existe un incremento en el numero de plaquetas y en los

megacariocitos; las células progenitoras de megacariocitos se ven considerablemente
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aumentadas en el baso (Meicalf ct al. 1989).

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 histologicamente
normales (Escary. et al. 1993). El efecto mas profundo, sin embargo, que ocasiona la delecién del
gen funcional LIF, es la implantacion de los embriones en el utero. Los embriones,
independientemente de su capacidad para producir el LIF, no pueden implantarse en el utero
de ratones hembras que no produzcan esta citoquina. Se puede corregir este efecto,

inyectando en el utero LIF purificado en el momento de la implantacion (Stewart, et al. 1992).

Prostaglandinas:

Las prostaglandinas (PGs) son compuestos ciclicos, derivados de ciertos acidos grasos no
saturados de 20 atomos de carbono. La biosintesis de las prostaglandinas, se produce a partir
de los acidos grasos esenciales. En una de las rutas tipicas, el acido graso esencial linoleico se
convierte primeramente en acido araquidénico, de 20 atomos de carbonos. La ciclacion de este
acido graso insaturado lleva a la formacion de distintas prostaglandinas (Hokin et al. 1985; Berridge et
al. 1990; Parker, et al. 1987). Las prostaglandinas se designan de acuerdo con los substituyentes
presentes en el nimero de dobles enlaces adicionales en la cadena lateral, que poseen la
configuracion cis. Las prostaglandinas mejor conocidas son las E1, Fy,, F24, que se designan
abreviadamente como PGE1, PGF,, y PGF,, respectivamente. Las prostaglandinas difieren
entre si respecto a su actividad biolégica, aunque todas muestran por lo menos alguna actividad
depresora de la presion sanguinea, e inductora de la contraccion de los musculos lisos.

Las prostaglandinas se las considera hormonas locales ya que ejercen sus efecto y se
inactivan en los tejidos y 6rganos donde son sintetizadas.

En el sistema reproductor femenino se encuentran prostaglandinas en ovario, miometrio y en
el liquido menstrual en concentraciones que varian con el ciclo ovulatorio. Las prostanglandinas
producen contracciones en el ttero. E! aumento de la sintesis de PGF,, es un requisito previo
para la iniciacion del parto, ya que inicia y mantiene las contracciones uterinas, mientras que la
oxitocina es una hormona importante sélo en el segundo estadio, cuando el feto distiende el
cuello y la vagina. Las prostaglandinas son indispensables para la ovulacion porque estimulan
el tono muscular a nivel de la pared folicular, facilitando la expulsién del évulo.

Las prostaglandinas estarian involucradas en el control de la respuesta inmunoldgica,
asignandose para alguna de ellas un papel inmunosupresor. Intervienen también en la génesis
del proceso inflamatorio. La administracion local de PGE2 produce vasodilatacion (sintomas

como calor, dolor y edema). Sin embargo, en la fase cronica, actuarian inhibiendo la inflamacion
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mediante supresion de la liberacidn de linfoquinas por los linfocitos T.

En particular, la PGF,, media varios procesos fisiologicos incluyendo inflamacion, contraccion
y relajacion de musculo liso y agregacion plaquetaria. La prostaglandina F,, (PGFy,) esta
implicada en las funciones reproductivas: ovulacion, lutedlisis, y el parto. La accion de PGFy,
esta mediada por el receptor PGF,, (FP) de tipo rodopsina, acoplado a una proteina G (Sugimoto
ctal. 1994). Ratones knockout de FP se desarrollan normalmente pero fueron incapaces de gestar
fetos a término. Estos junto con otros resultados, indican que el parto se inicia cuando la PGF4,
interactua con el receptor FP en células luteales ovaricas de ratones prefiados para inducir la

lutedlisis.

Factor de transformacion y crecimiento beta 1 (TGFB1)

El factor de transformacion y crecimiento beta 1 (TGF-B1) y los polipéptidos relacionados con
él (la activina, la inhibina, las proteinas relacionadas al péptido decapentaplégico Vg, la
sustancia inhibidora Miilleriana, la proteina morfogénica de hueso, los factores de crecimiento y
diferenciacion y el factor neurotréfico derivado de glia), integran una familia de factores con
gran influencia sobre el crecimiento, la diferenciacion, la motilidad, la organizacion y la muerte
celular. Algunos de ellos participan en el armado de la estructura basica del cuerpo durante la
etapa temprana de la embriogénesis en mamiferos, ranas y moscas. Otros controlan la
formacion de cartilagos, huesos y organos sexuales; suprimen el crecimiento de las células
epiteliales; promueven la reparacion de heridas; o regulan importantes funciones inmunoldgicas
o endocrinas (Leucrio. et al. 1998). El TGF-B, fue denominado asi, por su capacidad de inducir un
fenotipo transformado de células en cultivo (Roberts ct al.. 1980), posteriormente se encontrd
asociado a la supresion del crecimiento de células tumorales (Massague, 1990). En muchas células,
el TGF-B induce la estimulacion de la proliferacion celular, mientras que en otras, es un potente
inhibidor del crecimiento, ya que detiene el ciclo celular en la fase G,. En algunas lineas
celulares, despliega ambas respuestas bioldgicas alternativamente. Las circunstancias que
permiten una u otra respuesta dependen de las condiciones de cultivo, de las condiciones de
crecimiento de las células (si estdan o no confluentes), de la presencia de otras moléculas
reguladoras de la proliferaciéon celular, dependiendo ademas de la secuencia en la que son

adicionadas

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

especificos situados en la superficie celular. Hasta ahora han sido identificados cuatro tipos,
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denominados |, Il, Il y endoglina, de los cuales solo dos (I y Il) median la sefalizacion del TGF-
B1 (Auisano, ct al. 1993, Franzén, et al. 1993). Las diferencias entre los distintos tipos de receptores esta
dada por el dominio de unién al TGF-B1 y en la afinidad por el mismo. Los receptores | y Il,
estarian involucrados en la traduccion de las sefales, mientras que el receptor Il y la endoglina,
funcionarian como aceptores de membrana y matriz extracelular que preservarian al péptido de
la degradacion y regularia el acceso del TGF-B1 a los otros dos receptores (Ruoslahti, 1989: Lopez-
Casillas et al., 1993). Los receptores | y Il presentan en su region citoplasmatica dominios de
quinasas en treonina o serina responsables de desencadenar los efectos intracelulares. El
receptor Il es una quinasa constitutiva que, luego de la union del TGF(, se asocia con el
receptor |, el cual es fosforilado y activado (Massague, 1992; Wrana et al., 1992; Wrana, et al. 1994; Cércamo et

al., 1994).

El unico mecanismo de sefnalizacion conocido del TGF-B ha sido identificado recientemente.
Esta formado por una familia de proteinas denominadas Smad. Se han clonado siete genes de
Smad (Derynck et al.. 1996). De ellos, Smad2 y Smad3 median la accidon del TGF-B, la Smad4 seria
un componente general en la translocacion de las Smad hacia el nucleo, donde potencialmente
pueden regular la transcripcion de genes blanco (Derynck ct al., 1998). Las Smad6 y Smad7 actuan
como reguladores negativos de la transduccion de la senal y podrian estar involucrados en la
terminacion de los efectos intracelulares desencadenados por la unidon del TGF-B a su receptor
(Imamura. ct al. 1997).

El mecanismo propuesto para la traduccion de senal a partir del TGF-8 unido a su receptor es
el siguiente: el receptor de tipo | fosforila a las Smad2 o Smad3. Al ser estas fosforiladas,
forman un homotrimero que es capaz de unirse a Smad4, evento que permite la entrada del
complejo al nucleo donde puede modular la transcripcion de genes especificos (Pick. et al. 1999).

RECEPTORES Y MECANISMOS DE SENALIZACION

Los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos altamente eficientes de
comunicacién entre células, necesarios para integrar y coordinar la proliferacion de cada célula
individual. Para que exista una comunicacion entre células, se requiere tanto mediadores
intercelulares, como un grupo complementario de proteinas receptoras en cada célula, que
permita la unidon de éstos mediadores intercelulares, asi como una respuesta de forma
caracteristica y programada. Algunos mediadores intercelulares son hidrofébicos (esteroides,

hormonas tiroides y retinoides), esto permite que atraviesen la membrana plasmatica por
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difusion, activando proteinas receptoras intracelulares, que a su vez regulan directamente la
transcripcion de genes especificos (Arai et al.. 1990). También, algunos gases disueltos (como por
ejemplo el 6xido nitrico, el monéxido de carbono) actian como mediadores locales, difundiendo
a través de la membrana plasmatica de la célula blanco y activando a una enzima intracelular
(Schmidt ¢t al., 1994; Bredt ct al., 1994). Pero la mayoria de las mediadores intercelulares son
hidrofilicos, por lo tanto, son capaces de activar proteinas receptoras unicamente en la
superficie de la célula blanco. A partir de la unidon de estos receptores con mediadores
intercelulares hidrofilicos, se genera una cascada de transduccion de senales, convirtiendo esta
unién extracelular, en un conjunto de sefiales intracelulares que altera el comportamiento de la
célula blanco.

El sistema de transduccion de senales dentro de las células eucariotas consiste en una red de
proteinas que transforman estimulos extracelulares, en respuestas celulares apropiadas. Las
moléculas que forman esta red estan en un camino de senalizacion bioquimico ordenado, en el
cual, la propagacién de la sefal ocurre a través de interacciones secuenciales de proteinas
entre si e interacciones entre pequefas moléculas y proteinas. Las moléculas senalizantes de
esta red se ensamblan para ejecutar un programa de senalizacién en forma ordenada, tanto en

el tiempo como en el espacio (Zuker et al., 1999).

Tipos de receptores:

Existen dos familias (excluyendo la familia perteneciente a receptores unidos a canales
idnicos) de receptores en la superficie de la célula, cada uno de los cuales, transduce la sedal
extracelular de diferente manera. E! primer grupo lo constituyen receptores unidos a una
proteina G (proteina trimérica que une GTP), estos receptores indirectamente, activan o
inactivan enzimas unidas a la membrana plasmatica. E! segundo grupo, son receptores unidos
a una enzima, el receptor puede tener una actividad enzimatica per se o bien el receptor se
asocia a una enzima. Dependiendo del tipo de actividad enzimatica 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 proteina quinasa de tirosina (TK) (Van der Geer ct al., 1994), Receptores que activan TK
intracelular, Receptores con actividad tirosina fosfatasas, Receptores que activan proteina

quinasa de serina/treonina, y Receptores con actividad guanilil ciclasa.

1 Senalizacion mediada por receptores en la superficie celular asociados a proteina 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 plasmatica.

A pesar que los receptores acoplados a una proteina G, responden a una amplia variedad de
estimulos extracelulares (factores de crecimiento, polipeptidos vasoactivos, neurotransmisores,
hormonas, fosfolipidos, fotones, odorantes, etc...), todos tienen dos caracteristicas en comun:
una caracteristica estructural que consiste en que el receptor tiene siete segmentos
transmembranales hidrofobicos y una caracteristica funcional que es la habilidad de estimular el
intercambio de GDP por GTP en la proteina G en respuesta a la unién de la hormona al

receptor (figura 3).

PROTEINA G (ropresentade come 1as
subunidades alpha, beta y gama)..

La proteina G esta formada por tres cadenas polipeptidicas: una subunidad a, una subunidad
B y una subunidad y. La subunidad a, es capaz de unir e hidrolizar GTP. Las subunidades By y
forman un dimero. Cuando el receptor acoplado a la proteina G es activado, cambia su
conformacion, e induce una cambio en la conformacion de la subunidad a (Altenbach et al, 1996;
Bourne 1997). Esto causa una liberacion del GDP. Ya que la concentracion de GTP en el citosol es
mayor que el GDP, la subunidad a se une a GTP. La union del GTP induce una disociacion
entre la subunidad a y el complejo By . El tiempo en el cual la proteina G se encuentra activada,
esta controlado por la subunidad a. Todas las subunidades a tienen actividad GTPasas, una
vez que el GTP es hidrolizado a GDP, la subunidad a se reasocia con el dimero By, y vuelve a
un estado trimérico inactivo, acoplado al receptor. En la figura se muestra la activacion de la
proteina G, luego de la unién del ligando al receptor y la desactivacion de la misma una vez

transmitida la senal (Neer. 1995) (figura 4).

’ | Holopion Ligoando I

[O— — ——

Figura 4 Ciclo rogulatorio do la proteina G.
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Las distintas clases de proteina G son sumarizadas en la tabla 4. La activacion puntual de una
proteina G puede causar, tanto una induccién como una inhibicion de un efector particular, o
puede actuar sobre multiples efectores (provocando la activacién de varias vias de
senalizacion: adenilato ciclasa, fosfodiesterasas, fosfolipasas o regulando la actividad de
canales iénicos, transportadores de iones, y un creciente nimero de quinasas). Por lo tanto,
una subunidad a unida a GTP y/o un complejo By, inician una respuesta de senalizacion
intracelular actuando sobre moléculas efectoras como adenilato ciclasa, fosfodiesterasas,
fosfolipasas, o bien regulando la activacion de canales idnicos, transportadores idnicos y un
numero creciente de proteinas quinasas. Por ejemplo, algunas proteinas G activan o inactivan a
la proteina adenilato ciclasa, alterando asi la concentracidon intracelular de AMPc. Otras
proteinas G activan a una fosfolipasa C especifica (PLCB) que hidroliza fosfatidil inositol
bisfosfato (PIP2), para generar dos segundos mensajeros, inositol trifosfato (IP3), que libera
Ca® a partir del reticulo endoplasmico e incrementa la concentracién de Ca®* en el citosol, y
diacilglicerol, que permanece en la membrana plasmatica activando a proteinas quinasa C. El
AMPc o el Ca®* estimulan a PKA y CaM-quinasa respectivamente. Las PKC, PKA, y las
quinasas CaM fosforila a proteinas en serina o treonina y alteran asi la actividad de otras
proteinas.

Tabla 4: Caracteristicas de los distintos tipos de
subunidades de ia protelna G
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Luego de haber descripto las caracteristicas y las clasificaciones de las proteinas G, volvemos
a ocuparnos de la interaccion entre el receptor y la proteina 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 sefal original. Posteriormente, una subunidad
o interactua con el efector. Existen 16 variedades de subunidades o conocidos en mamiteros, 5
variedades 3 y 11 subunidades y. Las 16 subunidades a se las agrupa en cuatro familias en
base a su similitud de secuencia: a,, a;, a4 ¥ Q2. Las subunidades as, que se caracterizan por
estimular la adenilato ciclasa; las subunidades a; descriptas inicialmente por su capacidad de
inhibir la misma enzima y actuar sobre canales iénicos y la fosfodiesterasa; las subunidades a,
que activan la fosfodipasa C y finalmente las subunidades a,,, mas recientemente identificadas,
cuyas funciones parecen estar principalmente relacionadas con la regulacién del citoesqueleto,
movimiento celular, transformacion celular, proliferacién y tumorigénesis. Una caracteristica en
comun de todas las proteinas G, es actuar como una enzima efectora que cambia la
concentracion de pequenas moléculas de la célula.

Tanto la forma intacta como la forma disociada de la proteina G, se encuentra asociada a la
cara interna de la membrana plasmatica. Sin embargo, cada subunidad individual es hidrofilica,
y no tiene dominio transmembranal. El dimero By tiene una afinidad intrinseca por la membrana
ya que la subunidad y se prenila. Los tipos de subunidades o; y o, son miristoilados, esto
explica su habilidad por permanecer asociados con la membrana luego de disociarse del

dimero By. La subunidad o es palmitoilada (Neer, 1995).

2- Senalizacion 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 forsforilar a otras proteinas 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 caracterizacion de una proteina
oncogénica pertenecientes al virus de sarcoma Rous. Posteriormente Stanley Cohen descubrio
que el receptor del EGF tenia una funcion de TQ, estableciendo que la fosforilacion de
proteinas en tirosina es parte de los mecanismos de senalizacidon en respuesta a estimulos
externos. Actualmente se conocen mas de 50 receptores con actividad de TQ, incluyendo el
receptor de insulina, PDGF, NGF, EGF, y muchos otros (van der Geer, et al. 1994).

Todos los receptores pertenecientes a esta familia, contienen un dominio N-terminal
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extracelular, con capacidad de unién a ligando, un a-helice transmembranal Unica, y un dominio
C-terminal con actividad de TQ. La mayoria de los receptores estan formados por una unica
cadena polipeptidica. La union del ligando al receptor, activa su dominio quinasa citosdlico, esto
lieva a la fosforilacion tanto del receptor como de ciertas proteinas celulares, propagando la
senal inicial a partir de la unién del factor de crecimiento al receptor especifico (Cadena, 1992)

(figura 5).

Ligando

v

NH
Exterior * Zona de unién a ligando
celular

[ + Membrana plasmatica

Citosol . .
+» Dominio catalitico

{oo,]

Figura 5: Estructura de un receptor tirosina quinasa.

El primer paso de sefalizacion de la mayoria de estos receptores, requiere de la dimerizacion
y autofosforilacion de los mismos, inducida por ligando (Lemmon, et al. 1994). La unidn del ligando al
receptor, lleva a la activacion del dominio de tirosina quinasa y subsecuentemente existe una
interaccion con el dominio intracelular del receptor adyacente (Schlessinger, 1993). La dimerizacion
de los dominios extracelulares acarrea el cambio de conformacién de los dominios citosdlicos,
que se colocan yuxtapuestos, cuya estabilizacion causa una relajacion en la conformacion, que
origina la activacion de la actividad quinasa. Se produce una autofosforilacion del receptor,
mediante la fosforilacion de residuos de tirosina de una subunidad por parte de la otra
subunidad.

Una vez que se ha producido la activacion de la quinasa, se producen dos fenomenos
importantes: por un lado la fosforilacion de los propios receptores (autofosforilacion) y por otro
lado la fosforilacion de numerosos sustratos.

El proceso de autofosforilacion por lo general afecta a dos zonas: por un lado a un residuo de
tirosina dentro de! propio dominio catalitico, que provoca un aumento de la actividad quinasa,
desencadenando la fosforilacion de otros residuos de tirosina en el receptor y en sustratos. Por
otro lado afecta a tirosinas fuera del dominio catalitico, lo que permite crear sitios de
reconocimiento para moléculas sefalizadoras que posean dominios de reconocimiento SH2

(zona de homologia 2 con la tirosina quinasa Src) (Van der Geer, ct al. 1994).
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Se han descripto numerosas moléculas que contienen diferentes dominios SH2, los cuales
muestran distinta afinidad por distintas agrupaciones de aminoacidos con fosfotirosina, lo que
nos da una idea de la especificidad existente en esta interaccién entre proteinas. Una cascada
de sefalizacion mejor conocida comienza tras la activacion 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 proteina Sos es un intercambiador de GDP por GTP
para la GTPasa denominada Ras.

Algunos tfactores de crecimiento, como PDGF y NGF, son dimeros formados por dos cadenas
polipeptidicas idénticas, éstos factores de crecimiento inducen la dimerizacidon al unir
simultaneamente a dos receptores (Hammacher. et al. 1989). Otros factores de crecimientos, como el
EGF, son mondmeros pero tienen dos receptores distintos a los cuales se unen, induciendo la
heterodimerizacidén de los mismos (Earp, 1995).

El dominio SH2, de aproximadamente 100 aminoéacidos, se pliega de tal modo que crean un
bolsillo para 6-8 aminoacidos donde se encuentra la tirosina fosforilada a la que se unen, es
decir son proteina que reconocen tanto al residuo de fosfotirosina del receptor, como a regiones
cercanas en la cadena polipeptidica. Es por ello que la autofosforilacion del receptor, crea sitios
de unidn para proteinas con dominio SH2 y las secuencias flanqueantes de la fosfotirosina son
las que determinan la especificidad de la unidon entre el receptor y las proteinas especificas
(Kuriyane et al. 1999) (tabla 5).

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

Enzimas Proteinas estructurales ’

Fosfolipasas (C.A.D) Anexinas l y |l

Quinasas de la familia Src Clatrina

Quinasas do |la familia Jak Vinculina ‘

Fosfatidil inositol 3 'quinasa Paxilina i

Fosfatasas Rocoptores do fibronoctina !

GTPasas (RasGAP) Cadherinas |
!

Adaptadores Otras proteinas

Nck STATs

Crk

Grb2
Shc

3- Senalizacion mediada por receptores no asociados a proteinas quinasas de tirosinas:

Esta familia de receptores no contienen per se una quinasa de tirosina (TQ), sin embargo son
capaces de activar una proteina TQ intracelular. La mayoria de las citoquinas, asi 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 citosdlico y una a-helice transmembranal. EI dominio citosélico de los receptores no
tienen actividad catalitica.

La dimerizacién del receptor inducida por ligando, lleva a la fosforilacién cruzada de quinasas
de proteinas asociadas al receptor. Posteriormente estas enzimas activadas, fostforilan al
receptor, generando sitios de unién a proteinas que contienen dominios SH2. Por lo tanto, la
combinacion del receptor asociado a una quinasa de tirosina funciona de forma analoga al
receptor con actividad de quinasa de tirosina, mencionado en la seccidn 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 proteina oncogénica del virus de sarcoma Rous. La familia de las JAK,
juega un rol critico en la transmision de sefal, a partir de receptores de citoquinas, mientras que
los miembros de la familia Src, juegan un rol en la sefnalizacion de receptores de antigenos de
linfocitos T y B, pero no son requeridos para la senalizacion de la mayoria de las citoquinas.

Las quinasas de la familia Src son el prototipo de enzimas citosdlicas, todas contienen un
dominio catalitico en el extremo carboxilo-terminal, con dominios SH2 y SH3 (homologia con
Src). Los dominios SH3 son regiones de unos 50-60 aminoacidos que interaccionan con zonas
ricas en prolina de otras proteinas, formando complejos supramoleculares.

4- Senalizacion mediada por receptores unidos a otras actividades enzimaticas:

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 proteinas quinasa de tirosinas.

Los receptores con actividad de fosfatasas de tirosinas, remueven el grupo fosfato de residuos
tirosinas. En muchos casos, estas proteinas juegan un rol negativo en la via de sefalizacion
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 senalizacion
celular, como por ejemplo, el receptor llamado CD45, que se expresa en la superficie de los
linfocitos T y B. Luego de una estimulacion antigénica, el CD45 se cree que desfosforila una
fosfotirosina, que inhibe la actividad enzimatica de miembros de la familia de Src. El CD45
actua a través de la estimulacion de quinasas de tirosina.

Los receptores del factor de crecimiento y transformacion B (TGFB) son proteinas quinasas
que fosforilan residuos de serina o treonina en proteinas sustratos.

Algunos ligandos unen receptores cuyo dominio citosdlico tiene actividad de guanilil ciclasa,

catalizando la formacion de GMPc.
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SEGUNDOS MENSAJEROS INTRACELULARES:

A partir de la unién de un mediador intercelular (ligando) a su receptor, se desencadena una
cascada de mecanismos de senalizacion intracelular, que lleva a modificaciones en el patrén de
la expresion génica y como consecuencia, modifica el comportamiento de la célula.

De acuerdo a lo ya senalado, la mayoria de los receptores asociados a ligandos son capaces,
directa o indirectamente, de estimular a una enzima especifica. Esta enzima funciona
intracelularmente como propagadora y amplificadora de una sedal inicial, desde la superficie de
la célula hasta una variedad de blancos intracelulares. A este proceso se lo llama transduccion
de senales. Los blancos de estas vias de senalizacion, frecuentemente incluyen factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes. Por lo tanto, las vias de senalizacion
intracelular, conectan la superficie de la célula con el nucleo, produciendo cambios en la
expresion génica en respuesta a un estimulo extracelular (Zuker ct al.. 1999).

La unién de la mayoria 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, proliferacion y diferenciacion. Comprender los
mecanismos moleculares responsables de estas vias de sefnalizacion es un area importante de
investigacion (Dhanasckaran, 1998).

A continuacion, se resume las distintas vias de senalizacion conocidas y relevantes para el

entendimiento del trabajo.

AMP ciclico (AMPc):

Una de las vias de traduccién de senales mejor comprendida, involucra al AMPc. Los
componentes de la cascada de sefalizacion, esto es, receptores, proteina G heterotrimérica,
adenilato ciclasa y subunidades de quinasas, han sido clonados y caracterizados.

En las células de mamitero, el AMP ciclico (AMPc) se forma a partir del ATP, por accién de la
accion 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 proteina llamada quinasa
dependientes de AMPc (PKA).

La PKA, descubierta por Donal Walish y Ed Krebs en 1968, es tetramérica y estd compuesta
por dos subunidades regulatérias (R) y dos subunidades cataliticas (C). En su forma inactiva, la
PKA se encuentra en forma de tetramero. EI AMPc es capaz de unirse a la subunidad
regulatoria, causando la liberacién de las subunidades cataliticas activadas, las cuales difunden

del citoplasma hacia el nucleo, fosforilando proteinas especificas en residuos serina.
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Existen tres isoformas de la subunidad C (Ca, CB, Cy) con propiedades tanto cinéticas como
fisiologicas semejantes (Taylor. ct al. 1990). Las diferentes subunidades R (RI; RIl), tienen distinta
afinidad de union a AMPc y se localizan diferencialmente dentro de la célula.

En muchas células animales, los aumentos en los niveles de AMPc, activan la transcripcién de
genes que contienen una secuencia regulatoria llamada elementos de respuesta a AMPc
(CRE). En particular, la sefal se transmite del citoplasma hacia el nucleo, por la subunidad
catalitica activada de la PKA. Dicha subunidad, dentro del nucleo, fosforila al factor de
transcripcion CREB (proteina que une CRE), llevando a la activacion de genes inducibles por
AMPC (Frank, et al. 1994).

La regulacién de la expresion génica mediada por AMPc juega un rol importante en la
proliferacion y diferenciacion de muchos tipos de células animales. Recientemente CREB ha

sido involucrado ademas, en procesos de aprendizaje y memoria.

Fosfolipidos y calcio:

El fosfatidil inositol (PI) es el unico fosfolipido de la membrana que puede ser fostforilado aun
mas. Una PI quinasa transfiere un grupo fosfato del ATP a la posicion 4 del inositol dando Pl 4-
fosfato (PI14P). Posteriormente una PI4P quinasa agrega otro fosfato en la posicion 5 para dar
PI 4,5-bifosfato (PIP,) (Fain, ct al 1979).

El fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP;) es un componente de la membrana plasmatica,
localizado en la cara interna de la bicapa lipidica (Divecha, et al. 1995). Una amplia variedad de
hormonas y factores de crecimiento estimulan la hidrdlisis de PIP, mediada por fosfolipasa C
(PLC). Esta reaccién genera dos tipos de segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) vy el
inositol 1,4,5,-trifosfato (IP;). EI DAG vy el IP;, estimulan a la PKC y posibilitan la movilizacion de
calcio, respectivamente (Clapham, 1995,).

La hidrdlisis de PIP, es activada por receptores acoplados a proteina 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-y, contiene dominios SH2 que
median su asociacién con un receptor de tirosina quinasa activado. Esta ultima interaccion,
lleva a la fosforilacion en tirosina de PLC-y e incrementa su actividad catalitica.

El IP,, es una molécula polar, que estimula la liberacién de calcio, a partir de los reservorios
intracelulares. La concentracién de calcio citosdlica es extremadamente baja (aproximadamente
0,1-0,01uM). EIl IP; actua liberando calcio desde el reticulo endoplasmico, a través de la unién a
receptores que estan ligados a canales de calcio. Como resultado, los niveles de calcio
citosodlicos llegan aproximadamente a 1uM, afectando asi la actividad de una variedad de
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proteinas incluyendo quinasas y fosfatasas (Berridge, 1987: Mignery ct al. 1990, Miyawaky ct al. 1991).

El calcio es capaz de unir, y activar a una proteina llamada calmodulina. La calmodulina
activada, une a una variedad de proteinas blanco incluyendo a miembros de la familia de CaM
quinasa (Rasmussen. ct al. 1989). Esta fosforila a una gran variedad de proteinas diferentes, entre
ellas, enzimas metabdlicas, canales idnicos, y factores de transcripcién. Uno de los factores
transcripcionales que es fosforilado por CaM quinasa IV, es el CREB. Tanto la PKA como la
CaM quinasa |V fosforilan 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 la membrana plasmatica. En un gran numero de células, el aumento
transiente de calcio intracelular resulta a partir de la produccion de IP; seguido 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 plasmatica son

abiertos por depolarizacion de la membrana.

Proteina quinasa dependiente de calcio y fosfolipidos (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 purificacion y clonado de PKC, se sabe que esta enzima
pertenece a una multifamilia de quinasas en serina y treonina, regulada por lipidos, capaz de
fosforilar @ un gran numero de proteinas 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 analogos del DAG. Estos
resultados permitieron involucrar a la PKC en carcinogénesis y dieron herramientas para la
manipulacién de dicha proteina, tanto in vitro como en sistemas animales (Blumberg, 1988).

La PKC comprende al menos diez proteinas quinasas dependiente de fosfolipidos (Mellor. et al,
1998; Newton, 1995; Newton, 1997). Las distintas isozimas han sido agrupadas en tres subfamilias
basandose en homologia de secuencia y en sus propiedades bioquimicas. Las "clasicas” o
"convencionales" (cPKCs) incluyen a la PKCa, Bl, Bll e y. Estas isoformas pueden ser activadas
por calcio y fosfolipidos. También unen DAG, que incrementa la afinidad de la enzima por los
fosfolipidos y el Ca®*. Las cPKCs son también receptores de los ésteres de forbol. Las "nuevas”
(nPKCs), incluyen a la PKCJ, ¢, n y 6, pueden ser activadas por DAG o ésteres de forbol en
presencia de fosfolipidos, sin embargo son independientes de calcio. Finalmente, las PKCs
“atipicas”, que incluye a la PKCC e | (su homélogo en ratén ha sido llamada PKCA), son
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insensibles a calcio, a DAG y a ésteres de forbol.

Cada isozima de PKC, esta formada por una unica cadena polipeptidica, que contiene dos
dominios estructuralmente bien definidos: un dominio regulatorio en el amino terminal de la
cadena y un dominio catalitico en el carboxilo terminal de la proteina. La regién regulatoria
posee capacidad de unir a cofactores fosfolipidicos y a calcio. Ademas, participa en la
interaccion proteina-proteina, capaz de regular la actividad de la PKC, asi como su localizacion.
La region carboxilo terminal contiene un dominio involucrado en la unién a ATP y otro capaz de
unir al sustrato. Los dominios regulatorio y catalitico, se encuentran conectados por una regién
bisagra, altamente sensible al clivaje proteolitico por proteasas celulares.

Las enzimas poseen regiones que son altamente conservadas entre las diferentes isozimas de
PKC (region C1 a C4) y regiones que son variables (regiones V1 a V5). La regién C1 esta
presente en todas las isozimas de PKC. Contiene un dominio autoinhibitorio o pseudosustrato,
que se une al sitio de unién a sustrato, en el dominio catalitico y mantiene a la enzima en un
estado inactivo, en ausencia de cofactores y activadores (Orm. ct al. 1992). Ademas, la region C1
tiene un dominio rico en cisteina, capaz de unir al DAG y a ésteres de forbol, en las PKC de tipo
cPKCs y nPKCs (Kazanietz, et al. 1995, Kazanietz, ct al. 1995).

La regulacion de la actividad de la PKC por cofactores lipidicos, ha sido estudiada utilizando
micelas o bicapas lipidicas. Los fosfolipidos acidicos son eficientes cofactores de la activacion
de la PKC, con una selectividad por fosfatidilserina. Los fosfolipidos no solo son utiles como
moléculas de anclaje mediante la union a la PKC, por su dominio rico en cisteina, sino que el
DAG causa un incremento dramatico en la afinidad de la cPKCs y nPKCs por la fosfatidilserina
(Newton, 1995; Newton, 1997). La activacion de la PKC mediada por el DAG (o ésteres de forbol) en
presencia del cofactor fosfolipidico, produce un cambio conformacional de la PKC, da como
resultado, la remocion del pseudosustrato del sitio de unidén, provocando la activacion de la
enzima. El dominio de pseudosustrato, una vez que se remueve del sitio de unién, puede
contribuir a la unién de la PKC a la membrana plasmatica a través de sus residuos basicos (Orr,
et al. 1992; Orr. et al. 1992; Newton. 1993). Por lo tanto, la PKC una vez activada, se transloca desde el
citosol hacia la membrana plasmatica. Este proceso esta controlado ademas, por interacciones
entre proteinas.

El calcio incrementa la afinidad de la ¢cPKC por los fosfolipidos anidnicos (Bazzi. ct al. 1990). Se
sabe que la concentracion de calcio requerida para la union de la PKC a la membrana
plasmatica es sustancialmente menor que aquella requerida para la activacion de la enzima. El
modelo alostérico propuesto indica que a bajas concentraciones de calcio, existe una

interaccion débil a la membrana plasmatica, acompanada por cambios conformacionales que
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no son suficientes para inducir la activacion de la enzima. Altas concentraciones de calcio son
necesarias para producir cambios conformacionales en la PKC, que resultan en la liberacion del
pseudosustrado al sitio de unién en el dominio catalitico, llevando a la activacion 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 fosforilacion de la PKC es un evento que regula la
maduracion de la enzima ademas de la activacion o inactivaciéon de la misma (Ron. ct al 1999).

La PKC, ademas de la unién a lipidos, es capaz de interactuar con un gran numero de
proteinas. Un gran numero de sustratos pueden ser fosforilados por las distintas isoenzimas de
la PKC. Entre los numerosos sustratos se pueden mencionar receptores (EGF, muscarinicos, B-
adrenérgico), proteinas del citoesqueleto (MARCKS o "Myristoylated Alanine-Rich C kinase
Sustrate”, vinculina, tau), canales ionicos, portoncogenes (Raf), proteinas nucleares (lamina B,
factores de transcripcion), 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
catalitico), retiene la capacidad de quinasa activada y el fragmento menor de 35-38 KDa
(dominio regulatorio), conserva la capacidad de unién de ésteres de forbol (Lee. et al. 1986; Huang, ct
al. 1986). No esta claro el papel fisiologico de la protedlisis de la PKC. Una posible explicacion
indica que la protedlisis seria un proceso para iniciar la degradacion de la PKC. En numerosos
trabajos se ha demostrado que en distintos tejidos y tipos celulares el forbol dibutirato (PDBu),
que induce la activacion persistente de la PKC, provoca la translocacion de la enzima del
citoplasma a la membrana plasmatica y la subsiguiente eliminacién de la misma. Este uitimo

fenémeno ha sido denominado retro modulacidon de la PKC (Blackshear. et al. 1985. 1986, Ballester, et
al.1985).
Numerosos trabajos han demostrado la accion sinérgica de la activacion de la PKC vy el

aumento de calcio citoplasmatico para lograr una respuesta fisiolégica. En la mayoria de ellos
se utilizd el ionéforo de calcio llamado A23187 junto con DAG sintético o ésteres de forbol.
Algunos ejemplos son: liberacidon de serotonina y enzimas lisosomales por plaquetas (Kaibuchi, et
al. 1983), de histamina y enzimas lisosomales por mastocitos y neutréfilos respectivamente
(Nishizuka, 1983), proliteracion de linfocitos T (Kaibuchi, et al. 1983), activacion de linfocitos bovinos
con concanavalina A (Mastro, ct al. 1983), etc.

El mecanismo de activacion 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 cisteina. Sin embargo, los ésteres de forbol

son mas potentes y metabdlicamente mas estables que el DAG, lo cual resulta en una
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activacion prolongada de la PKC en la célula. El éster de forbol mas utilizado en el laboratorio
es el PMA ("Phorbol 12 Myristate 13-Acetate"), también conocido como TPA ("Tetradecanoyl
Phorbol Acetate"). El agregado de ésteres de forbol a células en cultivo produce la
translocacion de la PKC desde el citosol hacia la membrana y citoesqueleto. La estimulacion de
receptores que aumentan los niveles de DAG en la membrana también producen este
fenémeno, pero dado que la vida media del DAG es muy corta, en este ultimo caso el fendomeno
de translocacion es rapido y se revierte en segundos o fracciones de segundo. La PKC
asociada a la membrana, al sufrir un cambio conformacional que la hace activa, también
expone regiones que son altamente sensibles a la accién de proteasas intracelulares. Es por
ello que cuando se exponen las células durante varias horas a los ésteres de forbol se produce
la degradacion de la PKC, con la consecuente caida en la actividad enzimatica de PKC en la
célula. Esto se conoce con el nombre de regulacion negativa ("down regulation”, en inglés). este
fenémeno puede ser aprovechado experimentalmente, ya que es posible eliminar practicamente
toda la actividad de PKC en la célula por la incubacion prolongada con ésteres de forbol y asi
poder determinar si la PKC esta implicada o no en una determinada funcion celular.

Recientemente se han aislado otras proteinas capaces de unir ésteres de forbol. Entre ellas
estd la familia de las quimerinas. Estas proteinas, pese a unir DAG y ésteres del forbol con
afinidad similar a las isoenzimas de la PKC, no presentan actividad de quinasas sino actividad
Rac-GAP, es decir, tienen la capacidad de acelerar la hidrélisis de GTP de proteinas G de bajo
peso molecular de la familia Rac. También se ha aislado una proteina con actividad activadora
del protoncogén Ras que tiene la capacidad de unir ésteres de forbol (ras-GRP). En todos estos
casos, estas proteinas poseen una region rica en cisteina que presenta alta homologia con
aquellas de las isoenzimas de la PKC y que es la responsable de la unién de los ésteres de
forbol y el DAG.

MAPK

La cascada de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) participa en diversos
programas celulares, incluyendo diferenciacion, movimiento celular, divisién celular y muerte
celular programada. Esta cascada esta conservada evolutivamente en eucariotas y tiene un rol
clave en la regulacion de la expresion génica, asi como en diversos actividades citoplasmaticas

(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
evolucion, muchos de estos componentes de quinasas han sido conservados desde las
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levaduras hasta el hombre. Hasta la fecha, 12 miembros de proteinas quinasas MAPK han sido
identificadas en células de mamifero, y pueden ser agrupadas en 5 subfamilias, en base a su
homologia de secuencia y su funcidn. Siete de las MAPKK y 14 MAPKKK han sido identificadas
funcionalmente en células de mamifero. 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, et al. 1996; Gutkind, 1998; Widmann, et al. 1999).
La transmision de la sefnal estd dada por fosforilaciones secuenciales y subsiguientes

activaciones de componentes especificos de una cascada (figura 6).

Eslimulo Factores da crecimiento Sefales da stress, ciloquinas Factores da Safiales de siress, cilloquinas
foctores de crecimisnto crecimineto? Factores de cracimianto, atc.
v 4 v v v v v 4
GTPasa ras ras ?. Rac ?. ?. Rac/CDC42
paqueds
v v v v v v
MAPKKKK GCK PAK1 ?. GCK PAK1
HPK1 GCK v HPK1 GCK
HPK1 HPK1
v v v v o
MAPKKK raf rat MTK1 MEKK1 raf?. MTK1 MEKK1
MLK3 MEKK4 MLK3 MELL4
ASK1 MLK2 TAK1 MLK2
TAK1 ASK1 ASK1 ASK1
TPL1 TAK1 TPLY TAK 1
. TPL1 TPL1
v v v
MAPKK MEK1 MEK2 MEK3 MKK4 MKKS MKKS MKK?7
14 v v v v v v v
MAPK ERK1 ERK2 p3BMAPK JNK ERKGE PIBMAPK JNK
v v v v A 4 v v v
Factores de TCF. MEF2C TCF, MEF2C CREB, ATF2Z Jun, ATF2, MCEF2C ATF2, CREB Jun, ATF2,
transcripcién elc elc CHP, MEF2C Elk1 CHOP, MEF2C Elk1

Figura G: Vias de senalizacion de MAPK.
Fuente: Dhanasekaran et al. 1998

Esta cascada de quinasas puede ser activada tanto por receptores unidos a tirosinas quinasas,
como por receptores unidos a proteina G (Howe, et al. 1993; Winitz, et al 1993).

Una caracteristica de las MAPK es que para su activacion total requieren de la fosforilacion
tanto de una treonina como de una tirosina (separadas en la proteina por un unico aminoacido).
Estas quinasas de proteinas que catalizan ambos tipos de fosforilaciones son las MAPKK.
Estas ultimas, son activadas por fosforilacion en serina/treonina catalizado por la MAP-quinasa-
quinasa-quinasa (MAPKKK).

Al ser activada MAPK, fosforila a varias proteinas intercelulares, incluyendo otras quinasas y
proteinas que regulan la expresion de genes.

Existen en mamiferos cinco tipos de cascadas de MAPK. Estas incluyen la cascada de
quinasas reguladas por senales extracelulares de tipo 1 y 2 (ERK1/2), que preferencialmente
regulan el crecimiento y la diferenciacion celular, asi como la cascada de p38¥A™ y quinasas
del N-terminal de c-jun (JNK), que tienen un papel fundamental tanto en respuestas a éstres,

como en procesos de inflamacién o apoptosis (Robinson. et al. 1997; Ip, ct al. 1998: Lewis, et al. 1998).
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Una de las vias de sefalizacion de MAPK mejor comprendidas es la que lleva a la activacion de
ERK1/ERK2"4PX$ ' mediada por MEK (Seger et al. 1995). La cascada se inicia a partir de un receptor
con actividad de tirosina quinasa (RPTK) o bien un receptor acoplado a la proteina G. El
mecanismo de activacion mediado por un RPTK se inicia luego de la translocacion del complejo
SOS-Grb2 a la membrana plasmatica, uniéndose a un sitio fosforilado en el RPTK o a un
sustrato fosforilado por dicho receptor (van der Geer et al. 1994). Esto lleva a la activacion de Ras, ya
que SOS-Grb2 induce un intercambio de GDP por GTP en la proteina Ras. Por lo tanto, Ras
unido a GTP une al N-terminal de un miembro de la familia Raf, que es una MAPKKKs. Esto
lleva a la fosforilacién y subsecuente activacion de Raf. Posteriormente Raf activa a unas
quinasas llamadas MEK1/MEK2 (conocida como quinasa de quinasa de MAP). Finalmente,
estas ultimas MAPKK fosforilan y activan a ERK1/ERK2 (Seger ct al.. 1995). Una fraccidn activada
de ERK1/ERK2 es capaz de translocarse al nucleo y fosforilar factores de transcripcion como el

TCF/Elk1, o bien fosforilar a sustratos citoplasmaticos, como fosfolipasa A2, entre otros.

Ras:

Existen tres genes Ras que codifican para cuatro proteinas relacionadas de 21 kDa (H-ras, N-
ras, K-rasda y K-rasdb) (Barbacid, 1987). Las proteinas 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 nucledtidos de guanina de Ras (SOS/2 y
RasGRF/CDC25) son activados para estimular el intercambio del GDP unido a Ras por GTP,
llevando a la activacion de la proteina Ras (Boguski. ct al. 1993). El Ras activado es capaz, entre
otros mecanismos, de activar la cascada de MAPK (Davis, 1993; Egan, et al. 1993; Marshall, 1995).
Después de esto el GTP unido es hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrinseca de Ras
y vuelve de esta forma a su estado inactivo. La reaccién de hidrdlisis del GTP, catalizada por
Ras, es potenciada por las proteinas 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 canceres humanos (Barbacid. 1987; Bos, 1989). Por lo tanto, Ras ha sido implicado
en carcinogenesis.

Existe un gran numero de factores de crecimiento (ej. EGF), hormonas (ej. insulina) citoquinas
(ej. interleuquinas) y neurotransmisores (ej: carbacol), capaces de activar la proteina Ras (Satoh.
et al. 1992). Se sabe que receptores serpentina acoplados a proteina G, receptores quinasas de
tirosina y receptores que causan estimulacion de una quinasa de tirosina no asociada a
receptor, son capaces de activar a la proteina Ras.

Se sabe que el Ras requiere de modificaciones lipidicas y de una asociaciéon con la membrana
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plasmatica para su completa actividad bioldgica. Las propiedades bioquimicas de las proteinas
Ras, como se observo, incluyen union, intercambio e hidrdlisis de nucleétidos de guanina; para
ello precisa que , después de sus sintesis en el citosol y de modificaciones posteriores a la
traduccién, se unan al lado interno de la membrana citoplasmica. La unién a la cara interna de
la membrana plasmatica se realiza por el aminoacido cisteina (posicion 186) mediante un lipido
isoprenoide, el radical tarnesilo. Tras esta unidén, que es catalizada por la enzima farnesil-
transferasa, los tres aminoacidos carboxi terminales siguientes a este residuo son eliminados y
la cisteina 186 carboximetilada. Estas modificaciones son absolutamente necesarias para la
asociacion a la membrana ay funcionalidad de Ras (Maltese, 1990)

Debido a que la oncogenicidad de Ras esta motivada por un aumento de los niveles de Ras-
GTP, una posibilidad deseable seria disponer de farmacos capaces de disminuir dichos niveles,
por ejemplo, los inhibidores de la formacion de farnesilo, como la lovastatina, inhibe la accién de

Ras en células y animales.

JAK/STAT

Las proteinas 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%
(thie. 1994 Pcllegrini. et al. 1997; Duhé, et al..1998). Presentan dos dominios quinasa de tirosina en tandem
(Johnson. ct al. 1996). En general estas quinasas son cataliticamente inactivas en células
quiescentes, pero se las encuentran asociadas al dominio citoplasmatico del receptor (Pellegrini,
ct al 1997; Murakami,. et al. 1991). La dimerizacion de dos receptores, luego de la activacién por
ligando, lleva a una fosforilacion inter- o intra-molecular de dos moléculas de JAK, esta
fosforilacion, y subsecuente activacion se da en residuos de tirosinas dentro del dominio de
quinasa de JAK (Pcllcgrini. et al 1997: Duhé.. et al 1998: lhle. 1995). Se necesitan dos quinasas para la
activacion mutua, ya que existe una transfostorilaciéon reciproca. Posteriormente, JAK quinasa
fosforila a un residuo de tirosina en el receptor. Este receptor activado es ahora capaz de
reclutar un miembro especifico de la familia de STAT al complejo formado por receptor y JAK, a
través de la interaccidon con el dominio SH2 de la STAT (Suwahl, ct al. 1995; Gerhartz, ct al. 1996). Las
proteinas STAT son subsecuentemente activadas (por fosforilacién en tirosina) (Greenlund, et al,
1994; Heim et al. 1995), probablemente por las JAK quinasas, luego de lo cual son dimerizadas
(heterodimerizadas u homodimerizadas), posibilitando asi su translocacion al nucleo y posterior
unién al ADN (Shuai, ct al. 1994; Zhang et al. 1995; Chen, ct al. 1998; Becker ct al. 1998). Cabe sefalar que una

caracteristica Unica de ésta sefalizacion mediada por STAT, es que la via de traduccién de
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senales desde la superficie de la membrana hacia el nucleo estd mediado por una unica

molécula, a diferencia de las cascadas de quinasas y adaptadores (figura 7).

Choplasma

Nucieo
@ — [ i) )

Figura 7. Transduccion deo sefial moediada por JAK/STAT.

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

capaces de activar mecanismos de senalizacion dependientes de JAK/STAT.
Tabla &: receptores capaces de activar JAK/STAT.,

Proteina  Receptores activados Proteina Receptores activados
Tyk2 INF-a/p,IL-10 Stat1 IBN-o/B, IBN-y, IL-10
L6 IL-6, IL-11, OSM, LIF, CNTF
IL-12 G-CSF
IL-2, IL-7,
Jak1 ITN-o/f, IPN=y GH, PRL, G-CSF
IL-6, IL-11, OSM, LIF, CNTF EGF, PDGF, CSF-1
G-CSF
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 Stat2 IFN-a
EGF PDGF, CSR-1
Statd IFN-a, IL-10
Jak2 IRN-y IL-6, IL-11, OSM, LIF, CNTF, leptin
IL-8, OSM, LIF, CNTF, leptin IL-12
1L-12 IL-2,IL-7,IL-8
IL-3, IL-5, GM-CSK GH, G-CSF
EPO, GH, PRL, G-CSF 2GR, PDGF
EGF, POGF, CSF-1
Stat4 IL-12

Jak3 IL-2, IL-4, IL-7,IL-19, IL-15
StatsAa/B IFN-«, IL-10
k-2, IL-7, IL-9, IL-15
IL-3, IL-5, GM-CSP
EPO, GH, PRL, G-CSF
leptin

Slaté IL-4,1L-13
leptin

Abreviaturas: CNTF: factor neurotrofico ciliar, C5F-1: factor 1 estimulante da colonias, EGF, factor de crecimiento
aendodarmal, EPQ; eritropoyetina, G-CSF: factor esumulante de colonia granulocitica, GH: hormona de crecimiento
,PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquelas, PRL, prolactina, GM-CSF, factor estimuianie de colonias de
macréfagos y granulocitos, LIF, factor inhibitorio de leucemia, OSM, oncostating M.

Fuente: Liu, 1998
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RESUMEN DE LOS MECANISMOS DE SENALIZACION Y LA REGULACION DE LA FASE
G; A PARTIR DEL ESTUDIO DE CELULAS DE RATON SWISS 3T3:

Numerosos estudios destinados a la identificacion de vias de transduccion de sefales inducidas
por factores mitogénicos, han utilizado cultivos murinos Swiss 3T3 (Rozengurt. 1986. 1991). Estas
células cesan de progresar a lo largo del ciclo celular deteniéndose en la fase G/G,, cuando el
medio es depletado de factores que promueven el crecimiento. Sin embargo, pueden ser
inducidas a reiniciar la sintesis de ADN vy la divisidon celular por la adicion exégena de factores
de crecimiento. Es por ello que se utilizan estos cultivos celulares como modelo para el estudio,
tanto de mecanismos de sefnalizacion como de moléculas regulatorias del ciclo celular.

Anadlisis recientes en fibroblastos de raton Swiss 3T3 y en fibroblastos diploides humanos,
realizados con camaras de video en lapsos de tiempo, permitieron demostrar, a partir de células
individuales arrestadas en Gy, que éstas transitan primeramente por una fase llamada G, pos-
mitosis (Gy-pm), luego de la cual, las células se tornan independientes tanto de los estimulos
mitogénicos, como de los inhibidores de proteinas en bajas dosis. A esta uitima fase se la llama
G, pre-fase S (G;-ps). La transicion entre Gi-pm, que es dependiente de factores mitogénicos, y
la fase Gi-ps, que es independiente de estimulos externos, es o que se denomina el punto de

"commitment" (Zetierberg et al. 1995) (figura 8).
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El tiempo desde que una célula transita de Gy hasta el final de Gi-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 sincrénica. Esto sugiere que otros procesos
iniciados durante o inmediatamente luego de la mitosis anterior deberian estar involucrados
para que se mantenga dicha sincronia (por ejemplo: reorganizacion del citoesqueleto o
descondensacién de cromatina). La longitud de G;-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.: acumulacion de proteinas para incrementar el tamano de la
célula, activacion e inhibicion de moléculas regulatorias del ciclo celular que dictaminan el inicio
de una nueva fase, etc.) (Zetierberg ct al. 1995).

Jimenez de Asua et al. (1975) demostraron que la PGF,, posee actividad mitogénica en las
células Swiss 3T3. Este efecto es especifico para la PGF,, ya que otras prostaglandinas con
estructura semejante no lo inducen (Jimenez de Asua ct al. 1983). La PGF,,, agregada a partir de 5
ng/ml, estimula la iniciacion de la sintesis de ADN, produciendo un aumento en el indice de
nucleos marcados, que llega a un plateau a 300 ng/ml. Estos resultados se correlacionan con el
aumento en el numero de células.

La estimulacion de la sintesis de ADN, en células Swiss 3T3, inducida por la PGF,, y otros
mitdgenos, presenta dos caracteristicas: un periodo pre-replicativo o fase G, de 14-15 horas de
duracion, independiente de la concentracion del mitdgeno (Jimenez de Asua et al. 1977,1979; Otto, et al.
1981: Richmond ct al. 1980) 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 concentracion del mitégeno, dado que a mayor
concentracion del mitégeno, la pendiente de la velocidad de entrada es mayor (Jimencz de Asua et al.
1977.1979; Richmond et al. 1980; Outo, et al. 1981). La velocidad de entrada en la fase S sigue siempre una
cinética de, aparentemente, primer orden que puede ser cuantificada por una constante K
(Jimenez de Asua, 1977.1979). Por lo tanto, existe una fase que es independiente de la concentracion
de mitégeno, con una duracién constante, y una fase, que es dependiente de la concentracion
de mitégeno 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 sintesis de proteinas, pueden o no tener un efecto
sobre el factor mitogénico en la progresion a través de G, y en la induccion de sintesis de ADN.
Particularmente, la insulina, en concentraciones cercanas a las fisiolégica (10°®-10°M), carece

de actividad mitogénica per se pero potencia marcadamente el efecto mitogénico de la PGFz,
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(Jimenez de Asua ct al. 1983). Este fendmeno de sinergia se refleja en un aumento en la velocidad de
entrada en fase S, sin alterar la duracion de G, y ocurre cuando la hormona es agregada en
cualquier momento de la fase Gy (Jimenez de Asua, et al. 1977). De forma similar, la PGE1 que no
posee activida mitogénica, aumenta el efecto de la PGF,, en cualquier momento de la fase G;
(Outo, et al. 1982). Sin embargo, la hidrocortisona y la dexametasona inhiben la sintesis de ADN
estimulada por PGF,, en células Swiss 3T3. Este efecto se refleja en una disminucion de la
velocidad de entrada en la fase S y sélo se manifiesta cuando el glucocorticoide es agregado
dentro de las primeras 8 hs de la fase G; (Jimenez de Asua, 1977).

Estos resultados llevaron a la conclusion que la PGF,,, asi como otros factores de crecimiento,
estimulan la mitogénesis activando al menos dos sistemas senalizantes independientes. La
senal 1 induce una cascada de eventos que determina la progresion a través de la fase G;. La
senal 2 controla la velocidad final de iniciacion de la replicacion del ADN. Por otro lado la sefal
2 no necesariamente debe ser disparada al inicio del periodo pre-replicativo junto con la sefal

1, ya que adiciones tardias de PGF,, pueden aumentar la velocidad final de entrada en fase S
(Jimenez de Asua ct al. 1983; Otto, et al. 1985; Rozengurt, 1986).
Por lo tanto, debido a la diferencia en el patron temporal de interaccién entre PGF,, y factores

no mitogénicos como insulina o PGE1, asi como también efectos inhibitorios como la
hidrocortisona, se postulé que cada tipo de interaccion afecta eventos regulatorios distintos en
el camino que lleva a la sintesis de ADN. El hecho que existan tiempos determinados en G;
para la interaccion entre estos factores llevd a la conclusion que el periodo pre-replicativo esta

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

La PGF,,, 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
movilizacién de Ca?* del reticulo endoplasmico. Actuando en forma concertada el DAG y el Ca*
activan la proteina quinasa C (PKC) (Corps. et al. 1989; Goin, ct al. 1993). La activacion de esta enzima
es necesaria para que ocurran distintos eventos celulares. Se determino que la PKC es capaz
de inducir la fosforilacién de una proteina de 80 kDa, denominada MARCKS, asi como también
la disminucién en la afinidad del receptor de EGF, la induccién del transporte de glucosa y la
mitogénesis (Jimenez de Asua. ct al. 1997: Watanabe, et al. 1994). Estudios dirigidos a establecer el papel del
AMPc en la mitogénesis estimulada por la PGF,, revelaron la ausencia de variaciones en la
concentracion intracelular de este nucledsido ciclico tanto por el agregado de la PGF,, como de
insulina 0 ambos (Otto. ct al. 1982).

El factor de crecimiento y transformacion g1 (TGFB1) no es mitogénico en si mismo, pero si
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amplifica la senal de induccién de sintesis de ADN, ejercida por prostaglandina F2o. (PGF2)
(Gomez de alzaga, ct la. 1994). LOs resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la accion

potenciadora del TGFB1 sobre la estimulacion de la PGF,, se ve a su vez aumentada mediante

el agregado de insulina. Dicha estimulacion ocurre preferencialmente a bajas concentraciones
de TGFB1. Estos resultados llevaron a postular las diferencias existentes entre la accion del
TGFB1 y la insulina, lo cual es contradictorio a lo propuesto por Brown y Holley (Brown et al. 1987;
Corps. et al. 1989). El agregado de la prostaglandina E1 (PGE1) no potencia la estimulacién de
sintesis de ADN inducida por PGF,, mas TGFB1, en cambio la insulina si es capaz de hacerlo.
Esto sugiere que el TGFB1 y la PGE1 podrian estar disparando algunos eventos en comun. La
accion del TGFB1 no involucra sintesis de PGE1, ya que la indometacina, que bloquea la
formacion de PGE1, no disminuye la accion potenciadora del TGFB1.(Tashjian, et al. 1985; Diaz, ct al,
1989). Estos resultados sugieren que la insulina, el TGFB1 y la PGE1, amplifican la accién de la

PGF,, disparando diferentes eventos.

En células Swiss 3T3, la PGF,,, es capaz de estimular la actividad de las tirosinas quinasas
(TK), durante la induccion de la sintesis de ADN. Los procesos de sefalizacion del TGFB1

difieren de los disparados por la PGF2y, ya que éste no estimula el metabolismo de los

fosfatidil inositoles; tampoco aumenta el flujo del Calcio (Brown cl al. 1987). Sin embargo el TGFB1

despliega una accion concertada con algunos eventos dependientes de la PGF2q. Por ejemplo,

el 1-oleil-2-acetil-glicerol (OAG, un analogo del DAG) puede causar la activacion de la PKC y
TK, sin que estimule la sintesis de ADN, pero agregado junto con el TGFB1, si puede estimular
ésta ultima, Esta induccion se ve potenciada por la insulina y no por la PGE1, a pesar que las

dos ultimas juntas tienen efecto mitogénico en presencia de OAG.

El Factor inhibitorio de leucemia (LIF) es capaz de inducir sintesis de ADN en células
confluentes y arrestadas Swiss 3T3, en un rango de concentracién que va de 5-50ng/ml. El
efecto mitogénico del LIF se ve potenciado por accion tanto de la insulina como de la
prostaglandina E1 (PGE1). Ademas, el LIF no activa a la proteina 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 sintesis 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 PGF,, inducen
sintesis de ADN, sin embargo actuan aparentemente, mediante mecanismos de sefalizacion
diferentes, ya que, a diferencia del LIF, la PGF,, es capaz de iniciar la sintesis de ADN
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unicamente en células que contengan PKC, ademas el TGFB1 sinergiza la accién mitogénica
de la PGFy, no asi la del LIF. Por dltimo, el LIF y la PGFy, tienen efectos sinergicos en la
induccion de la sintesis de ADN.

REGULACION DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular en células somaticas, consta de cuatro procesos altamente coordinados: el
crecimiento celular, la replicacion del ADN, la distribucion de los cromosomas duplicados hacia
las células hijas y la division celular. La progresion entre las distintas fases del ciclo celular esta
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
sefnales extracelulares que controlan la proliferacion de las células. Durante la primera fase del
ciclo celular, llamada fase G,, la célula se prepara para la sintesis de ADN, para ello se
transcriben y sintetizan componentes necesarios para la replicacion del ADN. Se observa en
dicho estadio un continuo crecimiento celular. Luego de completar la fase G;, la célula inicia la
fase S (sintesis), durante la cual tiene lugar la replicacion del ADN. Una vez finalizada dicha
fase, se inicia la fase G, (gap), en la cual, la célula continua creciendo y se comienzan a
sintetizar proteinas requeridas para la mitosis. Por ultimo, la fase M del ciclo celular
corresponde a la mitosis, en la cual tiene lugar la separacién de los cromosomas hijos y
posterior division nuclear. Finalmente, la célula se divide (a éste paso se lo llama citoquinesis)

dando origen a dos células hijas con igual contenido genético.

Los mecanismos moleculares que controlan el ciclo celular estan formados esencialmente por
dos familias de proteinas conservadas en todos los eucariotas. Los reguladores positivos del
ciclo celular estan constituidos por un grupo de proteinas llamadas ciclinas (Sher. 1993; Yang.. et al,
1999 Sherr, 1995; Roberts, 1999). 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; Pincs. ct al. 1991; Lew, et al. 1996, Sherr, 1993). El genoma de mamifero 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 (cdc2, CDK2, CDK3, CDK4, CDK5,CDK6, CDK7), que pueden asociarse
entre si 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 especificas en residuos serina/treonina, y prolina. Las CDKs deben unirse
a las ciclinas para ser activas. En general las CDKs estan 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 uitimo existe una tercera
molécula regulatoria positiva que se denomina quinasa activadora de CDK (CAK) formada por
una ciclina llamada H y una CDK especifica llamada CDK7. Este complejo fosforila en un
residuo de treonina a algunos complejos de ciclina-CDK, regulando de forma positiva su
actividad. Ademas CAK forma parte de la maquinaria transcripcional y de reparacion del ADN
(Sclafani, 1996; 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 divisién (positivos o0 negativos) como a senales 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 lo largo del ciclo celular. Esto significa que la actividad de CDK puede ser
regulada en funcion de la cantidad de ciclina presente. Para que cada una de las ciclinas con su
correspondiente CDK se encuentren activadas en un determinado momento del ciclo celular, se
requiere de multiples mecanismos involucrados en la regulacion de la actividad de los
complejos ciclina-CDK. Estos mecanismos incluyen: sintesis y destruccion de ciclinas,
fosforilacion y desfostorilacion de CDK, asociacion de estos complejos con CDKI, controles en

la localizacion subcelular.

Los reguladores negativos del ciclo celular estdn 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 CDKls
pueden ser subdivididos en dos categorias. El primer grupo (llamado Cip/Kip) actua uniéndose
a una gran cantidad de complejos que estan formados por ciclina y CDK. Mientras que el
segundo grupo de CDKIs (llamado Ink4) inhibe la actividad de CDK4 y CDK6 especificamente.
El grupo de CDKI Cip/Kip esta formado por p21 (también llamado waf1,sdi1,0 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 la fase G, estan involucrados en el
arresto en esta fase de células en respuesta a sefales anti-proliferativas. Este arresto de
células, posibilita la entrada a procesos como quiescencia, diferenciaciéon terminal, senescencia
celular o la reparacién de danos del ADN (Funk ct al. 1998; Sherr. et al. 1999).

Por ultimo, existe una segunda familia de inhibidores negativos del ciclo celular, constituido por
proteinas de la familia de retinoblastoma, que incluye el producto del gen susceptible a
retinoblastoma (Rb) y proteinas relacionadas funcionalmente y estructuralmente, llamadas p130
y p107 (Graia, ct al. 1998). Estas proteinas unen e inhiben factores transcripcionales
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(pertenecientes a la familia E2F), estos ultimos son requeridos para la induccion de genes que
codifican proteinas necesarias para la progresion del ciclo celular y para la replicacion del ADN,
asi como también enzimas involucradas en la sintesis de deoxiribonucleosidos trifosfatos. Los
complejos formados por ciclina-CDK son capaces de fosforilar a la proteina Rb produciendo su
inactivacion, es decir permitiendo que los factores de transcripcion asociados al Rb sean

liberados y puedan de esta manera, ser activos.

En resumen, la regulacién molecular del ciclo celular, que mantiene el balance homeostatico
entre el crecimiento, diferenciaciéon, sobrevida y muerte celular, esta determinado por dos
grandes grupos de moléculas estimulatorias del ciclo celular (ciclinas, CDKs, CAK ) y moléculas

inhibitorias del ciclo celular (RB, CDKIs) (Blagosklonny 1999).

La proliferacion de células normales estd controlada por multiples mecanismos que actuan
conjuntamente en la regulacion del ciclo celular. Las células responden a una variedad de
senales extracelulares, incluyendo factores de crecimiento, antagonistas mitogénicos, y factores
que inducen la diferenciacion celular. Estos factores dictan distintos comportamientos celulares,
incluyendo la decision de crecer, diferenciarse o predeterminarse a morir. Cuando las células
emergen de un estado de quiescencia (fase Gg) y entran en la primera fase del ciclo (fase G;),
se induce la expresién de ciclinas D y posteriormente la de ciclinas E. Al comienzo de la sintesis
del ADN (fase S) se observa expresion de ciclina A. Posteriormente se induce la expresion de
ciclina B durante el intervalo entre la fase S y la mitosis, llamada fase G,, seguida de una rapida
degradacion al finalizar la mitosis (fase M) (Booher, ct al. 1989; Dractta, ct al. 1989; Moreno, ct al. 1989). Las
quinasas activadas por ciclinas (CDK), en células de mamifero, tienen un rol definido en cada
fase del ciclo. Las CDK4 y CDK®6 estan involucradas en la progresion de la fase G,. La CDK2 se
requiere tanto para la transicion G+/S como para la fase S. La cdc2 esta implicada en la fase M.
La CDK7 aparentemente tiene un rol dual, actia como quinasa activadora de CDK (CAK) y es
un integrante del factor de transcripcion TFlIH (el TFIIH forma parte de la maquinaria de
transcripcion basal y también se requiere para la reparacion del ADN). Por lo tanto, las primeras
ciclinas que se inducen a partir de células quiescentes, luego de un estimulo mitogénico, son
las ciclinas D. Estas se asocian con CDK4 y CDK6. Posteriormente, se sintetiza la ciclina E al
final de la fase G, y forma un complejo con CDK2. Se cree que actua como un factor limitante
en la transicion G4/S y durante la iniciacion de la fase S. La expresion 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 G, del ciclo celular. La sintesis y
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destruccion de ciclina B oscila posterior a la ciclina A. El complejo formado por ciclina B-CDC2
se cree que es importante para promover la 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 expresion durante la fase Gz (Kraus, et al. 1994; Cenciarelli, et al. 1999).
La ciclina G se sugiere que es un blanco transcipcional de p53, y que tal vez esté involucrado
en la reparacion o replicacion del ADN (Greener, et al. 2000). Ciclina | ha sido recientemente clonada,
sin embargo no se conoce su funcion. La ciclina C se expresa durante la fase G, del ciclo

celular (Liu, et al 1998).

Fase Gy/G, del ciclo celular:

La fase G, del ciclo celular es un periodo durante el cual la célula se prepara para la fase S,
caracterizada por la sintesis de ADN, histonas y algunas enzimas. La mayoria de las células
pos-embronarias requieren muchas horas para atravesar una serie de subfases de G,
comenzando a partir de Go 0 de un ciclo previo. Las células pos-embridnicas normalmente
cesan su proliferacion en la fase Gy o entran en un estado de quiescencia llamado fase Gy
luego de ser depletadas de suero, factores de crecimiento, nutrientes o por contacto con otras
células. La habilidad de arrestarse en la fase Gy, en respuesta a cambios ambientales, refleja
un mecanismo de regulacion, que opera estrictamente en células no transformadas, pero es
defectivo en células transformadas (Ver cancer y ciclo celular). En las células embridnicas y en
algunas células en cultivo, particularmente las transformadas, el periodo G, tiene una duracion
muy corta (Prescout, 1987). Existen dos hipotesis que explican este fendmeno, por un lado se
sugiere que la fase G, no existia en estos sistemas. Por otro lado, se sugiere que las fases
funcionales del ciclo celular se superponen (Cross et al. 1989). Los procesos de la fase G
requeridos para el inicio de la fase S pueden comenzar durante el ciclo anterior, al mismo
tiempo que otros, como la sintesis de ADN o la preparacion para la mitosis (Pardee, 1989). Por lo
tanto, el intervalo G, observado entre My S depende de cuanto progreso se ha efectuado en el

ciclo anterior.

Las células en el estadio G, difieren de las que estan en la fase G; en muchas propiedades
(Cross c1 al. 1989). Las células en Gy, disminuyen su tamano porque sus proteinas y ARNs son
degradados y no se resintetizan rapidamente. En la fase Gy las actividades enzimaticas y de
transporte a través de la membrana estan disminuidas y los ribosomas estan en su mayoria
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como monosomas (Cross et al. 1989). Cuando las células de mamifero se tornan quiescientes
aparecen algunos ARNs y proteinas nuevos (Schneider. 1988; Verma ct al.. 1988). La diferencia entre Go
y G, es fundamental en la proliferacion celular debido a que la velocidad de aumento de una
poblacidn celular es dependiente de la fraccion de células que entran en ciclo comparadas con

aquella que estan en Gy (Pardec, 1989).

La progresion desde G a la fase S difiere sustancialmente de la transicionG./S que se lleva a
cabo en células que inician un nuevo ciclo, luego de la mitosis, sin entrar previamente en Go.
Esta conclusion se basa no sélo en el hecho que las células que estan en Gy requieren mas
tiempo para llegar a S, sino también en las diferencias dramaticas que existen en la expresion
genética en las células que pasan a través de G, comparadas con las células estimuladas en
Go (Almendral et al. 1988; Pardee, 1989; Bravo 1990). Se ha establecido que muchos genes que son
inducidos en células estimuladas por mitégenos o reprimidos en las quiescentes, tales como c-
myc y c-fos no son regulados durante la progresion en el ciclo celular en células que proliferan
asincronicamente (Hann, et al. 1985; Bravo et al. 1986). Por |o tanto es muy importante distinguir entre la

progresiéon Go/S y la transicion G4/S.

Una de las caracteristicas fundamentales que poseen las células de mamifero estimuladas por
mitégenos, es la de adquirir la propiedad de estar determinadas a dividirse luego de un cierto
tiempo de exposicidn al mitdgeno. Pardee demostré que el crecimiento de las células, dependia
de la presencia de mitogenos, en el medio de cuitivo. Sin embargo, observd que esta
dependencia unicamente operaba durante un tiempo discreto al comienzo de la fase G y
finalizaba algunas horas antes del comienzo de la transicion Gi/S. Esta propiedad fue
denominada por Pardee como punto de restriccion R o punto de compromiso (en ingles
“commitment”). La misma, confiere a las células, la habilidad de memorizar un programa de
ordenes impartidas por el mitdgeno que permite iniciar la sintesis de ADN, y consecuentemente
la division de la célula. Por lo tanto, la regulacion de estos procesos, provee un complejo y
eficiente mecanismo para la coordinacion de los distintos eventos del ciclo celular.

Ademas, probablemente, el punto de "commitment”, es el momento a partir del cual la célula
es capaz de iniciar procesos de diferenciacion o procesos de senescencia.

Pardee observd ademas, que el agregado de concentraciones bajas de cicloheximida, un
inhibidor de la sintesis de proteinas, era capaz de bloquear la progresion a lo largo de G, si se
agregaba dicho inhibidor antes del punto de "commitment", pero la cicloheximida no tenia efecto
si se adicionaba en tiempos posteriores. Estos experimentos sugirieron que para alcanzar el

51



punto de “"commitment" se requeria la acumulaciéon de moléculas labiles, cuyos niveles eran
especialmente sensibles a los inhibidores de la biosintesis de proteinas. En la actualidad, se
postula que la mayoria de esas proteinas, estan representadas por las ciclinas D.

La ciclinas D se expresan durante la fase Gy y se localizan en el ndcleo de la célula. La
sintesis de dichas proteinas esta controlada por sefales extracelulares. Los distintos tipos de
ciclinas D (D1, D2, D3) difieren en la distribucion de los tejidos y en la periodicidad de
expresion, sin embargo, no se conocen diferencias funcionales entre las ciclinas D (Ando ct al..
1993; Kato etr al., 1993). Las ciclinas D son capaces de asociarse con las quinasas dependientes de
ciclinas de tipo 4 y 6 (CDK4 y CDK6). Se conocen dos funciones de estos complejos de
ciclinaD-CDK4/6 durante la fase G1 del ciclo celular, por un lado son capaces de fosforilar e
inactivar a la proteina Rb, y por otro lado son capaces de unir y secuestrar a los CDKI
pertenecientes a la familia Kip/Cip (particularmente p27) (Sherr. 1996), necesario para la activacion
de ciclina E.

La ciclina D1 es producto de un proto-oncogen llamado Bcl-1/PRAD1, cuya sobre-expresion
causada por amplificacion o estabilizacion del ARNm ha sido correlacionada con varios tipos de
cancer humanos (Motokura, et al. 1991: Rosenberg, ¢t al. 1991: Lammie, et al. 1991; Jiang, et al. 1992; Erikson ct al. 1984;
Tsujimoto, et al. 1985; Koduru, et al. 1989). La expresion de ciclinas D (particularmente ciclina D1y D2) es
rapidamente inducida luego del agregado de mitégeno, sus niveles declinan cuando el mitégeno
es removido o cuando se adicionan factores inhibitorios del 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 microinyeccién de anticuerpos anti-ciclina D1, o la
utilizacion de un vector anti-sentido de ciclina D1 en la fase G;, inhibe la entrada en fase S en
fibroblastos, mientras que la microinyeccion en la transicion G4/S, o en tiempos posteriores, no
produce ningun efecto. Por lo tanto, la expresion de ciclina D1 durante la fase G, es crucial para
la progresion a través del ciclo celular.

Alteracion de la biogénesis normal de proteinas y la resultante acumulacion de proteinas
incompletamente plegadas en el reticulo endoplasmico dispara una respuesta al estrés que
regula positivamente la expresién de chaperonas ER, mientras se reprime coordinadamente la
sintesis general de proteinas y se produce el arresto celular. La activacion de esta respuesta
con tunicamicina, segun la observacién de Brewer y colaboradores (Brewer et al. 1999), condujo a la
disminucion en la actividad de quinasas dependientes de ciclina D y ciclina E, y el arresto en la
fase G1, en fibroblastos de raton NIH3T3. La sintesis de proteina ciclina D1 se inhibié
rapidamente 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
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de Asua y colaboradores observaron que la tunicamicina (Estevez et al. 1997), un inhibidor de la N-
glicocilaciéon de proteinas unidas a asparagina, bloquearon la iniciacién de la sintesis de ADN
en células Swiss 3T3 estimuladas con Prostaglandina F2a sola o con insulina. Dicho efecto fue
observado unicamente cuando se adiciona tunicamicina de 0 a 8hs. luego de la estimulacién
mitogénica. Estos resultados sugieren que la sintesis de N-glicoproteinas durante la fase
temprana de G1 es un evento importante en el control de la mitogénesis estimulada pro la

Prostaglandina F2c.

Fase Gy/G, del ciclo celular en células Swiss 3T3:

Las células de raton suizo 3T3 (Swiss 3T3) son un modelo ideal para identificar las senales y
los mecanismos que controlan la proliferacion celular (Todaro et al. 1963). Estas células se arrestan
en la fase Gy¢/G; del ciclo celular cuando estan confluentes o cuando el medio de cultivo esta
deprivado de mitdgenos presentes en el suero (Ouo et al. 1985; Rozengurt, 1986). Pero pueden ser
inducidos a reiniciar la sintesis de ADN y la divisién de las células, mediante la adiciéon exdgena
de factores de crecimiento o citoquinas. Dichos mediadores intercelulares pueden ser: la
prostaglandina F2o. (PGF2,) (Jimenez de Asua et al. 1975; O°Farrel et al. 1979), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Carpenter. et al. 1979: Ouo et al. 1981), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF)
(Holly, ct al. 1974; Richmond et al. 1980), la vasopresina (Rozengurt et al. 1979), la bombesina (Rozengurt, et. al.
1983), el factor inhibitorio de leucemia (LIF) (shere levi et al. ) 0 el factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF) (Lopcz-Rivas ct al. 1984).

En términos generales, los mitégenos estimulan dos fendmenos basicos:

a) La progresion a través de la fase G, que esta constituida por una serie de eventos
organizados y relacionados temporalmente. Dicha fase en células Swiss 3T3 dura
aproximadamente 14 horas (Jimencz de Asua et al. 1979, 1977; Otto et al. 1981; Richmond ct al. 1980).

b) La sintesis de ADN, que comienza, para cada mitdgeno, con una velocidad caracteristica y
se desarrolla en forma asincronica en la poblacidn celular (Jimenez de Asua et al. 1977, 1979; Richmond et
al. 1980, Ouwo ct al. 1981). Las otras fases, G, y M que ocurren en forma subsecuente, son
relativamente independientes del control mitogénico (Neufeld. et al. 1998).

Cancer y ciclo celular:
La proliferacion de células normales esta controlada por multiples vias regulatorias, que

acabamos de desarrollar, actian 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 sefales extracelulares, incluyendo
factores de crecimiento, antagonistas mitogénicos, y factores de induccion de diferenciacion.
Estos dictan distintos comportamientos celulares, incluyendo la decision de crecer, diferenciarse
o predeterminarse a morir por apoptosis. Las células cancerigenas ignoran muchas de estas
sefnales regulatorias debido a mutaciones en genes que controlan vias que tienen que ver con
la progresion del ciclo celular (proto-oncogenes), o genes que controlan vias inhibitorias (genes
supresores de tumor) (Hartwell, et al. 1994; Hunter, 1993).

Las células cancerosas proliferan en forma descontrolada. Las diferencias mas significativas
entre las células cancerosas y las células normales son: incremento en la invasividad,
disminucidn en la sensibilidad ante drogas, pérdida de diferenciacion, menor requerimiento por
factores de crecimiento externos y carencia de inhibicidn por contacto. En algunos casos, las
células cancerosas producen factores de crecimiento que estimulan su propia proliferaciéon. En
otros casos, el menor requerimiento de factores de crecimiento se debe a que existen
anormalidades en el sistema de sefalizacion intracelular, por ejemplo ciertos receptores u otras
proteinas se encuentran activados independiente de los estimulos externos.

Las células cancerosas tienen menos adherencia que las células normales, frecuentemente
como resultado de la expresion reducida de moléculas de adhesion en la superficie celular. Esto
produce una mayor capacidad para abandonar el tejido de origen y como consecuencia, invadir
otros tejidos (metdastasis). Generalmente, estas células son capaces de secretar proteasas que
digieren los componentes de la matriz extracelular y permiten al invasion a tejidos normales
adyacentes. Ademas, secretan factores de crecimiento que promueven la formacion de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis).

Otra caracteristica de la mayoria de las células cancerosas es que estan alteradas sus
mecanismos de diferenciacion. Este defecto esta relacionado con la proliferacién anormal, ya
que células totalmente diferenciadas cesan de dividirse o se dividen unicamente ante estimulos
externos.

La acumulacidon de numerosas mutaciones en genes claves del control de la division producen
perturbaciones que desregulan en forma definitiva la proliferacién celular. En algunos casos, las
mutaciones promueven un mayor crecimiento selectivo de las células afectadas, llevando a una
excesiva e inapropiada division. Cuando esto ocurre en un organismo multicelular, la division
descontrolada puede dar origen a un gran numero de enfermedades, siendo la enfermedad mas
devastadora el cancer. En los Ultimos diez anos han existido numerosos ejemplos que

directamente conectan el control del ciclo celular con mutaciones que producen distintas formas
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de cancer.
Recientemente se han asociado alteraciones genéticas capaces de promover la proliferacion
celular descontrolada, con moléculas que controlan el ciclo celular, incluyendo tanto
componentes de la maquinaria que regula el ciclo, como mecanismos de traduccion de senales
(esto incluye receptores, factores de crecimiento, segundos mensajeros, y factores de
transcripcion) (Sherr. 1996).
En células de mamifero, las mayores decisiones que afectan la progresion del ciclo celular son
tomadas durante la fase G,. Tanto el desarrollo, la diferenciacion, como la apoptosis, dependen
primariamente de sefales que se dictan durante la fase G;. Es durante este periodo en que la
mayoria de las mutaciones en genes claves se asocian a tumorigenesis (Hunter. et al. 1996, Hall, et al.
1996).
La ciclina D1 humana (originalmente llamada PRAD-1) fue aislada en tumores paratiroides, a
partir de rearreglos de genes con la hormona paratiroide (Motokura, et al. 1991; Rosenberg, et al. 1991). En
adenomas paratiroideos, obtenidos de distintas fuentes, se observaron inversiones
cromosomales. La regién regulatoria 5° del gen de la hormona paratiroide, esta translocada a la
region codificante de la ciclina D1, esta transiocacién se asocia con una sobreexpresion
aberrante de ciclina D1, implicando a este fendmeno como un importante paso en la formacién
de estas lesiones. La sobreexpresion de ciclina D1 también se encuentra en neoplasias no
paratiroideas como cancer de mama, carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello
(Lammie. et al. 1991). Estudios de 20 tumores escamosos esofagiales humanos, mostraron que el
25% de ellos muestran amplificacion de ciclina D1 (iang, et al. 1992). En linfomas de células B
existe una sobreexpresion de ciclina D1, en linfomas centrociticos, el extremo 3'no codificante
del ARNm de ciclina D1 esta deletado. La regién 3'no codificante se supone que es importante
para la estabilidad del ARNm. Se observa un aumento en los niveles de la ciclina D1, tanto de
ARNmM como de su proteina (Rosenberg. ct al. 1991)

La expresidon 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 canceres de mamas, un tercio de los canceres esofageales, asi como en los

canceres de pulmén y vejiga, se encuentra una amplificacién en el locus de ciclina D;.



OBJETIVOS

Cuando un mitdégeno interactua con su receptor especifico en una célula, se generan senales

que conforman mecanismos de senalizacidn intracelulares. Estos eventos tempranos son
seguidos por alteraciones en moléculas regulatorias del ciclo celular, temporalmente
organizadas, que conducen finalmente a la division celular.

La induccion y expresion de proteinas que regulan el ciclo celular, estd dada por mecanismos
de senalizacion estimulados por mitdgenos. En términos generales, la regulaciéon de estas
proteinas esta sujeta a mecanismos precisos y de alta complejidad.

Resultados previos de este laboratorio han dilucidado algunos de los mecanismos de
senalizacion involucrados en la respuesta mitogénica de la PGF,, en fibroblastos de raton
Swiss 3T3 (imenez de Asua, et al. 1997: Goin et al. 1992, 1993). Estas células pueden ser cultivadas en
condiciones experimentales bien definidas y aquietadas en la fase Gy del ciclo celular. Por lo
tanto, constituyen un modelo excelente para el estudio de los mecanismos de control de la
proliferacion celular.

El objetivo general de esta tesis es estudiar el papel que cumplen factores mitogénicos, asi
como citoquinas en la regulacion del ciclo celular.

Este trabajo esta centrado en: dilucidar los mecanismos de sefalizacion que modulan la
expresion de las ciclinas D, estimulados por la PGF,, TGFB1, LIF y otras citoquinas
relacionadas. Analizar la relevancia que posee la inducciéon de ciclina D1, en el punto de
compromiso celular (“commitment’) para iniciar la fase S y dividirse. Estudiar los mecanismos
de senalizacion inducidos por el LIF necesarios para la mitogénesis.

El trabajo se centra fundamentalmente en los siguientes puntos:

1- Determinar las vias de senalizacion estimuladas por la PGF,, involucradas en la expresion
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 sintesis de
ADN.

2- Analizar el efecto del TGFB1 sobre la expresion de ciclina D1. Determinar la relacion entre
los niveles y la vida media del ARNm de ciclina D1 y el punto de compromiso celular
(“commitment’).

3- Estudiar los mecanismos de sefalizacion del LIF involucrados en el efecto mitogénico en
células Swiss 3T3. Analizar la participacion de la PGE1 e insulina en dicho efecto.

4- Estudiar las sinergias observadas entre LIF y los mecanismos de sefalizacion dependientes
de AMPc.

5- Determinar si los mecanismos mitogénicos del LIF son independientes de PKA, PKC y
MAPK.

6- Comparar los mecanismos de sefializacion ejercidos por el LIF con aquellos promovidos por
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la PGF,,, necesarios para iniciar la sintesis de ADN y posterior division celular.

7- Estudiar los factores de transcripcion involucrados en los mecanismos de senalizacion del
LIF y otras citoquinas relacionadas.

8- Analizar la expresion de moléculas regulatorias del ciclo celular (ciclina D1, D2, D3, CDK4,y
CDKB®6) estimulados por el LIF y la PGF,.

9- Comparar los mecanismos de senalizacion ejercidos por el LIF con aquellos promovidos por
citoquinas pertenecientes a la misma familia (OSM, CNTF, IL-6) necesarios para iniciar la
sintesis de ADN y posterior division celular.



RESULTADOS
PRIMERA PARTE

Expresion de la ciclina D1 inducida por la PGF,,

Para el estudio del control de la proliferacion celular, se utilizaron cultivos de celulas Swiss
3T3. Estas células constituyen un modelo muy apropiado para identificar las senales y los
mecanismos que controlan la division celular. Pueden ser cultivadas en condiciones
experimentales bien definidas y se arrestan en la fase Gy del ciclo celular al llegar a confluencia
0 cuando son cultivadas en un medio privado de los agentes mitogénicos presentes en el suero
(Rozengurt, 1986, 1991; Jimenez de Asia, 1976; 1977 1997).

Durante la fase G, del ciclo celular, ocurren en la célula eventos que deciden el destino de la
misma: o bien la célula continda a través del ciclo y se divide, o ingresa a un estado de
quiescencia (Go). Esta determinacion del destino de la célula se designa globalmente como
“compromiso celular’ (La expresion utilizada en lengua inglesa es cell commitment) y esta
mediada en parte por factores de crecimiento y factores no mitogénicos que se encuentran en
el medio extracelular.

El mecanismo molecular involucrado en la regulacion de la fase G, es complejo. Las ciclinas D
y las CDKs han sido postuladas como proteinas reguladoras de la fase G,. Las ciclinas D
cumplen un rol fundamental en la transduccion de sefales en la fase Gy del ciclo. La presencia
de suero en el medio de cultivo induce su sintesis. 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 sintesis de ADN. Se considera a las ciclinas D como "sensores" que integran
senales extracelulares con la maquinaria del ciclo celular, en respuesta a factores de
crecimiento (Matsushime et al. 1991).

Resultados previos de este laboratorio han demostrado que la PGF,, es capaz de inducir
sintesis de ADN en células Swiss 3T3 (Jimenez de Asua. et al. 1979:1977; Ouo et al. 1981). Con el objeto de
determinar el efecto de PGF,, sobre la expresion de ciclina D1, cultivos celulares aquietados y
confluentes fueron estimulados por distintos lapsos (4,6,8,10,12,14,16 horas) con PGFy,
(300ng/ml). Utilizando la técnica de Northern Blot, se observé que la estimulacion con PGFz,
(300ng/ml) induce la expresion del ARNm de ciclina D1 en células Swiss 3T3 en cultivo (Fig:
1A). Dicha expresion muestra una variacion caracteristica segun la duracion del estimulo. La
PGF,, induce la expresion de ARNm de ciclina D1 luego de 6 horas de estimulacion; alcanza un
maximo luego de 9-12 horas y posteriormente comienza a declinar llegando a un minimo a las
14 horas (Fig: 1A, 1D). Mediante la técnica de Western blot se observé que la expresion de la
proteina ciclina D1 comienza a observarse a las 8 horas (Fig: 1B). El pico maximo en la
expresion de proteina cicina D1 ocurre a partir de las 10-12 horas (Fig: 1B). En contraste con lo
observado para la expresion del ARNm, la proteina se mantiene en un nivel elevado de
expresion mas alla de las 16 horas posteriores al inicio de la estimulacion con PGFy,.

Para determinar el tiempo minimo de estimulacién de PGF,, necesario para inducir sintesis de
ADN, se determind por autoradiografia, el porcentaje de células en fase S, luego de la
aplicacion de PGF,, y el agregado de timidina tritiada a los cultivos. Se observé que cuando las
células Swiss 3T3 se exponen a la PGF,, durante un lapso mayor a 8-10 horas, quedan
comprometidas hacia la division celular, ya que, aun luego de remover el estimulo, se observa
sintesis de ADN (medida a las 28 hs, contadas a partir del inicio de la estimulacion), llegando a
un maximo en la sintesis de ADN a las 14-15 horas del estimulo (Fig: 1C). Si la PGFy es
retirada antes de las 8-10 hs no se verifica este efecto (Fig: 1C). Es decir que se requiere un
tiempo minimo de exposicion al factor mitogénico, para que se establezca el compromiso
celular hacia la sintesis de ADN. Si el lapso de estimulacion con PGF,, es menor, las células
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son incapaces de iniciar el ciclo celular.

Estos resultados indican que la PGF,, es capaz de inducir la expresion de ciclina D1 y que
existe una coincidencia entre el tiempo necesario para alcanzar el maximo en la cantidad de
expresion de mensajero de ciclina D1 (Fig: 1D), y aquél requerido para alcanzar el compromiso
celular hacia la sintesis de ADN (Fig: 1C).
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Figura 1: Regulacion de la expresion de ciclina D1 estimulado por PGF,.

A. Las células Swiss 3T3 quiescentes, fueron cultivadas en condiciones control (C) o con PGF,, durante
los tiempos indicados y se determinaron los niveles de ARNm correspondiente a la ciclina D1, por
Northern blot. El panel inferior muestra la hibridizacién con una sonda de 18S como referencia de
normalizacion.

B. Las células Swiss 3T3 quiescentes fueron cultivadas en condiciones control (C) o con PGF,, durante
los tiempos indicados y se determinaron los niveles proteinas correspondientes a la ciclina D1, D2, D3 y
CDK4, por Western blot.

C. La PGF;, 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 0 a 28 hs. y procesados para
autorradiografia (A).

D. Resultados de la cuantificacién del ARNm de ciclina D1 relativo a la sefial del 18S mostrado en A (e).
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Expresion de la proteina de ciclina D1 inducida por mecanismos dependientes de PKC

Se ha demostrado previamente que la PGF,, estimula el metabolismo de fosfatidil inositol y
aumenta el contenido de diacilglicerol (DAG) intracelular y de inositol 1,4,5 trifosfato (IPs), en
células Swiss 3T3 en cultivo Jimenez de Asua. et al. 1992; Goin et al. 1993). El IP3 es capaz de movilizar
Ca® a partir de reservorios intracelulares, mientras que el DAG activa a la proteina quinasa C
(PKC).

Con el objeto de investigar si estos mecanismos de sefalizacion estimulados por la PGF,, son
capaces de estimular la expresion de ciclina D1, se utilizaron el 1-oleil-2-acetil-glicerol (OAG)
(100ug/mi), analogo del DAG vy activador de la PKC, y el A23187, iondforo de calcio capaz de
aumentar los niveles de calcio citosélicos.

Las células fueron estimuladas con OAG, con A23187, o con ambos en combinacion. Se
determiné la expresion de la proteina ciclina D1 luego de 10 horas de estimulo, utilizando la
técnica de Western blot (Fig: 2A). Se comprobé que el OAG es capaz de inducir la expresion de
ciclina D1 pero que sin embargo no induce la sintesis de ADN (Fig: 2A y B). Por otra parte se
observd que el A23187 no es capaz de inducir la expresién de ciclina D1 ni la sintesis de ADN
en estas células (Fig: 2A y B). Con el agregado conjunto de A23187 y OAG se verifico una
induccion de ciclina D1 a niveles similares a los observados con la adicién de OAG solo (Fig:2A
y B). Tampoco en este caso se indujo la sintesis de ADN (Fig: 2A y B).

Estos resultados demuestran que la expresion de ciclina D1 no es suficiente para inducir la
sintesis de ADN, ya que el OAG es capaz de inducir la expresion de ciclina D1, pero no la
sintesis de ADN. Se puede inferir, ademas que la induccion de la sintesis de ADN por PGF;,
involucra mecanismos de sefnalizacion adicionales.

El factor de crecimiento transformante 1 (TGFB1), sin ser mitogénico por si mismo en células
Swiss 3T3, potencia si embargo, el efecto mitogénico del la PGF,,. Se investigé la posibilidad
de que los mecanismos de senalizacion estimulados por el TGFB1 fuesen capaces de
complementarse con la accién del OAG o del Ca®*, sobre la expresién de ciclina D1 (Fig:2A y
B).

Se observé que el TGFB1 no es capaz de inducir la expresion de ciclina D1, sin embargo,
potencia la induccidon de ciclina D1 por OAG. En estas condiciones, TGFB1 y OAG en
combinacion, inducen la sintesis de ADN. En contraste, la combinacion de TGFB1 y A23187, no
logra inducir la expresion de ciclina D1 ni la sintesis de ADN.

Estos resultados sugieren que podria existir una convergencia de senales intracelulares entre el

OAG y el TGFB1 necesarias para la induccion de ciclina D1, o bien el TGFB1 seria capaz de
estabilizar el ARNm y/o la proteina ciclina D1.
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Figura 2: Diferentes mecanismos de senalizacion que regulan la expresion de ciclina D1 y la
sintesis de ADN.

A Las células Swiss 3T3 fueron cultivadas en condiciones control (C), con ionéforo de calcio (Ca™), con
OAG, con TGFB1 o con PGF,, durante 10 horas y se determinaron los niveles de proteinas
correspondiente a ciclina D1 por Western blot.

B Efecto de ioné6foro de calcio, OAG, TGFB1 y PGF,, sobre la sintesis de ADN. Las células se cultivaron
con los mismos estimulos que en A durante 28 horas en presencia de metil [3H] timidina y procesadas
para autorradiografia.

El TGFB1 potencia la sintesis de ADN estimulada por PGF,,. Cinética de entrada en fase S

Resultados previos de este laboratorio demostraron que el TGFB1, que por si solo no estimula
la replicacion del ADN, potencia, sin embargo, el efecto de la PGF,,. La PGF,, (300ng/ml)
induce la sintesis de ADN en un 18% de las células luego de 28hs de estimulacion. Mientras
que el agregado conjunto del TGFB1 con la PGF,,, potencia el efecto mitogénico de ésta ultima,
ya que, en este caso el porcentaje de células que inician la sintesis de ADN, luego de 28h de
estimulacion, es del 80%. Para dichos experimentos, se utilizaron cultivos confluentes de
células Swiss 3T3 aquietadas en la fase G,. Luego de la aplicacion de los diferentes estimulos y
el agregado de timidina tritiada a los cultivos (Gomez de Alzaga,. 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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gue se incrementa el porcentaje de células que han comenzado a sintetizar ADN; o se debe a
una disminucion en la duracion de la fase G, del ciclo celular; 0 a una combinacién de ambas
situaciones. Mediante la determinacién del porcentaje de células que incorporaron timidina
tritiada, a distintos intervalos de tiempos luego del comienzo de la estimulacion conjunta de
PGF,, y TGFB1 pudimos establecer que la potenciacion del TGFB1 en la sintesis de ADN
estimulada por la PGF,, ocurre a través del aumento de la tasa de reclutamiento de células
para la sintesis de ADN, sin alterar la duracién de la fase G, (fig 3).

B % &
L 4
80 |
S
w
)
T
a Q’
)
60 z \ /
() i /
3 : ?\
w
~ |8 \ /
2 20;’»— Py /
w L i
@ 0 Hr— ‘ ——
< 0 15 25 % |
I 40t !
(a8 HOURS :
w /
= !
o)
-
-
w
(@]
20 |-
0 éu-o . 0@ QU v B o\ iy o—Y4
0 5 15 2 )

HOURS

Figura 3: Cinética de entrada en fase S estimulado por PGF,, solo, o con el agregado de TGF-f,
Las células fueron estimuladas de la siguiente manera: (m) PGF,, presente continuamente, (¢) PGF,, y
TGF-B, presente continuamente; (o) PGF,, presente 6 horas; (®)PGF,, presente 6 horas luego de lo
cual, se remueve y se adiciona TGF-B,; (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
autorradiogratia. Inserto: los mismos resultados representados en escala logaritmica.
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Efecto de la PGF,, y el TGF-8, sobre el compromiso celular

Continuando con la misma metodologia, determinamos que, como se observo previamente,
cuando las células Swiss 3T3 se exponen a la PGF,, durante un lapso minimo de 8-10 horas,
quedan comprometidas hacia la division celular, ya que, aun luego de remover el estimulo, se
observa sintesis de ADN medido a las 28 hs contadas a partir del inicio de la estimulacién. Si la
PGF,, se retira antes de las 8-10 hs, no se verifica este efecto (fig. 4, tridangulos llenos). Es decir
que se requiere un tiempo minimo de exposicion al factor mitogénico para que se produzca el
compromiso celular hacia la sintesis de ADN; si el lapso de estimulacion con PGF,, es menor,
las células seran incapaces de iniciar el ciclo celular. Sin embargo, si luego de la remocién del
mitdgeno, se agrega TGFBR1 en el medio de cultivo, se reduce el tiempo de exposicién al
mitégeno necesario para que las células adquieran la capacidad de iniciar la sintesis de ADN
(Fig 4 circulos). Observamos que este efecto es aun mas marcado si el TGFB1 se agrega
conjuntamente con la PGF,, al comenzar la estimulacién, y solo se remueve, en los tiempos
indicados, la PGFy, (Fig 4, tridangulos abiertos).

Podemos concluir que el efecto del TGFB1 sobre la sintesis de ADN en células Swiss 3T3 en
cultivo no es tan solo potenciar la induccion mediada por PGF,, sino también provocar una
disminucion en el tiempo minimo de estimulacién con PGF,, necesario para iniciar la sintesis de
ADN. Entonces, en este tipo de células en cultivo, el TGFB1 regula el compromiso celular hacia
la division.
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Figura 4: Efecto de la PGF,, y TGFB; sobre el compromiso celular:

Cultivos de células Swiss 3T3 confluentes y arrestadas fueron sometidos en presencia continua de metil
[*H] timidina a distintos tratamientos (desde t = 0): TGFB, (o), PGF2, (A y O) 0 PGF,+TGFB; (A). Luego
de distintos lapsos (t = x, en hs en el eje de abscisas) se retiré el medio de cultivo y se agregé6: medio
condicionado (o y A) o medio condicionado + TGFp, (O y A), junto con metil [*H] timidina en todos los
tratamientos. Se continud con el cultivo hasta cumplidas 28 hs en todos los casos, tiempo al cual se retird
el medio y luego de lavar las células se procesaron las distintas placas (correspondientes a los distintos
lapsos y distintos tratamientos) para autorradiografia. El 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 estimulo (a) o tratados (t = 0) con PGF,, (b), TGFB, (c) 0 suero (d).
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Efecto del TGF-B, sobre la estabilizacion del ARNm de ciclina D1

La expresion de ciclina D1 podria ser necesaria para la progresion de las células durante la
fase G1. Si esto fuese asi, la rapida degradaciéon de ciclina D1 (Matsushime et al. 1991) podria no
permitir a las células la entrada en fase S, al menos que la PGF,, estuviera presente durante 10
horas o mas. Cuando la PGF,, es removida del medio a tiempos tempranos (4-8 horas) y se
agrega TGFB1, las células son capaces de iniciar la sintesis de ADN, por lo tanto, una hipétesis
factible podria ser que el factor no mitogénico (el TGFB1), estuviera estabilizando a la ciclina
D1, una vez removida la PGFy,. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el TGFB1, mantiene el
compromiso celular hacia la sintesis de ADN, adn después de ser removido el mitégeno,
estudiamos la expresion del ARNm de la ciclina D1 luego de la remocion de la PGF,,, con el
agregado inmediato posterior de TGFB1. Para ello estimulamos las células con PGF,, y luego
de 7 horas removimos el medio de cultivo con mitégeno y lo reemplazamos por medio
condicionado (obtenido de otras células arrestadas, en las mismas condiciones, pero no
expuestas a mitégeno) solo o con el agregado de TGFB1. Realizamos la medicion de los
niveles de ARN mensajero de ciclina D1 luego de distintos lapsos a continuacion del cambio de
medio. Pudimos observar que cuando, luego de la remocion del mitdgeno se agregd
unicamente medio condicionado, el mensajero de ciclina D1 fue degradado rapidamente. Este
resultado es coincidente con la observacion de que las células en estas condiciones no son
capaces de iniciar el ciclo celular (como se mostré en la figura 4). Sin embargo, si luego de la
remocion del mitdgeno se agrega TGFB1, que no es capaz de inducir la expresién 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 la PGF,,, y consecuentemente de mantener el compromiso
celular hacia la sintesis de ADN.

Si bien es un resultado preliminar (dado que el numero de experimentos fue igual a dos), se
observo que si en el momento de la remocién del mitégeno del experimento recién mencionado,
se agrega un inhibidor de la transcripcion, el 5,6 dicloro benzimidazol (DRB) previamente al
agregado del TGFB1, observamos que el patron temporal de los niveles de mensajero de ciclina
D1 no se ven alterados por la presencia del inhibidor de la transcripcién, indicando que,
aparentemente, el efecto del TGFB1 es a través de la estabilizacién del mensajero y no de una
mayor sintesis de ciclina D1. Esta estabilizacién estaria mediando el mantenimiento de la
capacidad de las células para dividirse, luego de la remocion del mitégeno.
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Figura 5: Efecto del TGFB1 en estabilizacion del ARNm de ciclina D1:

Las celulas Swiss 3T3 fueron cultivadas en ausencia (C) o en presencia de PGF,,, TGFB1, durante 7
horas, luego de lo cual se extrae el ARN total. Luego de 7 horas de estimulaciéon con PGF,, se remueve
el medio de cultivo y se agrega medio condicionado (-), o bien medio condicionado en presencia de
TGFB1 (+TGFB1), 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 la
hibridizacién con una sonda de 18S como referencia de normalizacion.

Secuencias estabilizantes en el ARNm de ciclina D1

Por analisis 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 estan presentes en el
ARNm de la ribonucleotido reductasa, en la cual el TGFB1 causa una estabilizacion de dicho
mensajero via la induccién/activacion de una proteina de 75Kd. Esta secuencia consenso se
encuentra en cuatro sitios de la region 3" no codificante del ARNm de ciclina D1 (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 la accion de AMPc, causa la estabilizacion del
ARNm de Glut1 via la induccion de un factor proteico que se une a ésta secuencia consenso e
impide la degradacién. En el ARNm de ciclina D1, la secuencia consenso se encuentra en cinco
sitios de la regién 3" no codificante, esta secuencia ya habia 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 regiéon 3" no codificante del
ARNm de ciclina D1 (fig. 6).
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1021 wucugagggccaccgggcaggcegggagccaccasguaguggcacccgcaaagaggaaggag
1081 ccagcccgggugcuccugacgacguccceccuuggggacauguuguuaccagaagaggaag
1141  uuuuguucucuuuguugguuguuuuuccuua aucuuucuccuuucuaucugauuuaagca
1201 aaagagasasasauaucugasagcugucuuaaagagagagagagagagagauagaaucug
1261 caucacccugagaguagggagccagggggugcuacaasaauagaauucuguaccccagua
1321 aucaacuaguuuucuauuaaugugcuugucuguucusagaguaggauuaacacaggggaa
1381 gucuugagaaggaguuyugagucuuuuauauguuuuasaaasaaaaagcuuaagaaacauu
1441 gcuuuaaasaggaaggaaasaasasauacagcaaaccauuguuasaguagaagaguuuuuag
1501 guugagaaauguacucugcuuugcugaaaagccacagcuuaggeccucagccucacucce

1561 uggcuuggcucagugccuacagceccuguuaccugauaccugugcuuuaucccagggguggyg

1621 cagaccucuusaccuuauagauggucagugcgaccucuaguggucucauggcguguggea
1681 caacccceccuccccagggcucagcuuaaugugcccucucccecccaacaaccugcagguuc
1741 acagcgccagccacacagcgguagggaugasauagugacausauauauucuauuuuugua
1801 accuuccuauuuuguagcucuguuuagagagaugcugguuuuugccugaaggeccugeag
1861 ccugcccacaucagguuaaacccacagcuuugugugugguuuguuuuguuguguuuucuu
1921 ucucuauguuccaagsaccauuccauuucaasgcacuuuuggucagcuagcuggaggcagu
1981 guugcugguguguguuggggggagggguucuaauggasuggauggggauguccacacacy
2041 cauucagauggcuguacaacagguuguagggcugguaguaugaggugcuugggaaguuuu
2101 guugggucaagaagagagaacucuguucucgcaccaccgggaucuguccugcaaaguuga
2161 agggauccuuuggugccagcugguguuuggaaguaggaaccaugauggcauuaccuggac
2221 aaggagauuggggacaacucuuaagucucacacaggaggcuuuuaaacacuaaaaugucu
2281 aauuujuacuuaaggcuacagaagaguauuuaugggasaggcugcccaugaccaguguga
2341 cucaaagcaaugugaucucccuugauucaaacgcacaccucugcccugcuggagaagguu
2401 uagggccaugucugagagauuggucuuuuauugggcaacggggggggggggggggggguc
2461 <cuuasasasasasaaccacasagacagagauuuggucugcuugacuuuucccaacccaace

2521 csauuggccccauuggagagccauccasacugaggaasauuaggggacuccaaaagaguu
2581 ugauucuggcacauucuugccgcugcccccaaguuaacaacaguagguaauuugcacace

2641 ucuggcucugugccuuucuauuaggacuuuuuggcaasaagguggagagegggaggcuuaa
2701 gaggggaugugagggaagaggugaaggugggaccacaugggacaggccacggcuccucuc
2761 auggcgcugcuaccgaugacucccaggaucccaggcguucagaaccagauucucauugeu
2821 uuguaucuuucacguuguuuucgc ugcuauuggagggucaguuuuguuuuguuuuguuuu
28681 acaasugucagacugccauguucasguuuuaauuuccucauagaguguguuuacagaugee
2941 cuuuuuuguacuuuuuUuUuUUa a uugug aucuauuuuggcuuaaugugauuaccgcugu
3001 auuccaasasaaaaaasaaaassaaasaaagagguuccuguucacaauaccucauguauca
3061 ucuagccaugcacgagcecuggcaggcaggugggcggucugecuccagggauccugggace
3121 cugauggcgaucguccugucaugcugggceccuucauuugaucugggacauagcaucacag
3181 cggucagggcaccuggauuguucuguuaucgauauuguuacuuguagecggecuguuguge
3241 augccaccaugcugcuggcccggagggauuugcucugagucuccggugcaucauuug auc
3301 uguuagguucuaguguuccgucuuguuuuguguuaauuacagcauugugcuaauguaaag
3361 acucugccuuugcgaacgcagcugcagugcuguaggeccccaaguucccuagcaageuge
3421 caaaccaaaacgggcaccaccagcucagcugaggcaucccagceccaggcaggacccuugag
3481 ggccgcuguguccauggugauggggugagguuuuggecaasaggccauagacugguggug
3541 gguccacggaaucugcccugugacaugaaaggouuugaggacucuggcugguggccaggu
3601 uggcuuuuuguauuucugguugacacaccauggcgcocuucccagcacagacaugugaccag
3661 <caugguccaggasaaaaaaaagacaasasaucuagaaaauaaaauugguaaasaucucaaa

3721  aaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 6: Andlisis de secuencia de la reglén 3" no codificante del ARNm de clclina D1:
En la figura se muestran subrrayadas las secuencias: AUUUA, GAGUUUNNN/NNNUUUGAG, GCUUGC
y poliA, presentes en la regién 3° no codificante del ARNm de ciclina D1.
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Efecto de la retro modulacion de la PKC en la expresion de ciclina D1

En base a las evidencias encontradas que vinculan la induccién de ciclina D1 por PGF,, con la
activacion de PKC se decidido examinar si la PGF,, estimula la expresion de ciclina D1 sdlo a
través de la activacion de la PKC o si existen otros mecanismos de sefalizacién involucrados.
La estrategia utilizada consistio en estudiar el efecto de la PGF,, en células Swiss 3T3 privadas
de PKC. Para ello se recurrio a la retromodulacion (downmodulation 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 la
expresion de la PKC). Se comprobd que en estas condiciones la PGF,, es capaz de estimular la
expresion de ciclina D1 pero en menor proporcion que en células con la actividad de PKC
intacta. Por otra parte el OAG es incapaz de inducir la expresiéon de ciclina D1 en células
tratadas con TPA (Fig: 7A y B). Esto sugiere que la estimulacion de la expresion de ciclina D1
por PGF,, involucra al menos dos vias de sefalizacion independientes: una a través de la PKC
y otra no relacionada con dicha enzima.
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Figura 7: Efecto de la retromodulacion de la PKC sobre la expresion del ARNm de ciclina D1
estimulada por la PGF,, 0 el OAG:

A. Las células Swiss 3T3 fueron pretratadas durante 72 horas en presencia de TPA, en medio control (C)
o con el agregado de PGF,, (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 la hibridizacién con una sonda de 18S como referencia de normalizacion.

B. Cuantificacion del ARNm de ciclina D1 relativo a la senal del 18S mostrado en A.
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Efecto del GF en la expresion del ARNm de la ciclina D1

Se utilizé 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 PGF,, u OAG (Fig: 8A y B). En estas condiciones
se observo estimulacion de la expresion de ciclina D1 por la PGF,, pero no por OAG (Fig: 8Ay
B). En la figura 8C se observa la inhibicién del GF, en la sintesis de ADN estimulada por PGF,.
Estos resultados refuerzan y confirman las observaciones hechas en el punto anterior,
utilizando otra estrategia experimental.
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Figura 8: Efecto del GF109203X sobre la expresion de ciclina D1 estimulada por la PGF,, 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 PGF,, (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 hibridizacién con una sonda de 18S como
referencia de normalizacion.

B. Cuantificacién del ARNm de ciclina D1 relativo a la sefal del 18S 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 PGF,, durante 28
horas en presencia de metil [3H] timidina y procesadas por autorradiografia.
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Expresion de la proteina ciclina D1 inducida por mecanismos dependientes de PTK:

Dada la capacidad de la PGF,, de inducir la fosforilacion de tirosina en proteinas intracelulares
(Jimenez de Asua 1997), resulta plausible que la expresion de ciclina D1 inducida por la PGFy,
estuviese mediada por mecanismos de senalizacion dependientes de proteinas quinasas de
tirosina (PTK). Para investigar esta hipotesis, se trataron células Swiss 3T3 con vanadato de
sodio (NazVO,), un inhibidor de la fosfatasas de tirosinas (Fig: 9A). Se observé que el NazVO,
es capaz de inducir la expresion de ciclina D1 (Fig: 9A). Sin embargo, la presencia de esta sal
no basta para inducir la sintesis de ADN (Fig: 9B). Para iniciar el ciclo celular es necesaria la
presencia conjunta de NazVO, y OAG (Fig: 9B). A23187, un agente capaz de movilizar calcio
intracelular, potencian este efecto, pero no aumenta los niveles de ciclina D1 estimulados por el
NazVO, y OAG.

Estos resultados indican la participacion tanto de mecanismos de sefalizacion dependientes de
PKC como de PTK en la estimulacién de la expresion de ciclina D1. Sin embargo, se requiere la
accion de ambos tipos de mecanismos, para posibilitar la induccion de sintesis de ADN y en
consecuencia, el inicio del ciclo celular.
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Figura 9: Diferentes mecanismos de senalizacion que regulan la expresion de ciclina D1 y la
sintesis de ADN.

A Las células Swiss 3T3 fueron cultivadas en condiciones control (C), con vanadato de sodio (OV'), con
OAG o con A23187 (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 estimulos que en A durante 28 horas, en presencia de metil
[3H] timidina y fueron procesadas para autorradiografia.
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SEGUNDA PARTE:

La accion mitogénica del factor inhibidor de leucemia (LIF) es independiente de la
activacion de la PKC.

Una serie de experimentos realizados previamente en nuestro laboratorio demostraron que el
LIF estimula la sintesis de ADN en cultivos confluentes de células Swiss 3T3 arrestadas (Shere
Levy ct al. 1997). Ademas, se encontro evidencia de que el efecto mitogénico del LIF no requeriria
de mecanismos de sefalizacion dependientes de PKC y que, por el contrario, la PKC seria
necesaria para la estimulacion de la sintesis de ADN por PGF,,. Entonces, el LIF y la PGF,,,
actuarian aparentemente a través de mecanismos de sefalizacién intracelular diferentes (Shere
Levy et al). Los tratamientos prolongados con TPA utilizados en los citados experimentos, ademas
de retromodular la PKC, ejercen una gran variedad de efectos, incluyendo la transcripcion de
genes (Huang ct al,1995; Hunter ct al. 1992). Por ello se desidié utilizar un inhibidor especifico de la PKC
para confirmar los resultados antes mencionados. Numerosos inhibidores de PKC han sido
descriptos. Sin embargo, el GF109203X es uno de los mas especificos (Toullec, et al. 1991). Su
accion inhibitoria esta dada a través de la unién al sitio catalitico de la PKC.

El efecto mitogénico del LIF en 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 PGF,, no es capaz de ejercer su accién mitogénica, sin
embargo, la combinacion del LIF y la PGF,, promueve 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 asi en células pre tratadas con GF 109203X (Tabla 1).
Es interesante notar que cuando las células son tratadas con TPA, produciendo la
retromodulacién de la PKC, la PGF,, no puede inducir la sintesis de ADN pero si la fosforilacion
de proteinas en tirosina (isis de la Dra. Mercedes Goin, pag100).

Podemos concluir que mientras el efecto mitogénico de la PGF,, involucra la activaciéon de
PKC, el LIF actua por un mecanismo de sefializacion independiente de PKC. El agregado de
LIF y la PGF,, inducen mitogénesis en forma sinérgica. Sin embargo, este efecto sinérgico es
independiente de PKC ya que la sintesis de ADN inducida por ambos mitdgenos es semejante
en ausencia y en presencia de PKC. Resta determinar si el efecto de sinergia entre el LIF y la
PGF,, estd mediado por la activacion de la PTK o por una via alternativa. Ademas, el hecho de
que un andlogo de DAG, capaz de activar a la PKC, potencie el efecto mitogénico del LIF,
estaria indicando que existirian mecanismos de senalizacion dependientes de PKC capaces de
potenciar el efecto mitogénico del LIF.
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i Cells in S Phase (%)
 Additions | - GF
‘ .
. Control | 0.8 0.9
' 0AG | 0.9 0.5
LIF | 29.5 28.5 ;
PGF,. 20.1 1.1 i
 LIF + OAG i 47.1 28.2
] LIF + PGF_ | 65.1 64.7
| |

Tabla 1: Sintesis de ADN estimulada por el LIF o la PGF,, 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: PGF,, (300ng/ml), LIF (100ng/ml), OAG
(100ug/ml). El porcentaje de células con nucleos marcados se determiné a las 28 horas de cultive. Cada
uno de los resultados son medias de cuantriplicados de campos conteniendo 600 células
aproximadamente cada uno.

El LIF estimula la sintesis de ADN a través de un mecanismo independiente de la
farnesilacion proteinas

La presencia de inhibidores competitivos de la hidroxi-metil-glutaril CoA (HMG-CoA) reductasa,
como la lovastatina (LOV), bloquea la produccidon de acido mevaldnico. Este ultimo es un
precursor esencial para la biosintesis de compuestos isoprenoides. Evidencias recientes han
mostrado que el mevalonato actia como precursor de moléculas preniladas involucradas en la
proliferacion celular. Especificamente, la LOV bloquea la farnesilacion del producto del
protoncogen p21®, por lo tanto, inhibe la insercién de la proteina ras en la superficie de la
membrana e inhibe la actividad de la misma (Albens ct al.. 1980; Fairbanks ct al., 1984: Hancock, JF. 1993).
Este efecto inhibitorio de LOV es revertido por el agregado exégeno de mevalonato.

Para determinar la importancia de la isoprenilacion de proteinas, en los efectos mitogénicos de
la PGF,, y el LIF, las células fueron pretratadas con LOV, para luego medir la sintesis de ADN
(Fig: 10A). Se observd que el agregado de bajas concentraciones de LOV no inhibe la sintesis
de ADN inducida por LIF. Sin embargo, luego del agregado de LOV (10uM) la induccién de
sintesis de ADN por PGF,,. fue inhibida en mas del 50% (fig: 10B).La insulina, que no es
mitogénica en estas células, potencia el efecto mitogénico tanto de la PGF,, como del LIF. Se
determiné si la sinergia producida por la insulina, en el efecto mitogénico del LIF y de la PGFy,
ocurre o0 no a nivel de la farnesilacion de proteinas. La LOV adicionada a distintas
concentraciones, tanto sola como en combinacién con la insulina, no tiene efecto sobre la
sintesis de ADN (Fig: 10A). En cuanto a la potenciaciéon de la accién de los mitdgenos por la
insulina, la LOV inhibe este efecto en el caso de la PGF,, pero no en el del LiF (Fig: 10A).
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Figura 10: Accion diferencial de lovastatina en la sintesis de ADN inducida por LIF o PGF,,

A: Las células Swiss 3T3 fueron pretratadas con concentraciones crecientes de lovastatina (LOV) por 1
hora como se indica en el eje de abscisas. Las adiciones fueron las siguientes: (O) LOV, (0) Insulina, (V)
LOV+Insulina; ( ) LIF+LOV, (®m) LIF+insulin+LOV; (A) PGF2,+LOV, (A) PGFa+Insulin+LOV.

B: Porcentaje de inhibicién de la sintesis de ADN mediado por LOV, en células estimuladas con LIF o
PGF,,. Las adiciones fueron las siguentes: ( ) LIF+LOV, (®) insulina+LIF+LOV, (A) PGF,,+LOV, (A)
PGF . +insulina+LOV.

C y D Reversién de la acciéon de LOV por mevalonato: En C las adiciones fueron las siguientes: a)
control, b) PGFy, ¢) PGF+LOV, d) PGF+LOV+Mevalonato, e) PGF,.+Insulina, f)
PGF,.+Insulina+LOV, g) PGF,.+Insulina+LOV+mevalonato. En D las adiciones fueron las siguientes: a)
control, b) LIF, c¢) LIF+LOV, d) LIF+LOV+Mevalonato, e) LIF+Insulina, f) LIF+Insulina+LOV, g)
LIF+Insulina+LOV+mevalonato. Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: LOV (10uM), LIF
(100ng/ml); PGF,, (300ng/ml); insulina (50ng/ml) y mevalonato (100uM). El porcentaje de células con
nucleos marcados se determind 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 la LOV es especifico, se agregé mevalonactona, un analogo de
mevalonato. Como se observa en la figura 10C y 10D, la mevalonactona revirtié el efecto
inhibitorio de la LOV en la sintesis de ADN estimulada por PGF,, asi como también la inducida
por PGF,, en presencia de insulina. Ademas, 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 PGF,, es inhibida en presencia de LOV, y el
agregado de mevalonactona revierte dicha inhibicion (dato no mostrado).

Estos resultados permiten concluir que el LIF, a diferencia de la PGF,, ejerce su efecto
mitogénico independientemente del efecto inhibitorio de la LOV y que la sinergia observada
entre LIF y la PGF,, es dependiente de la farnesilacion de proteinas.

El LIF estimula la sintesis de ADN a través de un mecanismo independiente de MAPKK y
p38MAPK

El SB 203580 es un inhibidor de p38“*"%, mientras que PD 098059 es un inhibidor selectivo de
MEK1/2 (MAPKK), estos compuestos bloquean la fosforilacion y por lo tanto la activacion de
dichas enzimas (Ridley, et al 1998; Scufferlein, ct al. 199¢). Para determinar la importancia de la
activacion de MAPK y MAPKK en la mitogénesis de la PGF,, y del LIF, se procedié a pretratar
las células con dichos inhibidores para luego medir la sintesis de ADN (Fig: 11A y B). Ambos
inhibidores interfieren con la sintesis de ADN estimulados por la PGF,, (Fig: 11A y B
cuadrados). Sin embargo, el agregado tanto de PD 098059 como de SB 203580, no inhiben la
sintesis de ADN inducida por el LIF (Fig: 11A y B tridngulos) a bajas concentraciones (Seufferlein.
T. et al, 1996; Simon, H, et al, 1998).

Estos resultados indican que la PGF,, induce sintesis de ADN mediante mecanismos de
sefializacién dependientes de p38¥A" y MEK. Mientras que la sintesis de ADN estimulada por
LIF no requiere de dichos mecanismos de senalizacion.
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Figura 11: Sintesis de ADN inducido por LIF o PGF,, en presencia de inhibidores de p38"A"¢ (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), PGF2, (!), en presencia de metil [3H] timidina. El porcentaje de nucleos
marcados se determind a las 28 horas posteriores, por autorradiografia. Los resultados son medias de
triplicados de campos conteniendo 600 células aproximadamente cada uno.
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El LIF estimula la sintesis de ADN a través un mecanismo independiente de la activacién
de PKA:

Se realizaron una serie de experimentos con el objetivo de determinar si el LIF es capaz de
inducir mecanismos de senalizacion dependientes de AMPc, o bien, si estos mecanismos
inhiben o potencian la sintesis de ADN estimulada por LIF.

"El H-89, es un inhibidor selectivo de la proteina quinasa A (PKA) (Geilen.. et al. 1992). El PKI es un

péptido de 20 aminoéacidos que se une a la subunidad catalitica de la PKA, inhibiendo su
funcion (Knighton, et al. 1991). El agregado de una u otra de dichas drogas, a concentraciones de 2,
5y 10 uM en el caso de H-89, y 2, 4 y 5 uM en el caso de PKIl, no produjo el bloqueo del efecto
del LIF (Fig: 12A y B triangulos). 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 observé inhibicién de la potenciacion 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
activacion de la PKA. Sin embargo, la potenciacién del efecto del LIF por agentes que elevan
los niveles de AMPc podria deberse en parte, o totalmente, a mecanismos dependientes de
PKA.

Cells in S phase (%)

ow <
0 5

H-89 (uM) PKI (uM)
Figura 12: Sintesis de ADN inducido por LIF o PGF,, 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+Forskolina (-), en presencia de metil [3H] timidina. El porcentaje de
nucleos marcados se determiné a las 28 horas posteriores, por autorradiografia.
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El aumento de la concentracion intracelular de AMPc potencia la sintesis de ADN
inducida por LIF

Tanto el 8-bromo cAMP (0.5 mM), un analogo 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 sintesis de ADN en 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 la FK). El IBMX (50uM), que previene la degradacién de AMPc
mediante la inhibicién de la actividad de fosfodiesterasa de AMPc, sélo ejercid una accién
marginal en la potenciacion del LIF. El agregado de FK (300uM) junto con IBMX (50uM) causo
una mayor amplificacion 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 accion del LIF (Tabla 2). La PGE1 incrementa la concentracion de AMPc¢, siendo
capaz de activar a la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) .

Estos resultados demuestran que la accién mitogénica del LIF es potenciada por factores que
aumentan los niveles de AMPc. El LIF no es capaz de aumentar los niveles de AMPc, ni
modificar los niveles de AMPc inducidos por la FK, PGE1 o IBMX (estos experimentos fueron
realizados en colaboracién con el Dr. Pinataro).

i Additions ! Cellsinin S Phase AMPc
t i - (%) (pmol/mg of protein)
| Control | 0.8 22.1
. LIF 27.9 23.9
! IBMX (50uM) | 0.8 74 8
. PGE1 0.9 150.7
" FK (30uM) 0.7 99.8 ;
PGE1 + IBMX 08 167.6
LIF + PGE1 52.8 140.7
. LIF+FK | 50.2 89.2
LIF + IBMX 421 77.9
| LIF + 1BMX + PGE1 ‘ 55.8 154.4
[ LIF + IBMX + FK 58.2 Nd

Tabla 2: Efecto del LIF solo o con agentes que modifican los niveles intracelulares de AMPc.

Las adiciones fueron las siguientes: FK (30uM), LIF (100ng/ml), IBMX (50uM), PGE1 (100ng/ml). EI
porcentaje de células con nlcleos marcados se determind a las 28 horas, por autorradiografia. Los
resultados son medias de cuantriplicados de campos conteniendo 600 células aproximadamente cada
uno. Las determinaciones de AMPc fueron hechas luego de 20 min de agregado los estimulos.

La iniciacion del ciclo celular en células Swiss 3T3 en cultivo inducida por LIF podria
involucrar un mecanismo regulatorio no descripto anteriormente
Numerosos estudios en cultivos celulares han demostrado que la progresion desde la fase G,
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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 G;. Se considera a las ciclinas D como "sensores" del medio
extracelular, ya que a partir de un estimulo mitogénico, se induce su expresion. Los complejos
activados ciclina D-Cdk4 y ciclina D-cdk6, catalizan la fosforilacion de la proteina Rb. Teniendo
en cuanta que el LIF es capaz de inducir sintesis de ADN en células Swiss 3T3 en cultivo
mediante mecanismos de senalizacion independientes de PKC, isoprenilacion de proteinas,
MEK1/2 y p38"A": y que muchos de estos mecanismos de sefalizacion son activadores de la
expresion de ciclina D1, se decidio estudiar los reguladores positivos del ciclo celular (ciclinas y
CDKs) durante el ingreso a la fase G, estimulado por LIF. Se decidid6 ademas, comparar los
mecanismos regulatorios del ciclo celular inducidos por LIF con aquellos inducidos por la
PGF2.

Se estimularon células Swiss 3T3 arrestadas y confluentes durante distintos lapsos con PGF,,
o LIF (Fig: 13) y a continuacion se determinaron los niveles de ciclinas mediante la técnica de
Western blot. La PGF,, es capaz de estimular la expresion de las proteinas ciclinas D1 y D2,
como se indicé anteriormente. Sorprendentemente, el LIF no fue capaz de estimular la
expresion de ciclina D1 ni de ciclina D2 (Fig: 13). Los niveles de ciclina D3 fueron semejantes
en células tratadas por LIF, PGF,, o no tratadas. Ademas, los niveles de Cdk4 y Cdk6
permanecieron constantes tanto en células no tratadas como en aquellas tratadas con LIF o
PGFy, (Fig: 13)

PGF LIF

1
c 6 &8 10 12 14 16 5] 8 10 12 14 16 HOURS

" 4— CyclinD,

Figura 13: Regulacion de la expresion de ciclina D1, ciclina D2, ciclina D3, CDK4 y CDK6
inducidos por PGF,, o LIF

Las células Swiss 3T3 confluentes y quiescentes fueron cultivadas en condiciones control (C); con LIF
(100ng/ml) o PGF;, (300ng/ml) durante los tiempos indicados en la figura y se determinaron los niveles
de proteinas correspondientes a ciclina D1, D2, D3, CDK4 y CDK®6 utilizando anticuerpos especificos,
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
expresion de ciclina D1, D2 y D3. A diferencia de la mayoria de los mitogenos, como la PGF5,,
que son capaces de inducir la expresién de una o varias ciclinas D. Ademas, los niveles de
quinasas dependientes de ciclinas D permanecieron constantes.

Accion diferencial de distintas citoquinas en la induccion de sintesis de ADN

El objetivo de la serie de experimentos que se describen a continuacion, fue determinar si
otras citoquinas pertenecientes a la misma familia ejercen su efecto mitogénico mediante
mecanismos de sefalizacion semejantes al del LIF.

En la figura 14 se muestran los efectos del LIF, la Oncostatina M (OSM), el Factor neurotréfico
ciliar (CNTF) y la Interleuquina 6 (IL-6) sobre la iniciacion de la sintesis 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 (100ng/ml), no tuvieron efecto sobre este parametro (Fig: 14).

30

N
o
1

10 -

Cellsin S Phase (%)

0 - —_— :
C CNTF IL-B6 OSM LIF
Figura 14: Sintesis de ADN inducido 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 [*H] timidina. La determinacién del porcentaje de células en fase S fue determinado

como se describe en materiales y métodos.

Potenciacion del efecto mitogénico del LIF y la OSM por PGE1 e insulina.

Se estudio el efecto mitogénico del LIF y la 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 maximo
de 30% de células en fase S, a una concentracion de 60ng/ml. La Insulina y la PGE1,
amplificaron marcadamente tanto la accion mitogénica del LIF como de la OSM. Ademas, tanto
la insulina como la PGE1, como la combinacion de ambas, modificaron notablemente la
concentracion de LIF o de OSM requeridas para alcanzar un maximo de células en fase S de
100ng/mi (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: Sintesis 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; (!)
LIF+PGE1 (50ng/ml); (m) OSM+PGE1 (V); LIF+Insulina (50ng/ml); (V¥) OSM+Insulina, (0)
LIF+insulin+PGE1, () OSM+Insulin+PGE1; (®) PGE1+Insulina, (O) CNTF+Insulina+PGE1. Las células
fueron marcadas con metil [3H] timidina de 0 a 28 horas. El porcentaje de células en fase S, por
autoradiografia, fue determinado como se describe en materiales y métodos.

El hecho de que la induccion de sintesis de ADN mediada por LIF en presencia de
concentraciones saturantes de insulina se ve potenciada con el agregado de PGE1, estaria
indicando que el mecanismo amplificatorio de la PGE1 difiere del de la insulina.

No se observé efecto mitogénico del CNTF debido a que probablemente las células Swiss
3T3, de fenotipo fibroblastico, carezcan de receptores para este factor. Sélo han sido
encontrados receptores de CNTF en sistema nervioso.
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Accion de la IL-6 sobre la induccion de sintesis de ADN

Se investigd si factores no mitogénicos, tales como PGE1 o insulina, capaces de sinergizar con
mecanismos de senalizacion estimulados por el LIF o la OSM, son capaces de sinergizar con
mecanismos de sefalizacidn estimulados por IL-6 (Fig: 16A).

Como se indico anteriormente, la IL-6 no es mitogénica en Swiss 3T3. Se observé que la IL-6 y
PGE1, conjuntamente, son capaces de inducir la sintesis de ADN en dichas células. Por otro
lado, si bien el agregado conjunto de IL-6 e insulina no estimuld la sintesis de ADN, la insulina
fue capaz de amplificar el efecto de IL-6 y PGE1 juntas (Fig: 16A).

El siguiente paso fue determinar si la accion de la IL-6 se produce a través de mecanismos
compartidos con la via de sefalizacidn del LIF. Se observé 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 senalizacion
estimulados por el LIF o la OSM, sin embargo, todas estas citoquinas, son capaces de
complementarse con mecanismos de senalizacion estimulados por la Insulina y la PGE1.
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Figura 16: Sintesis de ADN inducido por la IL-6 en presencia de PGE1 e insulina: Sintesis de ADN
inducida por la IL-6 (100ng/ml) en presencia o ausencia de insulina y PGE1: a) control; b) Insulina
(50ng/ml), ¢) PGE1 (50ng/ml) d) Insulina+PGE1, e) IL-6 (100ng/ml); f) IL-6+Insulina; g) IL-6+PGET1; h)
IL6-+Insulina+PGE1. Inserto 1) control; 2) LIF (100ng/ml)+IL-6 y 3) LIF (100ng/ml)+IL-6. Las células

fueron marcadas con metil [3H] 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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Relacidon entre las vias de senalizacion del LIF y de la OSM.

Se investigd si la estimulacion 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 induccion de la entrada en la fase S. Sin embargo, el agregado de LIF en
combinacion 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).

Ademas, la sinergia de cada una de estas dos citoquinas, con la PGF,, sobre la iniciacion de
sintesis de ADN se observo tanto a concentraciones subsaturantes como saturantes (Fig: 17).
Estos resultados, junto con los resultados anteriores, sugieren que el LIF y la OSM inducen la
sintesis de ADN posiblemente a través de un mecanismo comun de sefalizacion intracelular.
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PGF, OSM IL-6 LIF+OSM LIF+PGF, OSM+PGF, IL-B+PGF,
Figura 17: Sintesis de ADN inducido por LIF, OSM, IL-6, PGF,,, o sus combinaciones, a
concentraciones subsaturantes o saturantes:

Las células Swiss 3T3 fueron estimuladas con las distintas citoquinas y/o PGF,, como se muestra en el
eje de abscisas, en presencia de metil [3H] timidina durante 28 horas. Las concentraciones subsaturantes
fueron las siguientes: PGF,,: 30ng/ml; LIF: 10ng/ml; OSM: 10ng/ml; IL-6: 10ng/ml. Las concentraciones
saturantes fueron las siguientes: PGF,, :300ng/ml; LIF: 100ng/ml; OSM: 100ng/ml; IL-6: 100ng/mi. El
porcentaje de nucleos marcados se determind por autorradiografia. Los resultados son medias de
cuatriplicados de campos conteniendo 600 células aproximadamente cada uno.
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Translocacion nuclear de la STAT1 dependiente de la estimulacion con LIF

Las STATSs (tranductores de senales y activadores de la transcripcion) pertenecen a una familia
de proteinas activadas por fosforilacion en un residuo de tirosina, por accion de las proteinas
quinasas de tirosina llamadas JAK. Esta fosforilacion permite la formacion de homo o
heterodimeros de STAT que, posteriormente, migran hacia el nicleo, funcionando alli como
factores de transcripcion. Un gran numero de citoquinas, interactlan con sus receptores
especificos e inducen la fosforilacion y subsecuente activacion de STATs.

La cinética de translocacién al nucleo de STAT1 estimulada por LIF, revelé que tan sdlo en 3
min se produjo una translocacion detectable de STAT1 hacia el nucleo, llegando a una maximo
de translocacion a los 15 min y declinando completamente luego de 1 hora de estimulo.

La inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-STAT1 en células Swiss 3T3 no
confluentes demostraron que la proteina STAT1 fue prefencialmente localizada difusamente en
el citoplasma, sin observarse una senal nuclear. Las adiciones de LIF, OSM, IL-6, CNTF o
PGF,, indujeron respuestas diferenciales de la inmunolocalizacion de la STAT1. El LIF y la
OSM a 100ng/ml durante 15 min estimularon la aparicion de un alto porcentaje de células que
presentaban la STAT1 en el nucleo. (Fig: 18) mientras que la IL-6, que no es mitogénica en
estas células, indujo una translocacion detectable de STAT1 al nucleo, unicamente en una
pequena proporcion de células. Esta proporcion se mantuvo con el agregado de IL-6 junto con
PGE1 e insulina (en este caso el agregado conjunto de IL-6, PGE1 e insulina, inducen
mitogénesis, como se indicé en experimentos anteriores). Contrariamente, ni PGF,, ni CNTF
fueron capaces de estimular la translocacion de STAT1 hacia el nucleo.

Es posible concluir que tanto el LIF como la OSM, a diferencia de la PGF,, inducen la
translocacion de STAT1 a nucleo.

Figura 18: Translocacion nuclear de STAT1

La translocacion 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 estimulos: a) Control 15 min., b) PGF2, (300ng/ml) 15 min; c) OSM (100ng/ml) 15
min.; d) LIF LIF 1min. (100ng/ml); e) LIF 15 min. (100ng/ml); f) LIF 1 hora; g) Insulina (50ng/ml) mas
PGE1 (50ng/ml) 15 min.; h) IL-6 (100ng/ml) 15 min. y i) Il-6 mas la insulina y PGE1 15min. (amplificacion
400x original).
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Translocacion nuclear de la STAT3 y STAT5 luego de distintos estimulos.

Se estudio la accion del LIF, asi como de la PGF,,, sobre la translocacién desde el citoplasma
hacia el nucleo de las STATs 3 y 5. Los resultados muestran que el LIF no fue capaz de
translocar ni la STAT3 ni la STAT5 a nicleo. En estos experimentos, no existe un control
positivo de translocacion de estas STATSs, por lo tanto, se requiere de futuros experimentos
para determinar si los anticuerpos utilizados, son especificos para la STAT3 y STATS5 (fig: 19).

|

Control LIF

STAT1

STAT3

STAT5

Figura 19: Translocacion nuclear de STAT1, STAT3, STATS.

La translocacién nuclear de STAT1, STATS3, STATS5, en células Swiss 3T3 no confluentes y quiescentes,
fueron detectadas por inmunofluorescencia indirecta, con anticuerpos anti-STATSs, luego de 15 min. a
partir de los siguientes estimulos: primera columna: células control, segunda columna: células
estimuladas con LIF (100ng/ml)-

Los resultados presentados fueron realizados con una linea celular Swiss 3T3,
por lo que se debe ejercer prudencia en la extrapolacion de los mismos a otras
lineas celulares.
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MATERIALES Y METODOS
REACTIVOS:

A) MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES DE RATON SWISS 3T3:

Se sembraron 1,5 10° células en placas de Petri de 10 cm. de diametro con 10 ml de 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
atmésfera humeda a 37° y 10% de Pco,. Al tercer dia se realizé un cambio de medio y al
séptimo se repicaron para la realizacion de los ensayos experimentales.

B) CONDICIONES DE CULTIVO PARA LOS ENSAYOS EXPERIMENTALES:
1) Medicién de la sintesis de ADN por autorradiografia

Se sembraron 1 10° células en placas de petri de 3,5 cm de diametro con 2 ml de medio de
cultivo (2/3 de 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. Al cabo de cuatro dias aproximadamente, las células se
encuentran confluentes y aquietadas para comenzar con los experimentos.

2) Ensayo de Western blot

Se sembraron 3.10° células en placas de Petri de 10 cm de didmetro con 10 ml de medio de
cultivo (2/3 de DMEM y 1/3 de Waymouth) conteniendo 100 ug/ml de estreptomicina, 60 ug/mi
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. Al cabo de cuatro dias las células se encuentran
confluentes y aquietadas (no se observaron figuras mitéticas).

3) Ensayos de Northern blot
Igual que en el punto anterior.

4) Ensayo de retromodulacion de PKC:

Se sembraron 3.10° células en placas de Petri de 10 cm de diametro con 10 ml de medio de
cultivo (2/3 de DMEM y 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 conteniendo TPA (800 nM). Al cabo de cuatro dias las células
se encuentran confluentes y aquietadas (no se observaron figuras mitéticas). Antes de realizar
las estimulaciones se lavaron las placas 2 veces con DMEM a 37¢C y se agregaron 10mi de
medio condicionado.

5) Ensayos de inmunofluorescencia

Se sembraron 1 10° células en placas de Petri de 3,5 cm de diametro conteniendo un cover
slip de 20mm con 2 ml de medio de cultivo (2/3 de DMEM + 1/3 de Waymouth) conteniendo 100
ug/mi 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 cambid el medio por otro conteniendo 1% de suero
fetal bovino y 0,5 % de suero de ternero recién nacido. Al cabo de dos dias las células se
encuentran aquietadas aunque no llegan a confluencia (no se observa figuras mitoticas)

C) ENSAYO DE SINTESIS DE ADN POR AUTORADIOGRAFIA:
Se agregd junto con el o los estimulos, metil [°*H) timidina (18 Ci/mmol) obteniéndose una
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concentracion final de 3 uCi/ml, 1uM. La reaccion se detuvo con el agregado de solucion
fisiolégica (2 lavados), acido 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 solucion mordiente (1 lavado). Al
dia siguiente se colocd un film sensible al °H y las placas permanecen en oscuridad y atmésfera
seca (silicagel) durante 4 dias. Después del revelado (4 min.) y fijado (4 min.) las placas fueron
tefidas con colorante Giemsa. Finalmente se analizo por conteo de los nucleos marcados y no
marcados, al microscopio 6ptico (se contaron por lo menos 3 campos por placa, cada uno de
ellos con alrededor de 300 células

D) EXTRACCION DEL ARNm TOTAL y NORTHERN BLOT

El RNA total de los cultivos Swiss 3T3 se extrajo como se describid previamente (Chomezynsky y
Sacchi, 1987)(Current protocols in Molecular Biology Vol. 1, Eds. Frederick Ausubel, ct. al. 1990). La transferencia del
ARN de los geles conteniendo formaldehido a membrana de nylon y la subsecuente hibridacion
se realizaron en las condiciones especificadas por los fabricantes (bio- ). Los resultados se
encuentran normalizados usando una sonda que reconoce el ARN de 18S. Las sondas que se
utilizaron para la deteccién de los ARNm especificos y el 18S se marcaron usando un sistema
primers al azar. La cuantificaciéon de las bandas se realizé 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 extraidas con solucién PBS.
Posteriormente centrifugadas a 2000g durante 10min. El pelet fue resuspendido en 100ul de
solucion tampén RIPA (Tris HCI pH: 7,8, 20mM, NaCl 150mM, Na;vVO, 200uM, EDTA 2mM,
NaF 50mM, NP40 1%, deoxi colato 1%, SDS 0,1%, PMSF 50uM). El extracto obtenido fue
centrifugado a 15.000g 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 realizé en solucién T (glicina 14,4g, Tris Base 3g, SDS
1g, metanol 200ml, H,O h/1litro) durante 1 hora a 100V a 4- C. La membrana fue bloqueada con
una solucion de leche descremada 3,5%. durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Luego
se incubd con el anticuerpo especifico, diluido en solucidén de bloqueo (1/5000) a TA. Al cabo de
1 hora se realizaron 3 lavados de 10 min en soluciéon PBS-0,15%Tween 20 . La membrana se
incubd con anticuerpo anti el anticuerpo especifico diluido en la solucién 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 estimulos, las células fueron fijadas y permeabilizadas con 3,7% de
formaldehido en PBS por 10min., a temperatura ambiente. Luego se realizaron tres lavados con
PBS, posteriormente fueron tratadas durante 2min. con una solucién metanol/acetona (1:1). Se
realizo un lavado de 5min con PBS-0,1%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 ratén anti-STAT1, anti-STAT3 o anti-STAT5
(25ug/ml, transduction Laboratories) y saponina (0,1%). Al dia siguiente, las células fueron
lavadas 3 veces con PBS y posteriormente incubadas con un anticuerpo anti-Igs de ratén hecho
en cabra conjugado con isotiocianato de fluoreseina diluido 1/50 en PBS durante 60min.
Finalmente, las células fueron lavadas tres veces con PBS, y luego montadas con una solucién
DABCO vy la expresion del antigeno fue examinada con un foto-microscopio equipado con un
epifluorescencia.
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COMPUESTOS BIOQUIMICOS UTILIZADOS:

La PGF,, y la PGE,; fueron generosamente cedidas de la Dra. Mary Torkelston, Upjohn
Company, Kalamazoo, Michigan. EI TGF-B, fue obtenido de R&D Minneapolis. La metil [*H]
timidina (18 Ci/mmol) fue obtenida de New England Nuclear. Los anticuerpos anti- ciclina D1,
D2, D3, 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 A23187 fue generosamente cedido por el Dr. Santa Coloma y por
,y los otros compuestos fueron obtenidos de Sigma Chemical Company, USA.



DISCUSION
PRIMERA PARTE

Mecanismos de senalizacion dependientes de PGF,,, capaces de inducir expresion de
Ciclina D1

En los mamiferos la determinacién de una célula para iniciar la replicacion del ADN vy dividirse,
diferenciarse, iniciar un programa de muerte celular o abandonar el ciclo celular entrando a un
estado de quiescencia (Gy), tiene lugar durante la fase Gy (Pardee, 1989). Esta determinacién del
destino de la célula se designa globalmente como “compromiso celular’ (La expresion utilizada
en lengua inglesa es cell commitment) y esta mediada en gran parte por factores de crecimiento
y factores no mitogénicos que se encuentran en el medio extracelular (Bartek, et al. 1996; Lukas 1996,
Pardec. 1989; Sherr et al. 1995; Zetterber et al. 1995). El proceso de determinacion se da a partir de la
integracion de senales intracelulares y extracelulares tanto positivas como negativas,
involucrando multiples cascadas de sefalizacion que lleva fundamentaimente, al encendido o
apagado de genes (Marshall, 1996; Marshall 1998; Sherr. 1994). Tanto las vias de transduccion de
senales como las moléculas que regulan el ciclo celular, son de gran interés para las ciencias
biomedicas (Bartck. 1996, Lukas 1996; Harper. ct al. 1996; Sherr, 1994). El estudio del fendmeno de
compromiso celular durante G, y su regulacion es relevante para la comprension de procesos
bioldgicos tan diversos como la proliferacion celular, inhibicién temporal del ciclo celular para
posibilitar la reparacion del ADN, estadio de quiescencia en respuesta a deprivacion de factores
de crecimiento, diferenciacion terminal, senescencia o muerte celular (Bartek. et al. 1996, Lukas 1996:
Harper, et al., 1996; Sherr, 1994, Strauss. 1995: Winston 1993). Por otro lado, un desajuste en la funcién celular
durante la fase G, puede llevar a una proliferacion celular descontrolada y/o inestabilidad
genética, causales del desarrollo de cancer y otras enfermedades (Harper 1996; Hunter, et al. 1994;
Strauss, ct al. 1995; Tam, et al. 1994).

La proliferacion celular esta gobernada por una red compleja de senales extracelulares (ej:
factores de crecimiento), y senales intracelulares que actian sobre la maquinaria del ciclo
celular a través de distintos mecanismos de senalizacién. Los reguladores positivos del ciclo
celular son las ciclinas y CDKs. En particular, las ciclinas D y las Cdk4/6 han sido postuladas
como proteinas reguladoras de la fase G,. Las ciclinas D cumplen un rol fundamental en la
transduccion de senales en la fase G;. La presencia de suero en el medio de cultivo induce su
sintesis. Debido a su corta vida media, en ausencia de suero tanto el ARNm como la proteina
de ciclina D1 son degradados, lo cual se correlaciona con la falta de sintesis de ADN. La
sobreexpresion de ciclina D1 acorta la duracién de la fase G,, disminuye el tamafo celular y
reduce, aunque no elimina, la dependencia de mitégeno (Quelle, ct al. 1993; Jiang, et al. 1992, Resnitzky. et
al. 1994). La microinyeccidon de anticuerpos anti-ciclina D1, o de un plasmido conteniendo el
cDNA anti-sentido de ciclina D1 durante la fase G, inhibe el ingreso a la fase S en fibroblastos,
mientras que la microinyeccion en la transicion G+/S, o en tiempos posteriores, no produce
ningun efecto (Quelle. et al. 1993: Baldin, et al. 1993). Por lo tanto, la expresion de ciclina D1 durante la
fase Gi es crucial para la progresion a través del ciclo celular. Se considera a las ciclinas D
como "sensores" que integran senales extracelulares con la maquinaria del ciclo celular, en
respuesta a factores de crecimiento. Existen tres tipos de ciclinas D (ciclina D1, ciclina D2, y
ciclina D3) con patrones de expresién bien definidos en los distintos tejidos (Matsushime, et al. 1991).
Los tres genes de ciclinas D tienen secuencias muy semejantes, sin embargo difieren en su
expresion: algunas células expresan los tres genes de ciclinas (ej. células epiteliares mamarias)
(Buckley. et al. 1993), pero muchos tipos celulares expresan sélo uno o dos genes de ciclinas D
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(Matsushime, et al. 1991; Xiong. et al. 1991; Motokura. et al. 1991). LOS genes de ciclinas D se expresan durante
la fase G, del ciclo celular con perfiles caracteristicos de acuerdo al tipo celular (Matsushime, et al.
1991; Motokura, ¢t al. 1992, Shibuya, et al. 1992; Ajchenbaum,. et al. 1993). LOS tres genes humanos de ciclinas D
codifican para proteinas pequenas de 33-34KDa, tienen un promedio de 57% de identidad de la
region codificante y un 78% de identidad de la region llamada caja de ciclina ("cyclin box") (Xiong.
ct al 1992: Inaba, T. et al. 1992). La ciclina D1 humana, es el producto del proto-oncogen bcl-1/PRAD1,
y la sobreproduccion de ciclina D1, debido a amplificacién génica o a estabilizacion del ARNm,
ha sido correlacionada con muchos tipos de canceres (Motokura, et al. 1991). La ciclina D1 aparenta
tener una funcion esencial en células que expresan el producto del gen de retinoblastoma (Rb)
(Lukas. et al. 1994: Lukas, et al. 1995; Lukas. et al. 1995). Se sabe que la ciclina D1 puede asociarse
fisicamente a la forma hipofosforilada de la proteina Rb, e inactivar su funcién, mediante la
tosforilacion de dicha proteina, por el complejo ciclinaD-CDK (Sherr. et al. 1995; Beijersbergen. et al. 1996).

En este trabajo se demostré que la PGF,, es 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 maximo en la expresion de ciclina D1 y aquél requerido para
alcanzar el compromiso celular hacia la sintesis de ADN estimulado por la PGFy, (fig 1). Estos
resultados junto con los reportados para otras lineas celulares utilizando suero u otros
mitdgenos (Matsushime, et al. 1991), muestran la dependencia de la expresion de ciclina D1 con el
compromiso celular, necesario para iniciar la sintesis de ADN.

La PGF,, es capaz de inducir sintesis de ADN en células Swiss 3T3 mediante multiples
mecanismos de senalizacion (tesis de la Dra. Mercedes Goin). Es capaz de inducir una
respuesta proliferativa en ausencia de otros factores, y su efecto mitogénico se encuentra
potenciado por la adicion de TGFB1 (Gomez de Alzaga, ct al 1994). El efecto del TGFB1 sobre la
sintesis de ADN en células Swiss 3T3 en cuitivo, no es tan solo potenciar la induccién mediada
por PGF,, sino también provocar una disminucion en el tiempo minimo de estimulacion con
PGF,, necesario para iniciar la sintesis (fig. 2, 4, 5). El TGFB1 no es capaz de inducir expresion
de ciclina D1 (fig: 2). Sin embargo, el TGFB1 es capaz de aumentar los niveles de ciclina D1
estimulados por el OAG o la PGF,, probablemente, mediante la estabilizacion del ARNm de
ciclina D1 (fig: 2, 5).

Evidencias recientes mostraron que la expresion de ciclina D1 en Swiss 3T3 es estimulada por
mecanismos de sefalizacién dependientes de bombesina, y activaciéon de proteina quinasa C
(PKC) (Mann et al. 1997). Otras evidencias en células Balb/c 3T3, muestran que el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), preferenciaimente incrementa los niveles de ARNm
de ciclina D1 via la activacion 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 expresion de ciclina D1 via eventos independientes de PKC (Winston, ct al. 1993). Se
decidié indagar que mecanismos de sefalizacién, inducidos por la PGF,,, son capaces de
modular la expresién de ciclina D1. Nuestros resultados muestran que la PGF,, induce
expresion de ciclina D1 mediante mecanismos de sefalizacién dependientes de PKC, ya que
células pretratadas con GF109203X, un inhibidor especifico de PKC, inhibe parcialmente la
expresion de dicha proteina estimulada por PGF,,, mientras que bajo las mismas condiciones,
el OAG (un activador de la PKC), es incapaz de inducir la expresion de ciclina D1 (fig: 7, 8). La
PGF,, probablemente es capaz de inducir dicha expresion, ademas, por mecanismos de
senalizacion dependientes de PTK, mientras que mecanismos de sefnalizacién dependientes de
calcio, regulan otros eventos aun no determinados. Esto se dedujo mediante la utilizacion de
vanadato de sodio, un inhibidor de fosfatasas de tirosinas, capaz de inducir la expresion de
ciclina D1 (fig. 9), mientras que el agregado de iondforo de calcio, no fue capaz de inducir dicha
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expresion (fig. 9) (Sauane, et al. 2000).
SEGUNDA PARTE
Efecto mitogénico del LIF:

1- Mecanismos de senalizacion involucrados en la induccién de la sintesis de ADN.
Sinergia observadas entre los diferentes mecanismos de senalizacion y el LIF:

El LIF fue originalmente descripto por su habilidad para estimular la diferenciacién de células de
leucemia M1 murinas hacia granulocitos y macréfagos (ichikawa, 1969, 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 diferenciacion de diversas poblaciones de
células (Hilwon, 1992). Por ejemplo, el LIF puede estimular la proliferacion de células madres
embridnicas, células mieloides DA-1a, megacariocitos y mioblastos; induce la sintesis 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 et al. 1995; Metcalf, 1992; Taga, 1996).

El LIF, asi como otras citoquinas y factores de crecimiento, es capaz de activar mecanismos de
senalizacion dependientes de JAK/STAT, a partir de la heterodimerizacién de un receptor
especifico y una proteina gp130 (Stahl et al. 1994 Taga. ct al. 1992). La proteina gp130 se asocia con
proteinas quinasas en tirosina llamadas JAK. La activacion de JAK mediada por el LIF,
promueve la fosforilacion y subsecuente activacion de STAT1, STAT3 y STATS. Estas proteinas
son factores transcripcionales, capaces de ser traslocados a nucleo y activar genes especificos
(Symes et al. 1997). En trabajos previos (Matsuda et al 1995, 1999), S€ propuso que existen otros
mecanismos de senalizacion a partir de la activacion de gp130, incluyendo el sustrato-1 del
receptor de insulina (IRS-1), la quinasa 3 fosfoinositido (PI-3kinase), la proteina quinasa de
tirosina asociada a receptor (ejemplo: Hck y Btk), fosfatasas de tirosina SHP2, y ERK 1/2. Este
sistema de sehalizacion modular ha sido propuesto para comprender los efectos diversos y
pleiotropicos del LIF y otras citoquinas relacionadas en distintos tipos de células. Un punto
importante, por lo tanto, es comprender la contribucion de distintas vias de sefalizacion en el
efecto mitogénico del LIF en un tipo de células en particular.

Se sabe poco sobre los mecanismos de senalizacion inducidos por el LIF capaces de
desencadenar una respuesta mitogénica, tampoco se sabe, como pueden ser éstos modulados
por la accién de otros factores. Hemos estudiado en células Swiss 3T3, varios mecanismos de
senalizacién para determinar si éstos estan relacionados con la capacidad del LIF en inducir
mitogénesis, poniendo énfasis principalmente en aquellos mecanismos asociados al control de
la proliferacion celular.

Mecanismos de senalizacion dependientes de AMPc:

Nuestros resultados revelan que el LIF actua como mitdgeno en células Swiss 3T3. Dicha
accion es marcadamente potenciada via senales ejercidas por la PGE1 (tabla 2). Se sabe que
el receptor de la PGE1 es capaz de aumentar los niveles de AMPc intracelular (Rozengun, 1983;
Escribano 1988). 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 AMPc per se, ni de alterar aumentos en los niveles de AMPc inducidos por factores
tales como PGE1, forskolina o IBMX (tabla 2). Por ultimo, 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 bloguear 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 accién mitogénica del LIF es potenciada por
factores que aumentan los niveles de AMPc. La sintesis de ADN inducida por el LIF no 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 la PGE1, podria deberse a mecanismos de senalizacion
dependientes de AMPc. Dado que el AMPc es capaz de activar a la PKA, inferimos que dichos
mecanismos podrian estar mediados por esta enzima.

Mecanismos de senalizacion dependientes de PTK

El factor de crecimiento epidermal (EGF) (20ng/ml), que causa activacion de quinasas
especificas de tirosina (Koland, ct al. 1988), potencia la accidon 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 PGF,, como la insulina, pueden
disparar fosforilaciones en tirosina y potencian el efecto mitogénico del LIF (tabla 1). Por lo
tanto, se infiere que el efecto mitogénico del LIF es potenciado por mecanismos de sefalizacion
dependientes de PTK.

Mecanismos de senalizacion dependientes de MAPK y MEK

Shiemann W.P. et al., observaron que en células 3T3-L1, el LIF produce una activacion rapida
y transitoria de Raf-1 (MAPKKK). Estos autores ademas, postulan que mecanismos
dependientes de PKC eran necesarios pero no suficientes para la activacion de Raf-1 inducido
por el LIF. Por otro lado, aumentos en los niveles de AMPc intracelulares completamente
bloqueaba la activacion de Raf-1, sin embargo, los aumentos en los niveles de AMPc no tenian
efecto sobre la actividad de MAPKK y MAPK estimulados por LIF. Por lo tanto, el LIF es capaz
de activar una isozima aun no identificada de MAPKKK que es insensible a la inhibiciéon de
AMPc y distinto a Raf-1 y MEKK1. Los autores concluyen que la activacion mediada por el LIF
de la cascada de MAPK en células 3T3-L1 es un evento complejo mediado por vias de
senalizacion dependientes e independientes de Raf que difieren en su sensibilidad a
inhibidores de cAMP intracelulares (Schiemann, et al. 1998).

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 sintesis de ADN estimulado por LIF (fig.
11A). El LIF ademas es capaz de inducir sintesis de ADN de forma independiente de la
activacion de p38""%, utilizando un inhibidor especifico de dicha enzima (SB 203580) (fig.
11B). Por lo tanto, la activacién de MEK1 y p38"4" no son vias de sefalizacién requeridas
para la sintesis de ADN inducida por el LIF. Se sabe que MEK1 es activada a partir de Raf-1
(MAPKKK), y dicha proteina es, a su vez, activada por ras. Nuestros resultados indican que la
lovastatina, que inhibe la sintesis de acido mevaldnico (impidiendo la isoprenilacidn y activacién
de proteina G y ras, entre otras) (Alberts, et al. 1980; Fairbanks, et al. 1984), NO es capaz de bloquear la
sintesis de ADN inducida por el LIF (fig. 10). Por lo tanto la isoprenilacion de proteinas, la
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activacion de MEK1/2, y p38MApK, no son mecanismos de senalizacion involucrados en la
respuesta mitogénica del LIF. Por ultimo, como se dijo anteriormente y a diferencia de
Shiemann W.P. et al., la sintesis 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).

Translocacion de STAT1 a nucleo

Se han identificado siete proteinas STAT (tranductor de sefal y activador de la transcripcion)
en mamiferos. Debido a que mas de 35 factores de crecimiento y citoquinas son capaces de
activar a una o mas STATSs, éste grupo de proteinas ha sido implicado en una amplia variedad
de respuestas biolégicas. Se sabe que STAT2 es activado unicamente por IFN-a, STAT4 en
linfocitos es activado por IL-12 y IFN-a (Cho et al. 1996) y STAT6 es activado unicamente por IL-4 y
IL-13 (Schindler ct al. 1995; Ihle, et al. 1995). En cambio, STAT1, 3, 5a y 5b son activados por un gran
numero de factores de crecimiento y citoquinas, es por ello que surge la pregunta de como las
STATs participan en una respuesta bioldgica especifica. Posiblemente la especificidad de una
respuesta bioldgica esta dado por la expresion de receptores en la membrana plasmatica, la
afinidad de unidn al ligando, la presencia o ausencia de otras proteinas sefalizantes, o bien la
composicion del dimero de STATS, en cada tipo individual de células (Damell 1997).

Una vez que el receptor es activado por una citoquina especifica, STAT es fosforilado en
tirosina por JAK, se transloca al nucleo y es capaz de unir secuencias especificas de ADN (Liu,
et al. 1998).

Mediante la utilizacion de ensayos de inmunofluorescencia indirecta encontramos que el LIF
en células Swiss 3T3 es capaz de translocar STAT1 al nucleo de forma dependiente del tiempo
(fig. 18). En base a la bibliografia, se sabe que el LIF puede activar a JAK1 y/o JAK2 (Liu, et al.
1998), por lo tanto es posible que el mecanismo mediante el cual el LIF es capaz de translocar
STAT1 a nucleo este mediado por dichas enzimas, dado que las proteinas STATs pueden ser
translocadas a nucleo, una vez que son fosforiladas.

El LIF no es capaz de translocar a nucleo la STAT3 o STATS (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.

LIF

H

\+

PKA

|
?

)
| REPLICACION DEL
DNA.

Esquema de diferentes mecanismos de senalizacién,
capaces de potenciar la sintesis de DNA, estimulada
por el LIF.
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Resumiendo, el LIF es capaz de inducir sintesis de ADN mediante mecanismos de
sefalizacion independientes de PKC, PKA, MEK1/2, p38“*" e independiente de la
isoprenilacién de proteinas. Sin embargo, muchos de estos mecanismos son capaces de
potenciar el efecto mitogénico del LIF.

2- Diferencias entre mecanismos de senalizacién inducidos por el LIF y por la PGF:

El LIF y la PGF,, son capaces de inducir sintesis de ADN en forma sinérgica (fig. 17), esto
podria sugerir que dichos factores actuan a través de diferentes mecanismos de sefalizacion.
Teniendo en cuenta que se conocen muchas de las vias de sefalizacion estimuladas por la
PGF,, en células Swiss 3T3, se utilizd dicho mitdégeno para comparar las diferencias o
similitudes con los mecanismos de senalizacién inducidos por el LIF, aun no determinados en
estas células.

Mecanismos de senalizacion dependientes de PKC

La activacion de proteina quinasa C (PKC) es un paso obligatorio en la induccion de la
mitogénesis inducida por PGF,, en células Swiss 3T3 (tabla 1), asi como muchos otros
mitégenos (Heget, ct al. 1994; Rozengun, 1995). La PKC es capaz de activar a un gran numero de
proteinas involucradas en la respuesta mitogénica incluyendo: cascadas de proteinas quinasas
de serina/treonina p42MP¥/pag™PK  p70%K y proteina quinasa D (PKD) (Rozengurt, 1998). En
células Swiss 3T3 sin actividad de PKC, el LIF no requiere dicho mecanismo, para ejercer su
efecto mitogénico, mas aun, la PGF,, potencia la entrada en sintesis de ADN inducida por el
LIF de forma semejante a la que lo hace en células que poseen actividad de PKC (tabla 1).
Estos resultados demuestran que la actividad de PKC es requerida para la sintesis de ADN
inducida por PGF,, sola, pero la PGF,, no requiere la activacion de la PKC para potenciar el
efecto mitogénico del LIF. Por lo tanto, las vias de senalizacién requeridos para la transicion de
quiescencia a la fase S, depende de la combinacion de factores extracelulares utilizados.

Debido a que cada célula en un organismo multicelular esta expuesta a multiples senales tanto
de diferenciacion como senales que regulan el crecimiento, sugerimos que los niveles de
actividad de PKC requeridos para la mitogenesis dependen, probablemente, del repertorio de
senales extracelulares que interactuan con la célula a un dado tiempo. Este concepto es
relevante para el desarrollo de drogas antiproliferativas direccionadas contra las vias de PKC
(Thavasu et al 1999; Gesher et al.1998;Housey ct al. 1988; O’Brian et al. 1989). Ha sido propuesto que inhibidores
de PKC, como GF 109203X, pueden ser blancos utiles capaces de inhibir la proliferacion
celular. Nosotros proponemos que inhibidores de PKC capaces de ser utilizados como
bloqueantes de la proliferacién, depende draméaticamente de la combinaciéon de sefales
mitogénicas que interactuan con la célula blanco, para posibilitar un efecto inhibitorio en la
proliferacién celular.

Mecanismos de senalizacion dependientes de PTK

La sinergia en la sintesis de ADN observada por el agregado de LIF y la PGFy,, en células
pretratadas con un inhibidor de PKC, podria estar dado mediante un aumento en la actividad de
quinasas de tirosinas especificas. De hecho, se sabe que el LIF causa fosforilaciéon en tirosina
en la subunidad de su receptor y también fosforila a los factores transcripcionales llamados
STAT, mediante las proteinas quinasas de tirosina JAKs. Por otro lado, la PGF,, causa
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fosforilacion en tirosina de proteinas, probablemente a través de p125™ (tesis de la Dra.

Mercedes Goin, pag. 97). Ademas sabemos, por nuestros experimentos, que la PGFy,
probablemente no es capaz de fosforilar a STAT1, dado que no se observa una translocacién a
nucleo de dicha proteina (fig. 18). La insulina, en condiciones donde la PKC esta inhibida,
puede sinergizar con las senales latentes de la PGF,, resultando en una muy baja actividad
mitogénica (tesis de la Dra. Mercedes Goin, pag. 93), mientras que en las mismas condiciones
la insulina potencia la accion del LIF (dato no mostrado). Estos datos podrian sugerir que la
PGF,, dispara la activacién de quinasas de tirosina que actuan de manera sinérgica con las
activadas por el LIF.

Isoprenilacion de proteinas:

La presencia de inhibidores competitivos de la hidroxi-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa,

como la lovastatina (LOV), bloquea la produccién de acido mevalénico. Este ultimo es un
precursor esencial para la biosintesis de compuestos isoprenoides. Evidencias recientes han
mostrado que el mevalonato, actia como precursor de moléculas preniladas involucradas en la
proliferacion celular. Especificamente, la LOV bloquea la farnesilacion del producto del
protoncogen p21, por lo tanto, inhibe la insercion de la 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 exdgeno de mevalonato. En base a los resultados presentados (fig.
10), se puede concluir que el LIF, a diferencia de la PGF,, ejerce su efecto mitogénico
independientemente del efecto inhibitorio de la LOV y que la sinergia observada entre LIF y la
PGF,, podria involucrar la isoprenilacion de proteinas (dato no mostrado).

Mecanismos de senalizacion dependientes de MAPK

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), pertenecen a una familia altamente
conservada de quinasas en serina/treonina, activadas por una gran cantidad de senales
extracelulares (Davis. 1993). Las dos isoformas mejor caracterizadas son p42"P¢ y p44MAX Estas
proteinas son activadas por fosforilacion de una quinasa especifica de MAPK, llamada MAPKK
o MEK. Al menos dos isoformas de MEK han sido identificadas en células de mamiferos (Crews et
al. 1992; Wu, et al. 1993). Numerosas vias de senalizacién son capaces de activar a MEK. Los
receptores de tirosina quinasas, inducen la activacion de MAPK, mediante p21®, la proteina
p21'® posteriormente activa a la cascada de quinasas comprendidas por p74“"', MEK y MAPK
(Davis, 1993; Marshall, 1995). Por otro lado el mecanismo de induccion de MAPK activado por
receptores acoplados a proteina G no esta bien definido (Seuffericin, et al. 1996; Howe, ct al. 1993; Crespo.
et al. 1998). Se conocen varios sustratos de MAPK, incluyendo factores de transcripcion (Treisman,
1994) y otras proteinas auinasas como p90™*. Estudios anteriores indican que la activacion
sostenida de p42/p44™*P* es necesaria y suficiente para inducir proliferacion o diferenciacion en
varias lineas celulares (Pages, et al. 1993). Sin embargo, la contribucion de la activacién de la
cascada de MAPK necesaria para la induccién de la sintesis de ADN estimulada por PGF,, 0
LIF no ha sido determinada.

Hemos examinado la contribucion de la via de sehalizacion de MAPK en la induccion de la
sintesis de ADN estimulada por PGF,, y LIF utilizando un inhibidor especifico de MEK, PD
98059. Dicho inhibidor bloqued la sintesis de ADN estimulada por PGF2,, mientras que el LIF es
capaz de inducir sintesis de ADN de forma independiente de MEK (fig. 11A). Por otro lado, la
PGF,, requiere la activacion de p38™*"* para inducir la sintesis de ADN, dado que un inhibidor
especifico (SB 203580) de dicha quinasa, bloqueo la sintesis de ADN inducida por la PGF,,
mientras que la estimulacion de la mitogénesis mediada por el LIF no depende de la activacion
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de p38M*"X (fig. 11B). Este dato es interesante dado que existe un solo caso reportado de
sintesis de ADN inducido por un mitégeno mediante mecanismo dependiente de p38“P¥,

En resumen, la PGF,, utiliza mecanismos de sefializacion dependientes de PKC, p38"*", MEK
y ras, mientras que el LIF no utiliza dichos mecanismos de senalizacion, ni tampoco
mecanismos de sefalizacion dependientes de PKA para inducir sintesis de ADN. Por ultimo, la
sinergia del LIF con la PGF,, sobre la iniciacion de sintesis de ADN se observé tanto a
concentraciones subsaturantes como saturantes. De todo éstos resultados se concluye que el
LIF y la PGF,, actuan mediante mecanismos de sefalizacion distintos.

3- Sintesis de DNA inducida por LIF independiente de la expresion de ciclinas D’s:

La fase G; del ciclo celular aparece temprano durante la embriogénesis. Las células
diferenciadas, reciben sefales especificas que regulan su habilidad para multiplicarse a partir
de un estadio de quiescencia, y transitando primeramente a lo largo de la fase G;. Sin
embargo, las células madres embridnicas, carecen aparentemente de una fase G,, y son
capaces de dividirse transitando por la fase S y M. Las evidencias han mostrado que el LIF es
una citoquina pleiotropica, que controla varios fendmenos celulares que involucran
principalmente proliferacion y diferenciacion. Particularmente, las células madres embridnicas
murinas (ES), son capaces de proliferar indefinidamente in vitro en un estado no diferenciado y
pluripotente en presencia de LIF (Smith, ct al.. 1988; Williams, et al., 1988). Estas células pueden
contribuir al desarrollo completo del embridn si son reimplantadas en el blastocisto (Bradiey et al.
1984: Nichols ct al., 1990). La remocion de LIF, es suficiente para inducir la diferenciaciéon de células
ES a células semejantes a endodermo, sin embargo, la diferenciacion in vitro via la formacién
de cuerpos embridides, permite la formacién de un mayor espectro de tipos de tejidos
diferenciados, semejante a la gastrulacion y la organogénesis temprana (Robertson, 1987). A nivel
molecular, la remocion de LIF, y subsecuente diferenciacion 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 (Savatier, et al. 1995). Nuestro objetivo fue determinar como actua el LIF regulando la division
de células de fibroblasto de raton Swiss 3T3, en particular que moléculas regulatorias positivas
de la fase G; del ciclo celular, son capaces de ser activadas.

Numerosos estudios en células en cultivo han demostrado que la progresion desde la fase G,
hasta la fase S, depende de la actividad de quinasas dependientes de ciclinas de la fase G;
(CDKs). Estas quinasas son las Cdk4 y Cdk6 capaces de formar complejos con las ciclinas D
(ciclina D1, D2, y D3) (shem, 1993). Se considera a las ciclinas D como "sensores" del medio
extracelular (Sherr, 1993), ya que a partir de un estimulo mitogéncio, se activa su expresion. Estas
ciclinas activan a Cdk4 y cdk6, llevando a la fosforilacion de la proteina Rb (Resnitzky et al. 1994).

En base a nuestros resultados se sabe que el LIF es capaz de inducir sintesis de ADN en
células Swiss 3T3 mediante mecanismos de sefnalizacion independientes a PKC (tabla 1),
iisoprenilacién de proteinas (fig. 10), MEK1 (fig. 11A), p38™*"* (fig. 11B), teniendo en cuenta
gue muchos de estos mecanismos de senalizaciéon son activadores de la expresion de ciclina
D1 (Sauane ct al. 2000; Lavoic, et al. 1996; Gille, et al. 1999), la pregunta que surge es si el LIF es capaz de
inducir la expresién de ciclina D1 durante la fase G,. Decidimos ademas, comparar la expresion
de otras moléculas regulatorias positivas del ciclo celular, especificamente la expresion de
ciclina D2, ciclina D3, Cdk4 y CDdk®6.

Los niveles de Cdk4 y Cdk6é permanecieron constante tanto en células control como en
células estimuladas con LIF o PGF,, (fig. 13). Estos resultados se correlacionan con otros
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estudios en Swiss 3T3 utilizando distintos mitégenos (Mann, et al. 1997). Sin embargo, los niveles
de ciclinas D en células estimuladas con PGF,, varian de acuerdo con cada ciclina, la ciclina
D1 y D2 aumentan con el agregado de PGF,, mientras que los niveles de ciclina D3
permanecen constante tanto en células controles como estimuladas con LIF o PGF,, (fig. 13).
El hecho que la ciclina D3 no varia con el agregado de ambos mitdégenos, se correlaciona con
resultados que demuestran que la expresion de ciclina D3 esta mediada en Swiss 3T3 por
mecanismos dependientes de PKA (Mann et al. 1998). Sorprendentemente, el LIF no es capaz de
inducir la expresion de ninguna de las ciclinas D a lo largo de la fase Gy del ciclo celular (fig.
13).

El hecho que el LIF sea mitogénico independiente de la expresion de ciclina D1, D2, D3 y que
los niveles de Cdk4 y Cdké permanecen constantes, implica que debe existir un mecanismo
alternativo de regulacion del ciclo celular, una vez que las células son estimuladas por dicho
mitogeno. Esto implica que la transicion desde G,/G; a la fase S estimulado por el LIF, esta
mediada por un mecanismo distinto a la expresion de ciclinas D (a diferencia de lo que ocurre
con la mayoria de los mitdgenos), ya sea porque existe una nueva ciclina D adn no
descubierta; porque existe un mecanismo mediante el cual el LIF sea capaz de inhibir la
expresion de inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKI) que posibilita que los
niveles basales de ciclina D2 o D3 sean activos; o bien el LIF sea capaz de iniciar la sintesis de
ADN mediante un mecanismo nuevo y distinto a lo conocido (que no involucre a las ciclinas D
ni a los CDKI).

Si bien no ha sido descripto en la bibliografia ningin mecanismo nuevo de regulacion del ciclo
celular, se conocen ciclinas que se expresan durante la fase G, del ciclo celular, cuya funcion
no esta bien definida (ciclina F, G, 1) (Richman, et al. 1994; Kraus, et al. 1994; Cenciarelli, ct al. 1999; Greener, ct
al. 2000: Liu, et al 1998). Ademas en plantas se cloné recientemente una ciclina D4 (De Veylder, ct al.
1999).

Un dato preliminar (dado que el numero de experimentos es igual a dos) fue que cuando se
agrega de forma conjunta, en células Swiss 3T3 quiescentes, la PGF,, junto con el LIF a
tiempos tempranos (8 horas), se inhibe la expresion del ARNm y la proteina de ciclina D1,
comparado con la induccion de ciclina D1 estimulado por PGF,, a este tiempo. Una posible
explicacion podria ser que el LIF sea capaz de inhibir la transcripcion de ciclina D1 inducida por
la PGF,, a tiempos tempranos o bien que el LIF desestabilice el ARNm de ciclina D1.

En la figura se presenta un esquema de los mecanismos de senalizaciéon estimulados por la
PGF,, y el LIF basado en los resultados presentados en esta tesis.
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4- Similitudes entre las distintas citoquinas de tipo IL-6:

El LIF pertenece a una familia de citoquinas de tipo IL-6. Debido a que la respuesta biolégica de
cada citoquina de tipo IL-6 en particular (Bazan, 1991), puede ser redundante o especifica de
acuerdo a: el tipo y estadio de diferenciacion de cada célula; la homo u heterodimerizacion de
receptores (Grotzinger ct al. 1997; Kishimoto, et al. 1992, Stahl, et al. 1994), la activaciéon de distintos tipos de
JAK vy la translocacion a nucleo 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 Insulina (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 especificos para
CNTF, ya que unicamente se han encontrado dichos receptores en neuronas (Davis, ct al. 1993).
Por otro lado, si bien la IL-6 no es un factor mitogénico, si se adiciona junto con PGE1, se capaz
de inducir sintesis de ADN, y ésta se ve potenciada con el agregado de insulina (fig. 16).
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Los resultados muestran que tanto la OSM como el LIF son capaces de inducir sintesis de ADN
en Swiss 3T3 y ambos mitdgenos pueden sinergizar con mecanismos de sefalizacion
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 induccion
de la entrada en la fase S (fig. 17). Sin embargo, el agregado de LIF en combinaciéon 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). Ademas, la sinergia de cada una de estas dos citoquinas, con la PGF,,
sobre la iniciacion de sintesis de ADN se observé tanto a concentraciones subsaturantes como
saturantes (fig. 17). Estos resultados, junto con los resultados anteriores, sugieren que el LIF y
la OSM inducen la sintesis de ADN posiblemente a través de un mecanismo comun de
sefalizacion intracelular.

Los receptores de la familia de citoquinas, de tipo IL-6, estan compuestos por diferentes
subunidades, pero todos contienen una subunidad senalizante llamada gp130 (Stahl, et al. 1995:
Kishimoto. ct al. 1994). Algunos miembros de esta familia de citoquinas (IL-6, IL-11) (Murakami, 1993)
inducen la homodimerizacion de gp130, mientras que otros (LIF, OSM, CNTF) inducen la
heterodimerizacion de gp130 y el receptor de LIF de 190KDa (Gearing ct al. 1992; Davis. ct al. 1993).
Una posible explicacion es que el LIF y la OSM comparten mecanismos de senalizacion en
células Swiss 3T3, dado que ambos inducen una heterodimerizacion entre gp130 y el receptor
de LIF, a diferencia de lo que ocurre con la IL-6.

Si bien son datos muy preliminares (dado que el numero de experimentos es igual a uno), de
forma similar al LIF, ninguna de las citoquinas pertenecientes a la familia de IL-6, es decir, la
OSM, la IL-6, el CNTF, fue capaz de estimular la expresion de ciclina D1 en células Swiss 3T3.

Translocacion de STAT1, STAT3 y STATS, a nucleo:

Las proteinas STATSs tienen una funcién dual, son transductores de senales y activadores de la
transcripcion. El LIF y la OSM, en células Swiss 3T3, son capaces de gatillar la activacion y
translocacion a nucleo de STAT1 a tiempos semejantes, ésta translocacion a nucleo de STAT1
no se observa en células estimuladas con la PGF,, (fig. 18). La IL-6. es capaz de inducir
translocacion 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 induccidon de la sintesis de
ADN (fig. 16; 18). Estos resultados reafirman la hipétesis que el LIF y la OSM son capaces de
inducir sintesis de ADN en Swiss 3T3 mediante mecanismos de sefnalizacion semejantes.

Se estudio la accion del LIF, la OMS y la IL-6 asi como de la PGF,, sobre la translocacion a
desde el citoplasma hacia el nucleo de las STAT3 y STATS. Los resultados muestran que
ninguno de estos factores fue capaz de translocar ni la STAT3 ni la STATS5, aunque en dichos
experimentos se requiere de un control positivo para determinar la especificidad de los
anticuerpos empleados (fig. 19).

Es importante sefalar que estos resultados, provienen de experimentos
realizados con_una linea celular originada de un_cultivo primario de células
embrionarias de ratas Swiss, la linea celular utilizada representa probablemente
una variacion del clon original, por lo tanto los resultados deberan ser extendidos
a_otras variantes celulares de dicho clon. Por esta razén las conclusiones
derivadas de los mismos, no pueden ser generalizadas para otros tipos de células
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de mamiferos. Seria de particular interés correlacionar estos resultados con

experimentos a realizar en otros tipos celulares, como otras lineas celulares
derivadas de fibroblastos.
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