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RESUMEN

“Mecanismos de Seializacion Inducidos por el Factor de Crecimiento y Transformacion
Beta 1 (TGFB,), en Fibroblastos de Ratén Swiss 3T3”

La superfamilia del TGFf estd formada por polipéptidos que regulan diferencialmente la
divisién celular, en mamiferos. Dependiendo del tipo celular, el TGFf; puede inhibir, promover o
potenciar la divisién celular. En monocapas confluentes y aquietadas de la linea celular Swiss
3T3, el TGFB, (0,5-2 ng/ml) no induce, ni inhibe la proliferacién celular. Sin embargo, este
factor es capaz de potenciar la proliferacién inducida por la PGF;, (300 ng/ml) [Gémez de Alzaga
et al., 1994]. De las senales activadas por la PGF,q, se buscé ctales eran las mds importantes en la
sinergia con el TGFB,. Se comenzé estudiando la quinasa C (PKC), a través de la retro-
modulacién con 12-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA, 800 nM, 96 hs.), o Briostatina 1 (100
nM, 96 hs.). En la condicién de retro-modulacién de la PKC, se observé que el TGFB, (1,0
ng/ml) era capaz de inducir la proliferacion celular (50 % de células en fase S, después de 28 hs.
de estimulacidn, y 50 % de aumento en el nimero de células, después de 48 hs. de estimulacion),
siendo ésta dependiente, tanto de la concentracién del factor, como de la concentracién de los
compuestos que retro-modulan la PKC. En las células pretratadas con TPA, la fase G, tiene unas
6 a 7 horas mds, que en las células sin pretratar. En la primer condicién, el TGFf; induce la
expresion de la ciclina Dy, y en correlacién a la mayor duracién de la fase Gy, ocurre horas mds
tarde después de la estimulacién (10-12 hs.), comparado con las células sin pretratar, estimuladas
con PGF;, (6-9 hs.) [Sauane et al., 2000]. Fue interesante observar, que la PGF,,, induce la
expresion de la ciclina Dy, en células pretratadas con TPA, atin cuando en esta condicién no es
mitogénica, y a pesar que la CDK4 se halle presente. Este resultado lleva a plantear que la
expresion de la ciclina Dy, no necesariamente indica que la célula se dividird, y ademds que es
independiente de la PKC. Con el uso del anticuerpo monoclonal anti PKCa [Leach et al., 1988], se
observé que esta enzima estd ausente en el momento de agregado el TGFf;, en células
pretratadas con TPA. La inhibicién directa de la PKC con el inhibidor especifico GF 109203X
(10 uM), agregado una hora antes a células sin pretratar, no fue suficiente para permitir que el
TGFp, indujera la mitogénesis. El GF es capaz de inhibir parcialmente la sinergia entre el TGFp,
y la PGF,q, mientras que inhibe totalmente la sinergia entre el TGF(; y el OAG, en células sin
pretratar. Es decir que la PKC no es suficiente, pero si necesaria en la primer sinergia, y si muy
importante en la dltima. El agregado de GF por periodos prolongados, no logra retro-modular la
PKC. Los receptores del TGFf,, detectados con el uso de anticuerpos, estin presentes en ambas
condiciones, y la medicién del transporte de glucosa, inducido por este factor, pone en evidencia
que la actividad de los mismos, no se ve alterada por el pretratamiento con TPA. El agregado de
acido okadaico (5 nM), junto al TGFp,, en células sin pretratar, induce la sintesis de ADN (10 %
de células en fase S), indicando la presencia de fosfatasas de ser/thr, pero no seria el dnico



impedimento, por el cual el TGFf, no es mitogénico en las células Swiss 3T3. En el estudio de
las sinergias del TGFp, con insulina y PGE,, se observé que, en células pretratadas con TPA,
PGE, no induce la proliferacién, ni potencia la induccién de esta dltima por el TGFp, solo o
agregado con insulina. De estos resultados se concluye, que la PKC es necesaria para que la
PGE, potencie la sinergia entre el TGFf; mds insulina. La falta de potenciacién entre el TGFB, y
la PGE,, podria indicar un camino de sefializaciéon en comdin. Inhibiendo la PKA con PKI,
péptido inhibidor (I nM), y también con el uso del inhibidor H-89 (1 nM), se encontré que la
inhibicién de esta enzima no altera la induccién de la proliferacién por el TGFB,, en células
pretratadas con TPA. Con el uso del inhibidor genisteina (10 uM), se observé que las quinasas de
tirosina estdn involucradas en la sinergia del TGFB, y la PGF,,, en ambas condiciones, y en la
induccién de la proliferacion por el TGFp,, en células pretratadas con TPA. El uso de lovastatina
(80 uM) y mevalonato (800 uM), puso en evidencia la importancia relativa de la isoprenilacion
de proteinas, en la sinergia entre el TGF; y la PGF,q, en ambas condiciones. El TGF, no activa
la MAPK (ERK 1/2) en ninguna condicién, ni potencia la actividad, ni la presencia de la misma,
en la sinergia con la PGF,, La actividad de esta enzima se midié, a través de la
inmunoprecipitacién y fosforilacién de la mielina bdsica, y con el anticuerpo anti ERK 1/2,
bifosforilado (forma activa). EI TGFf, induce la translocacién de la Smad4 (medida por
inmunoflourescencia, con anticuerpo anti Smad4), en ambas condiciones, y ésta no se ve alterada
en las sinergias de este factor y la PGF,,. En conclusién, el TGFp, induce la proliferacién celular
en células Swiss 3T3, que han sido pretratadas con compuestos capaces de retro-modular la PKC,
es decir, primero activada y luego degradada. La induccion de la ciclina Dy, debe ocurrir por una
via alternativa a ERK 1 y 2. El pretratamiento con TPA lleva a las células a una fase Gy diferente
de la misma fase en la que se encuentran las células confluentes y aquietadas, sin pretratar. El
TGFp, activa las moléculas sefalizantes especificas de su camino de sefializacion, y éstas deben
interaccionar con factores de transcripcién u otros compuestos, que surgen por el pretratamiento
con TPA, haciendo que la fase G, sea mas larga, tiempo en el cual se sintetizan y/o modifican
compuestos necesarios para inducir la proliferacion celular.

Palabras claves: TGF,, PKC, TPA, ciclo celular, mecanismos de sefializacion, PGF,q, Swiss
3T3.



SUMMARY

“Signalling Mechanisms Induced by Transforming Growth Factor Beta 1 (TGFf,), in Swiss
3T3 Fibroblasts”

TGEFpB is a superfamily of polypeptides that can differencially regulate mammalian cell
division. Depending upon TGFp, interaction with various cell types, its action can cause
inhibition, promotion , as well as potentiation of cell division. In confluent resting Swiss 3T3
cells, TGFB, (0,5-2 ng/ml) neither not induce, nor inhibits cellular proliferation. However, this
factor enhances PGF,, (300 ng/ml) proliferative response, in this cell type [Gémez de Alzaga et al.,
1994]. Of PGF;,-induced signalling activities, our endeavour was focused in to those involved in
the synergy with TGFf,. The first activity studied was protein kinase C (PKC), through it’s
“down-modulation” either with the phorbol ester, 12-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA, 800
nM, 96 hs), or Bryostatin 1 (100 nM, 96 hs). In PKC “down-modulated” cells, TGF, can induce
entry in S phase (50 % of cells in S phase, after 28 hs of stimulation, and 50 % more cells, upon
48 hs of stimulation), being dependent upon factor concentration, as well as on PKC-“down-
modulating” compounds concentration. In TPA-treated cells, the G, phase is of 6 to 7 hs more,
than cells without treatment. In the first condition, TGFp, induced cyclin D, expression, and in
correlation with the G, phase extension time, this expression occurs hours latter after stimulation
(10-12 hs), compared with cells without treatment, stimulated with PGF;¢ (6-9 hs) [Sauane et al.,
2000]. It was interesting to observe that PGF, induced cyclin D, expression in TPA-treated cells,
eventhough in this condition failed to induce mitogenesis, and even with CDK4 presence. This
results implie that cyclin D, expression, does not necessarily indicate that cells are going to
divide, and that such event is independent of PKC activity. Using monoclonal antibody anti
PKCa [Leach et al., 1988], we reveal that this enzyme is absent upon TGFf, addition, in TPA-
treated cells. PKC direct inhibition with GF 109203X (10 uM), PKC-specific inhibitor, added 1
hour prior to cells without treatment, was not enough to allow TGFf, induce mitogenesis. GF
inhibited parcially the synergy between TGFf, and PGF,q, and prevent totally the action between
TGFp, and OAG, in cells without treatment. Thus, PKC is not sufficient, but yet necessary in the
first synergy, and important in the last one. GF added for long periods of time, is not capable of
down-modulates PKC. TGEp, receptors, detected by antibodies, are present in both conditions,
and glucose transport measurements, induced by this factor, puts in evidence, that receptor
activities are not altered by TPA treatment. Okadaic acid (5 nM) added with TGFf,, in cells
without treatment, induce DNA synthesis (10 % of cells in S phase), indicating the existence of
ser/thr phosphatases. However, this would not be the only retrain for TGFB, to induce
mitogenesis in Swiss 3T3 cells. In the synergies study between TGFf,, insulin and PGE,, it was
observed that in TPA-treated cells, PGE, neither induce proliferation, nor enhances TGFj,
action, added without or with insulin. From this findings we conclude that PKC is necessary for



PGE, to enhance the synergy between TGFp, and insulin. The lack of synergy between PGE, and
TGFp,, may indicate that they share common signalling pathways. PKA inhibited using PKI (1
nM), peptide inhibitor, and H-89 (1 nM) inhibitor, reveal that this activity is not involved in
TGFf,-induced proliferation, in TPA-treated cells. The use of inhibitor Genistein (10 uM),
enable to show that tirosine kinases activities might be involved in the synergy between TGFf,
and PGFy, in both conditions, as well as for the TGFB,-induced proliferation in TPA-treated
cells. Using lovastatin (80 uM) and mevalonate (800 uM), indicated the relative importance of
protein isoprenylation in the synergy between TGFf, and PGFy,, under both conditions. TGFf3,
did not activate MAPK (ERK1/2) in any condition, nor enhanced it’s activity or presence in the
synergy between PGF,,. MAPK activity measured by immunoprecipitation and phosphorylation
of myelin basic protein, as well as by immunodetection with antibody anti ERK 1/2
biphosphorylated (active form). Thus, this results indicated that MAPK activity was induced only
by PGF,q, and was not altered by TGFf, addition. Smad4 translocation induced specifically by
TGFp, (measured by immunofluorescence with antibody anti Smad4), in both conditions, is not
altered in the synergy with PGF,,. We conclude that TGFB, induces proliferation in Swiss 3T3
cells, whose PKC had been *“down-modulated” by specific compounds, thus, first activated and
then degraded. Cyclin D, induction by TGFf, may occurs via an alternative mechanisms to ERK
1/2 action. TPA treatment leave the cells in a different Gg state, compared with the same state in
which confluent and resting Swiss 3T3 cells are. TGFP, activated its specific signalling
molecules, and this ones may interact with transncription factors or other compounds, which
appeared by TPA treatment, thus lengthening G, phase duration, required for the synthetisis
and/or modification of compounds necessaries to induce cellular multiplication.

Key words: TGFp,, PKC, TPA, cell cycle, signalling mechanisms, PGF,,, Swiss 3T3.
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INTRODUCCION GENERAL

Cuando una célula prolifera debe coordinar la replicacién del ADN vy la separacién de los
cromosomas, asegurando la duplicacién completa del genoma y la segregacion correcta de la
clase y nimero adecuado de los cromosomas para cada célula hija. Es por esta razén, que la
proliferacidn celular es un fenémeno que se encuentra regulado y coordinado por mecanismos de
alta complejidad. El esclarecimiento de los mecanismos que controlan la proliferacién, resulta del
estudio del ciclo celular. Identificar los eventos basicos que regulan dicho ciclo, no sélo es de
vital importancia para comprender los mecanismos de la reproduccién de los organismos, sino
también para poder ahondar en el conocimiento de los procesos fisiolégicos tales como la
regeneracion de érganos, la cicatrizacién de tejidos, la inmunidad celular, y de otros procesos
alterados como el céncer.

A comienzos de 1900 los cientificos ya habian descripto las grandes etapas del ciclo celular. Si
bien, algunos detalles pueden variar en el ciclo, en las distintas especies, la duplicacion del
material genético y su separaciéon en dos células hijas, son requerimientos universales. En
términos generales, el ciclo celular puede describirse como una sucesién de fases denominadas
G1, S, G2 y M, en funcién de la sintesis de ADN y de la condensacién de cromosomas [Pardee,
1989]. La fase Gi, comprende el espacio de tiempo entre la separacién de las células hijas de un
ciclo anterior, hasta el comienzo de sintesis de ADN del ciclo que se inicia. Esta fase, se
caracteriza por una intensa actividad bioquimica, en la que el tamafio de la célula se duplica, al
igual que sus estructuras citoplasmadticas; es decir, es una etapa de crecimiento. Durante la fase S
(S de sintesis), se lleva a cabo la duplicacion del ADN nuclear y la sintesis de proteinas
involucradas en la misma. En la fase G2, se ensamblan las estructuras especificas y necesarias
para la separacién de los cromosomas en la fase M (M de mitosis). En esta Gltima fase, los
cromosomas se condesan, se separan y finalmente la célula se divide, dando origen a dos células
hijas, con igual contenido genético [para mds detalles ver Murray y Hunt, 1993].

Es interesante observar, cémo las células de un vertebrado adulto son miembros de una
sociedad compleja, donde lo primordial es la supervivencia del organismo como un todo, y no la
de cada célula individual. Es por esta razén, que algunas detienen su division, otras proliferan, e
incluso otras toman la decision de morir, ain cuando las condiciones nutricionales sean las
adecuadas para la subsistencia. La gran mayoria de las células de un organismo multicelular, se
encuentran en estado no proliferativo o de quiescencia (quietud 6 detencién en cuanto a la
division celular), llamado Go, aunque retienen la capacidad de entrar en el ciclo una vez
estimuladas (con excepcion de las neuronas y las células del musculo estriado). Cuando una
célula completa la division se determina si continua en ciclo, muere, se diferencia 6 si entra



Introduccidn

nuevamente en fase Go. El tiempo en el que las células permanecen en este dltimo estado,
depende del tipo celular y de las condiciones fisioldgicas.

El control fisiolégico del inicio de la proliferacidon, es externo y estd ejercido por factores
humorales producidos por células cercanas 6 distantes, llamados usualmente “mitégenos” 6
“factores de crecimiento”, los que ejercen su accion a través de una secuencia ordenada de sefiales
y eventos concatenados, que culminan en la replicacion del ADN y en la divisién mitdtica
[Jiménez de Asia er al., 1979; Rozengurt, 1986]. Una vez iniciado el ciclo, ya en la fase G1 tardio, el
proceso se independiza de los factores extracelulares y es regulado por controles intracelulares
[Hartwell y Weinert, 1989; Murray y Kirschner, 1989]. Los factores externos, inducen el cambio de
la maquinaria intracelular para pasar de Go a Gi. En cambio, las células tumorales son
relativamente independientes de los factores extracelulares y su ciclo es mds corto debido
fundamentalmente, a una reduccién de la fase Gi, donde muchas de las actividades necesarias
para la division celular, ya se encuentran iniciadas.

CICLO CELULAR

El ciclo celular, como ya se menciond, es el ciclo de eventos que ocurre en una célula durante
su divisiéon. En sus comienzos, fue descripto en base a la observacién microscépica y a la
marcacion de la sintesis de novo del ADN. Hoy en dia, el estudio del ciclo celular, ha revelado
que no sélo ocurrre una duplicaciéon del contenido nuclear, sino también del contenido
citoplasmitico, y que ademds existen expresiones ciclicas de diferentes proteinas y procesos
dentro del ciclo celular, que pueden ser observados como ciclos en paralelo 6 en serie. Es por esta
razén, que un complejo grupo de procesos nucleares y citopldsmaticos, deben coordinarse durante
el ciclo celular, para llevar a cabo la tarea de una correcta proliferacién. Actualmente, la inquietud
central, estd enfocada en tratar de explicar cdmo se realiza esta coordinacién.

En los dltimos aos, los estudios del ciclo celular, revelaron que existe un sistema de control
que coordina al ciclo como un todo. Las proteinas de este sistema de control, estdn conservadas a
lo largo de la evolucidn; esto hace posible la transferencia de varias de estas proteinas de origen
humano, a células de levadura. Por lo tanto, el sistema de control puede ser estudiado en una
variedad de organismos eucariotas, y de esta manera se pueden usar los hallazgos obtenidos en
todos ellos, para unificar el mecanismo de cémo una célula crece y se divide.

El sistema de control, coordina una serie de eventos claves del ciclo celular que aseguran una
correcta division celular. Estos eventos son iniciados por una familia de quinasas de proteinas en
serina/treonina (ser/thr) muy conservadas: las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs)
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[Meyerson et al., 1991; Pines y Hunter, 1991]. Los eventos claves 6 el control de puntos especificos
del ciclo celular, en el cual estdn implicadas las CDKs son los siguientes: la determinacion de
iniciar una unica vuelta de replicacion del ADN, la iniciacién de la sintesis de ADN, y la
iniciacion de la mitosis; es decir, son necesarias para la progresion de las distintas fases del ciclo
(figura N°I). Las CDKs para ser activadas deben unirse a sus subunidades regulatorias, una
familia de proteinas llamadas ciclinas [Evans et al., 1983: Hunt, 1991]. Por esta razon, dicho ciclo
puede ser visto como una sucesion de diferentes actividades ciclina-CDK. Los diferentes
complejos ciclina-CDK, dirigen a la célula a través de la mayoria de los puntos de control del
ciclo celular, y en mamiferos algunas CDKs tienen un rol mas claramente definido que otras
[Pines y Hunter, 1995]. La mayoria de las CDKs, estdn presentes en cantidades constantes y en
exceso, con respecto a las ciclinas, a lo largo de todo el ciclo celular. Esto significa, que la
actividad de las CDKs puede ser regulada a través del control de la cantidad de las ciclinas. El
origen del nombre de las ciclinas, se debe a que los genes que las codifican, en mamiferos, se
transcriben de manera dependiente del ciclo celular. Por lo tanto, dos puntos importantes de
control en la regulacién de las CDKs, estd en la sintesis y la degradacién de algunas ciclinas, en
puntos especificos del ciclo celular [Morgan, 1995; Pines, 1995].

D
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Figura N°1. Puntos de Control y Chequeo del Ciclo Celular. (Basado en Pines, 1995)
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En forma general, se puede decir, que la actividad quinasa de todas las CDKs puede ser
controlada de la misma manera: por la sintesis de ciclinas, unién a las ciclinas, protedlisis de
ciclinas, fosforilacién y desfosforilaciéon del complejo por otras quinasas y fosfatasas, y por la
unién de inhibidores [Morgan, 1995; Pines, 1995]. La gran variedad de maneras diferentes en que la
actividad de las CDKs puede ser regulada, permite al ciclo celular responder, tanto a sefiales
externas como a sefiales internas, generadas por eventos precedentes en el ciclo celular. Mas adn,
la proliferacién descontrolada de algunas células cancerigenas, pueden adscribirse a defectos en la
maquinarnia ciclina-CDK.

La actividad total del complejo ciclina-CDK, es conferida por una quinasa de ser/thr, que
fosforila a dicho complejo, y se llama actividad quinasa que activa el complejo ciclina-CDK
(CAK) [Solomon et al., 1992]. Una de las actividades CAK purificada hasta el momento, es el
complejo ciclina H-CDK7, cuya actividad aparece constante a lo largo del ciclo celular. Se
encontré ademds, que este complejo forma parte a su vez, de un complejo mayor, que forma el
factor de transcripcién TFIIH [Feaver et al., 1994; Roy et al., 1994]. TFIIH es parte de la maquinarnia
basal de transcripcién, y también es requerido para la reparacién del ADN. Por lo tanto, el
complejo ciclina H-CDK?7 llevaria a cabo dos funciones en la célula, uniendo potencialmente la
reparacion del ADN y la transcripcidn, a otros eventos del ciclo celular [Poon y Hunter, 1995].

Entre los puntos de control del ciclo celular, se encuentran los Ilamados puntos de chequeo
[Hartwell y Weinert, 1989], donde la célula es capaz de responder a las condiciones adversas,
deteniendo el ciclo celular en dichos puntos. La detencion del ciclo celular, estdi mediado por
sefales especificas, que activan los puntos de chequeo, los cuales en condiciones normales estdn
en silencio, y casi siempre ocurre a través de la modulacién especifica de los complejos ciclina-
CDK. Por ejemplo, el daiio al ADN es capaz de detener las células después de la fase S y antes de
la mitosis, de tal forma que 6 bien el dafio es reparado, 6 la célula sufre apoptosis. Esto previene
que las mutaciones en el ADN sean replicadas, y ademds que los daios en el ADN, interfieran
con la separacién de las cromitidas hermanas en la mitosis. Otro punto de chequeo importante, se
activa cuando los cromosomas son alineados incorrectamente en metafase, causando la
permanencia de las células en dicha fase, hasta que el error es corregido. Sin embargo, uno de los
sellos caracteristicos de las células cancerigenas es su inestabilidad genética, donde los
cromosomas son frecuentemente rearreglados, 6 ain perdidos cuando las células se dividen, y
esto indica que algunos de los puntos de chequeos no deben operar en estas células, ya sea porque
se pierden, 6 son capaces de ignorar aquellos puntos de chequeos, que normalmente previenen a
las células de llevar a cabo la mitosis, con cromosomas mal alineados 6 no balanceados [Hartwell
y Kastan, 1994]. Las bases moleculares para estos cambios se deben en parte, a diferencias en la
regulaciéon y composicién de complejos ciclina-CDK.



Introduccion

La comprensiéon de los mecanismos que controlan el ciclo celular, continuan aumentando
rapidamente. Con el avance de la identificacién de los componentes del ciclo celular, que estan
desregulados en células transformadas, comparadas con las no transformadas, aparece la
posibilidad de nuevos blancos para terapias anti cdncer.

REGULACION DEL INICIO DEL CICLO CELULAR

El interés principal de este estudio estd centrado en el inicio de la proliferacién celular y dado
que la regulacién de dicho inicio varia en células de mamiferos de acuerdo al tipo crecimiento,
solo se hara incapié en el crecimiento celular que depende del anclaje a un sustrato [Assoian,
1997].

Las células en el estado Go difieren de las que estan en Gi en muchas propiedades [Baserga,
1985; Denhardt et al., 1986; Cross er al., 1989]. En Go las células tienen un tamaiio menor debido a
un metabolismo mds lento en lo que se refiere a la biosintesis de proteinas y ARN, a las
actividades enzimdticas, al transporte a través de la membrana, y los ribosomas estin en su
mayoria como monosomas [Baserga, 1985; Denhardt et al., 1986; Cross et al., 1989]. Cuando las
células de mamiferos y de levaduras se tornan quiescentes, aparecen algunos ARNSs y proteinas
nuevos [Schneider er al., 1988; Verma et al., 1988]. Una vez estimuladas, las células que estdn en Go
requieren mas tiempo para llegar a S, y en esta transicion también hay diferencias en la expresion
génica, con aquellas células que estdn en la transiciéon Gi/S [Pardee, 1989; Almendral er al., 1988,
Bravo, 1990; Nathans, 1992]. Se ha establecido, que muchos genes, que son inducidos en células
estimuladas por mitdgenos, 6 reprimidos cuando estdn en Go, tales como c-myc y c-fos, no se
encuentran regulados durante la progresiéon en el ciclo celular de células que proliferan
asincrénicamente [Hann et al., 1985; Bravo er al., 1986]. La diferencia entre Go y Gi1 es fundamental
en la proliferaciéon celular, ya que la velocidad de aumento de una poblacién celular, es
dependiente de la fraccion de células que se encuentran en ciclo comparadas con aquellas que
estdn todavia en Go [Pardee, 1989].

La limitacién del crecimiento por remocién de nutrientes, factores de crecimiento 6 inhibicion
de la sintesis proteica, usualmente causan detencién en Gi. Estos resultados indicarian, que la
coordinacion del crecimiento con la divisidon celular, se llevaria a cabo a través de eventos
especificos en la fase Gi. Es por esta razén, que se considera a la fase Gi como un periodo
funcional, durante el cual la célula, una vez que ha recibido la sefial externa, monitorea el
ambiente y su propio crecimiento, para realizar un paso decisivo, en el cual se compromete a
replicar el ADN y completar el ciclo de divisién [Polymenis y Schmidt, 1999]. Los puntos de
control de la fase Gi, donde se toma la decisién para iniciar el ciclo celular, son los mds
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influenciados por situaciones extremas, y no sorprendentemente los componentes involucrados en
la regulacion de esta decisién son aquellos que estdn mas estrechamente implicados con el cdncer.

El punto de la fase Gi donde la célula toma distintas decisiones acerca de si se divide,
diferencia, muere o permanece en Go, se lo suele denominar "Punto de Restriccién” (R), pero aquf
se lo definird como el punto después del cual, la célula no necesita estar expuesta al mitégeno y se
compromete a completar la parte remanente del ciclo celular, de una manera esencialmente
automatica. Si los mitégenos son agregados cuando el crecimiento es propicio, luego la célula
decidird proseguir y pasard a través de R. Es por esta razon, que este punto también se lo llama
punto de "Compromiso” (C), (en inglés “Commitment”, C) [Pardee, 1989]. Por lo tanto, el punto
R divide a la fase G en temprana/intermedia y tardia; la primera definida por la dependencia del
mitégeno, y la segunda, independiente de la sefial externa.

El modelo molecular que explica los eventos que ocurren en el punto R, se ejemplifica en el
esquema de la figura N°2 (basada en Assoian, 1997, y Planas-Silva y Weinberg, 1997). La
propuesta de la familia de supresores tumorales del retinoblastoema (pRb y pl07), como
moléculas claves en R, se basa en que las mismas sufren una fosforilacién extensiva, que sucede
en el mismo lapso de tiempo, en el que la célula transcurre por dicho punto. En su forma
hipofosforilada, pRb tiene una configuracion que inhibe la divisién celular, ya que se une y
secuestra a miembros de la familia de factores de transcripcion E2F, formando asi un complejo,
que actia como represor de la transcripcion. Esta familia de factores de transcripcion estd
relacionada con el programa de la proliferacion en mamiferos, debido a que se une a los
promotores de varios genes involucrados en la sintesis de ADN, como el de la ADN polimerasa
o, quinasa de timidina, ribonucleétido reductasa, asi como también a los de las ciclinas E y A [De
Gregori et al., 1995]. La hiperfosforilacién de pRb libera a E2F [Kouzarides, 1995]. De esta forma,
pRb mantendria la puerta del punto R cerrada, hasta que las sefales apropiadas disparen la
fosforilacion del mismo. Esto permitiria abrir la puerta y la célula avanzaria a lo largo de Gi. De
acuerdo a este esquema, se propone que las sefales, que influencian el pasaje a través del punto
R, deben hacerlo mayormente a través de su habilidad en influenciar la fosforilacién de pRb.

La fosforilacién de pRb se inicia por los complejos ciclinas-CDKSs, que contienen ciclinas tipo
D y las CDK 4 6 6, que utilizan a este tipo de ciclinas como subunidades regulatorias, por esta
razon se las suele denominar, CDK socias de ciclina D [Kato et al., 1993; Horton et al., 1995]. Las
ciclinas tipo D (DI, D2, y D3), son las primeras ciclinas que aparecen en el ciclo celular
[Motokura et al., 1991 y 1992; Withers et al., 1991; Xiong et al., 1991]. Poseen una vida media muy
corta (alrededor de 20 minutos) [Matsushime et al., 1992], que las hace interesantes como
mdleculas reguladoras del punto R, ya que la inhibicidn de la sintesis proteica antes de este punto
y no después de él, bloquea la proliferacion [Rossow et al., 1979]. Son sensibles a la presencia de
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los factores de crecimiento, dado que la remocién del suero, bloquea la transcripcién de las
mismas, y en forma paralela, ocurre una rdpida degradacién proteica. De todas las ciclinas, las
tipo D son las mas fuertemente implicadas como proto-oncogenes [Motokura et al., 1991; Withers
et al,, 1991], y poseen un motivo proteico, L-X-C-X-E, que las hace capaz de unirse directamente
a pRb [Dowdy et al., 1993]. Un aspecto importante de la ciclina D, es la regulacién de su
degradacién en el ciclo celular (protéolisis mediada por ubiquitina, a través del reconocimiento de
secuencias PEST), que consecuentemente, inactiva a su socia CDK y contribuye a la
irreversibilidad del progreso del ciclo.

SefialExterna——_____  Cascada de sefiales
p15

p16 2| Ciclina D1/< \
pi8 Ciclina E
p19 X = T p27 /@\

0 /
V)
¥ D1-CDK4/6 E-C'DK2 _
o (complejo activo) (complejo activo)
R \‘ E2F-Rb
E2F-p107
J @
@ p1o7® EoF
¥ ADN polimerasa o
iDCi : ; quinasa de timidina
Transcripcién Programa Proliferacién fibonuclestido reductasa
/ CiclinasEy A

Fase S

Figura N°2. Regulacién del Punto R.

Las quinasas socias de la ciclinas D, CDK4 y CDK6 [Kato et al., 1994; Xiong et al. 1992], se
unen a dicha ciclina (cada una por separado), en el lapso de tiempo antes de R. Los complejos D-
CDK4/6 activados, inician la fosforilacién de pRb y es probable que sigan activos a lo largo del
G temprano/intermedio para mantener esta fosforilacién. Por lo tanto, si las ciclinas tipo D
desaparecen en cualquier momento de este periodo, tanto porque se removieron los mitogenos 6
se agregd cicloheximida inhibiendo su sintesis, es muy probable que la fosforilacién inicial de
pRb desaparezca rapidamente, por fosfatasas constitutivamente activas, bloquedandose asi el ciclo
celular.

A su vez los complejos ciclina D-CDK estin regulados de forma negativa por la familia de
inhibidores INK4, que se unen a la forma monomérica de CDK4 y CDK®6. Las proteinas de la




Introduccidn

familia INK4 incluyen a pl5, pl6, p18 y pl9, de las cuales, pl6 ha sido implicada como un
importante supresor tumoral [Nobori et al., 1994; Spruck IIl et al., 1994].

De acuerdo a las evidencias, los complejos ciclina D-CDK4/6 solo inician la fosforilacién de
pRb, pero no la completan, y esto parece reflejarse también en que no son determinantes para el
pasaje a través de R [Resnitzky y Reed, 1995; Connell-Crowley et al., 1997]. Los complejos activados
de ciclina E-CDK2, que se activan en el tiempo en que la célula transcurre por R, son los que
terminan de hiperfosforilar a pRb, y estas fosforilaciones parecen depender de las fosforilaciones
iniciadas por los complejos D-CDK4/6 [Hatakeyama et al., 1994; Resnitzky y Reed, 1995]. Sin las
fosforialciones previas, el complejo E-CDK2 no pueden hiperfosforilar a pRb, y la célula no
podria pasar por el punto R, ya que no se liberaria el factor de transcripcién E2F. Por lo tanto, la
transicién del punto R parece depender de la activacién del complejo E-CDK2 [Koff et al., 1992].

Otra clase de inhibidores de los complejos ciclina-CDK incluyen a las proteinas p21, p27 y
p57 [Sherr y Roberts, 1995], y son capaces de unirse a una gran variedad de estos complejos. Estos
inhibidores solo se unen a la ciclina y a la CDK, una vez que ellas forman el complejo, y se
requiere mds de una molécula del inhibidor, para inhibir la actividad quinasa. Esto significa, que
los complejos ciclinas-CDK pueden retener la actividad quinasa, adn cuando estdn unidas a una
Gnica molécula del inhibidor, de tal manera que los inhibidores pueden tener un rol adicional, tal
como dirigir el complejo a otras moléculas.

Hay evidencias que indican que p27""' juega un rol critico en la determinacién del tiempo de
la transicidn del punto R [Coats et al., 1996]. Los niveles de p27 declinan constantemente a través
de la fase Gi en respuesta a la estimulacion mitogénica, aparentemente por mecanismos post-
traduccionales que incluyen degradacién proteica [Leone et al., 1997]). Es muy probable, que al
bajar los niveles de p27, se liberen los complejos E-CDK?2, que se encuentran inhibidos por él, y
la célula adquiera asi, la habilidad de disparar la transicion a través del punto R. Este modelo es
atractivo, porque la declinacién de p27, representa la consecuencia de la acumulacién de la sefial
del mitégeno, durante un periodo de tiempo, y coincide con el tipo de mecanismo que es
requerido para el disparo de esta transicion.

Una vez activado p27, se une e inhibe al complejo ciclina E-CDK, a pesar que la mayor parte
de p27, en células en proliferacién, se encuentra unido al complejo ciclina D-CDK4/6 [Toyoshima
y Hunter, 1994], los cuales podrian ser sus represores labiles al calor, que a través de la asociacién,
lo mantienen en forma latente [Peters, 1994]. p27 debe inhibir al complejo ciclina D-CDK4,
impidiendo la fosforilacién de un residuo de treonina en la CDK4, mediado por CAK [Kato et al.,
1994]. Existen varios trabajos donde muestran, que los niveles crecientes de p27, arrestan a la
célulaen G, y a la inversa, que en células proliferando, los niveles de p27 estdn disminuidos.
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El modelo de la regulacién del punto R, estd apoyado por una variedad de lineas de evidencias.
Los mitégenos, que inducen la transiciéon del punto R, favorecen la fosforilacién de pRb y
aumentan los niveles de ciclina D, que a su vez inicia la fosforilacién de pRb. Si se microinyectan
anticuerpos anti ciclina D, se detiene el ciclo en la fase Gi, pero esto solo ocurre en células que
son pRb positivas [Lukas et al., 1994]. Otras evidencias, que apoyan la relacién no sélo de la
ciclina D, sino también de la E con el punto R, estd dado por el moderado acortamiento de la fase
G, cuando una u otra ciclina son sobrexpresadas, mientras que la sobrexpresion de ambas
acortan significativamente dicha fase [Resnitzky y Reed, 1995]. Esto sugiere, que estos dos tipos de
ciclinas, regulan diferentes aspectos de la fase Gi.

Las evidencias en favor del punto R, también provienen de factores que actian bloqueando la
proliferacién, como ocurre con el TGFf, en determinados tipos celulares, donde induce la sintesis
de p15™K*B inhibidor de CDK4/6, que bloquea la fosforilaci6n inicial de pRb, asi como también
bloquea la sintesis de CDK4 [Hannon y Beach, 1994].

La irreversibilidad del punto R, se cree que se debe a rutas de retroalimentacién positiva, y se
han propuesto tres de ellas. La primera propone, que la inactivacién de pRb, llevaria a la
liberacion del factor de transcripcion E2F, y posteriormente este factor activaria la expresién del
gen de la ciclina E, aumentando los niveles proteicos de dicha ciclina. La segunda propone, que la
inactivacidon de pRb, pareceria resultar en el aumento de los niveles proteicos de ciclina E, y se
llevaria a cabo, a través de mecanismos post-traduccionales pobremente comprendidos. Y
finalmente, la tercera propone, que los complejos activados CDK2-E, podrian inducir la
fosforilacién de p27, y al mismo tiempo su degradacién, combindndose de esta manera con los
efectos de la degradaciéon de p27 inducida por mitégeno, que ocurre en la fase Gi
temprana/intermedia, y se completaria de esta manera, la liberacién de los complejos CDK2-E, de
la inhibicién de p27. Las acciones combinadas de esta amplificada ruta de retroalimentacién
positiva, deben asegurar de forma significativa, que la transicién del punto R no solo sea
irreversible, sino también ejecutado con extrema rapidez.

Estd claro, que hay una convergencia de sefiales, pero no se sabe si resulta de una sucesién
lineal de distintas decisiones en el tiempo, que son ejecutadas una después de otra a través de la
fase G temprana/intermedia y culminan eventualmente en la transicién del punto R, 6 si la
sefializacién de todos estos caminos, es guiada e integrada finalmente en una Gnica decisién en la
fase Gi intermedia/tardia acerca de si completar 6 no la transicién.

También existen algunas contradicciones con este modelo, principalmente porque ni el pRb, ni
las ciclinas tipo D, individualmente, son necesarios para el control de la iniciacién de la
replicacion del ADN. Se ha observado que células sin pRb, son capaces de regular la transicion
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de Gi a S correctamente durante la proliferacién [Peeper et al., 1997], como asi también que
ratones Rb -/-, son capaces de desarrollarse hasta el dia 13 antes de morir, después de numerosas
divisiones celulares, y con una diferenciacién sustancial [Jacks et al., 1992]. Mds que regular la
divisién celular bdsica, la falta de pRb parece ser importante para los caminos de diferenciacién
especifica, principalmente en el desarrollo del higado, hematopoiesis, y en algunas partes del
desarrollo neuronal [Lee et al., 1992].

CAMINOS DE SENALIZACION INTRACELULAR EN LA PROLIFERACION

La célula de un organismo multicelular, estd expuesta a una gran variedad de sefiales diferentes
provenientes de otras células y del ambiente. La respuesta celular es especifica y selectiva,
adquirida a través de la especializacion celular progresiva, durante el desarrollo. Por esta razon,
una célula puede ser programada para responder a un grupo de sefiales diferencidndose, a otro
grupo proliferando y a otro grupo llevando a cabo una funcién especializada.

De todos los estimulos que recibe una célula, los que inducen la proliferacién celular son el
objeto de este estudio, y sélo se hard incapié en los mecanismos de senalizacion activados durante
la induccién de la division celular.

La interpretacién de las sefiales intercelulares, se realiza a través de una compleja maquinaria
en la célula receptora. El estudio de la comunicacidn celular avanza dia a dia con el desarrollo y
el alcance de nuevas técnicas, poniendo en evidencia el elaborado sistema que poseen las células
para responder a los diferentes estimulos. Este sistema de transduccién de sefales incluye
proteinas receptoras de membrana e intracelulares, quinasas, fosfatasas, proteinas que unen GTP
y una cantidad de proteinas intracelulares.

Las células de animales superiores se comunican a través de una gran variedad de moléculas
sefalizantes, llamadas también mediadores intercelulares, que incluyen proteinas, pequeiios
péptidos, aminodcidos, nucleédtidos, esteroides, retinoides, derivados de acidos grasos, y alin gases
disueltos como el 6xido nitrico y el monéxido de carbono. Independientemente de la naturaleza
de la sefial, la célula receptora responde a través de proteinas especificas llamadas receptores. Los
receptores unen a la molécula sefalizante de forma especifica y luego se inicia una respuesta en la
célula receptora.

La forma especifica en que una célula reacciona al ambiente, va a depender de los receptores
que posea, ademds de la maquinaria intracelular con la cual la célula integra e interpreta la
informacién que recibe. En muchos casos, las moléculas sefalizantes se unen a idénticos
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receptores acoplados a distintas células, y aidn asi producen respuestas diferentes, reflejando
diferencias en la maquinaria interna de las células, en las cuales estdn presentes.

Si se clasifican a los receptores, que se encuentran en la superficie celular, en base a las vias
sefializantes que activan, se los puede dividir en dos grandes familias: aquellos receptores que
estdn acoplados a una proteina trimérica G (GPCRs), y los que, poseen 6 estdn asociados, a una
actividad enzimadtica, que generalmente es una quinasa (en su mayoria de tirosina (RTK) y/é de
serina/treonina (RS/TK)). Ambos tipos de receptores activan esencialmente una cascada de
fosforilaciones mediada por dos tipos principales de quinasas: las quinasas de proteinas en
serina/treonina y las quinasas de proteinas en tirosina.

El rol de los GPCRs estd bien definido en la regulacién del metabolismo intermediario, y solo
recientemente estos receptores han sido reconocidos como importantes mediadores del
crecimiento y diferenciacién celular [Luttrell et al., 1999). La intervencién de los GPCRs se da a
través de la cooperacién entre las vias de sefializacidn, y existe mucha evidencia de que esto
ocurre con las vias activadas por RTK [Schwartz y Baron, 1999].

Los GPCRs son proteinas con siete dominios transmembranas, por esta razén se los suele
denominar “serpentinas”, y transducen las sefiales extracelulares activando las proteinas
heterotriméricas G (que unen GTP), localizadas en la cara citosélica de la membrana plasmitica.
Estos receptores pueden activar selectivamente una o mds proteinas triméricas G, que estin
formadas por el ensamblado de tres subunidades. Cada una de estas subunidades son el producto
de tres familias de genes diferentes (existen 17 genes para la subunidad o, 5 parala B y 11 para la
Y). Los GPCRs actian a través de la proteina G, para regular la actividad de una proteina blanco
separada del receptor, pero unida a la membrana plasmatica. Esta proteina blanco puede ser una
enzima 6 un canal de iones, que una vez activada por la proteina G, actda a su vez alterando el
comportamiento de otras proteinas en la célula.

Las tres cadenas polipeptidicas diferentes, que componen a la proteina trimérica G, o, B, y ¥,
forman un complejo capaz de unir GTP. De acuerdo a la proteina G que se activa, a través de la
subunidad «, que es la que une e hidroliza GTP, se inicia una determinada via sefializante (figura
N°3). La cadena B y la cadena y forman un complejo fuertemente unido, que mantiene a la
proteina G anclada a la membrana plasmadtica a través de una cadena lipidica (un grupo prenilo),
que estd covalentemente unida a la subunidad y. En su forma inactiva, la proteina G existe como
trimero, con un GDP unido a la subunidad a. Una vez que el ligando se une al receptor, este
Gltimo se activa e induce un cambio conformacional en la proteina G, causando la disociaci6én de

la subunidad o, y liberando asf{, el complejo By. De esta manera, o puede cambiar el GDP unido,

12



Introduccion

por GTP. A su vez, la subunidad o posee una actividad GTPasa, que permite inactivarla, y darle
el caricter de transitoriedad a la reaccién.

Senal externa —» Receptor

Proteina Trimérica G

/ ° Gq o \
Canales Fosfolipasa Cp Adenil Ciclasa
de Iones 4/ \ ¢
/ AMPc
\ / Acido PKA
Ca2+

Araquidénico \
D/ Quinasas

Eicosanoides CaM

Fosforilacién
Fosforilacién receptor Pl
Canales Caz2+

Figura N°3. Receptores Acoplados a Proteina G, Vias Senalizantes.

La proteina Gs estimula la via de la adenilato ciclasa, aumentando los niveles intracelulares del
AMPc, y esto causa a su vez la activacién de la quinasa A (PKA, que fosforila en ser/thr). El
AMPc altera la conformacién de las subunidades regulatorias de la PKA, liberando y activando
las subunidades cataliticas. Los sustratos de la PKA dependen del tipo celular, pero un camino de
sefializacién que generalmente activa, es la fosforilacién de una proteina (CREB), que se une a
zonas promotoras en el ADN, en respuesta a los elevados niveles del AMPc. De esta forma, se
activan genes especificos de esta respuesta. Entre los sustratos de la PKA también se pueden
nombrar los canales de Ca**, los receptores del inositol 3 fosfato (IP3), ubicados en el reticulo
endoplasmatico y las quinasas dependiente de Ca®* y calmodulina (CaM), que fosforilan y activan
a la calmodulina.

Existe también una proteina trimérica G inhibitoria, Gi, que inhibe a la proteina trimérica Gs,
pero se cree que su rol mds importante es estimular los canales de iones.

La proteina Gq activa a la fosfolipasa C, isoforma 3 (PLCB), y esta enzima a su vez cliva al
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP;), generando fosfatidil inositol 1,3,4 trisfosfato (IP3) y
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diacilglicerol (DAG). El IP; libera Ca®* de los depésitos intracelulares y también genera la
molécula mensajera IP;. El DAG, por un lado sigue clivindose, para dar dcido araquiddnico, que
actia como mensajero, y como primer metabolito en el camino de sintesis de los eicosanoides.
Por otro lado, el DAG activa la quinasa C (PKC), enzima que fosforila en ser/thr y de la que se
detallard mds adelante. Cabe aclarar, que la PLCP, ademads de ser activada por GPCRs, también
puede ser directamente activada por un receptor.

A pesar de las diferencias en los detalles moleculares, todos los sistemas sefializantes, que
estdn disparados por los GPCRs, comparten ciertas caracteristicas y estin gobernados por los
mismos principios generales. Muchos de ellos dependen de cascadas complejas, de
amplificadores y de mediadores intracelulares. Las cascadas cataliticas de los mediadores
intracelulares, proveen numerosas formas de amplificar la respuesta a seiiales extracelulares.
Como el efecto es transiente, existe una serie de rutas que inhiben ciertos pasos anteriores y
también existen fosfatasas especificas que desfosforilan los distintos sustratos de los mediadores
intracelulares.

Los receptores acoplados a enzimas, son proteinas con una (nica regién transmembrana, a
diferencia de las serpentinas de los GPCRs, con el sitio de unidn al ligando en la cara extracelular
y el sitio catalitico en la cara intracelular. El dominio citosdlico de estos receptores, puede tener
actividad enzimdtica, 6 estar asociado directamente a una enzima. Estos receptores deben homo 6
heterodimerizarse, para ser activados, y asi fosforilar un grupo especifico de proteinas en la célula
blanco.

Existen cinco clases de receptores acoplados a enzimas, conocidos hasta el momento. a)
receptor guanilil ciclasa: cataliza la producciéon de GMPc en el citosol, y como actia en respuesta
a la presién sanguinea; no serd desarrollado en detalle. b) receptor quinasa de tirosina: fosforila
residuos tirosina en un pequefio grupo de proteinas sefalizantes intracelulares. ¢) receptores
asociados a una quinasa de tirosina: que se asocian a una quinasa de tirosina. d) receptor fosfatasa
de tirosina: remueve grupos fosfatos de tirosinas en proteinas sefializantes intracelulares
especificas. e) receptor quinasa de ser/thr: fosforilan residuos ser/thr en algunas proteinas
intracelulares.

Los receptores quinasa de tirosina (RTK) son los mis abundantes. El primer receptor
descripto, de este tipo, fue el del factor de crecimiento epidermal (EGF). Este receptor tiene un
paso por membrana y un dominio intracelular con actividad de quinasa de tirosina (TK),
estimulado por la unién del ligando. Fosforila proteinas intracelulares especificas. Otros factores
de crecimiento con receptores similares son: el derivado de plaquetas (PDGF), de fibroblastos
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(FGFs), de hepatocitos (HGF), de insulina tipo 1 (IGF-I), nervioso (NGF), del endotelio vascular
(VEGF), y el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF).

En cada caso, el receptor se autofosforila para iniciar la cascada de sefiales. La unién del
ligando provoca la homodimerizacién de receptores y asi se fosforilan en forma cruzada
(autofosforilacién, porque ocurre dentro del dimero del receptor, pero la fosforilacién ocurre en
trans), en varios residuos de tirosinas. Se cree que la dimerizacién del receptor es un mecanismo
general para activar los receptores. Este tipo de mecanismo resulté muy util para la construccién
de las mutantes dominantes negativas (se expresa un receptor mutado y se forman homodimeros
con un mondémero nulo en su actividad).

La sefalizacién por la actividad quinasa de tirosina, generalmente se inicia por el
reclutamiento de proteinas sefializantes, a las tirosinas fosforiladas. Las proteinas reclutadas,
contienen un dominio homélogo a la regién 2 de la proteina del Sarcoma de Rous (Src, tiene
actividad de quinasa de tirosina), 6 un dominio de unién a fosfotirosina (PTB). Las cascadas de
sefiales de este tipo de receptores han sido analizadas en gran detalle. En la figura N°4 se detallan
las vias sefalizantes del EGF y de la insulina (basados en Lutrell et al., 1999, y Czech y Corvera,
1999, respectivamente).

El receptor del EGF forma un homodimero al unirse el ligando, y se activa la TK de su
dominio intracitoplasmadtico, y ocurre la transfosforilacidn en tirosina. Al fosforilarse el receptor,
promueve la asociacién de proteinas adaptadoras, que contienen un dominio SH2 (homdlogo al
de la proteina Src), 6 un dominio de unién a fosfotirosina (PTB), como la Shc y la Grb2, y
proteinas sefializantes como la c-Src, la fosfolipasa Cy (PLCy), la proteina que a activa a Ras-
GTPasa (GAP), y la quinasa p85-p110 dependiente de inositol 3 fosfato (PI3K), para formar un
complejo asociado a la membrana, que activa a la proteina Ras. El complejo Grb2-Sos, al
asociarse al receptor, cataliza el cambio de GTP en Ras. La asociacién de Ras a Raf, quinasa que
activa a la quinasa de la quinasa MAP (MEK), inicia la cascada de la quinasa MAP.

El camino de senalizacién de la insulina también activa la cascada de la quinasa MAP, de
manera similar al EGF. El receptor se dimeriza, transfosforila en tirosina y se reclutan las
proteinas involucradas en el camino de sefalizacién.

La importancia de la proteina Ras en las vias de senalizacion se ve reflejada en el porcentaje de
cdnceres humanos que contienen una mutacién en este gen (30%). La proteina Ras pertenece a la
gran superfamilia Ras, formada por proteinas monoméricas G de bajo peso molecular, que unen
GDP/GTP. Esta superfamilia incluye a la proteina de 21 kDa, codificada por los genes H-Ras, K-
Ras y N-Ras. También estdn incluidas otras dos subfamilias: Rho y Rac, involucradas en la
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amplificiacién de sefiales desde los receptores al esqueleto de actina; y la familia Rab involucrada
en la regulacién del trafico intracelular del transporte de vesiculas.[Maruta y Burgess, 1994].

[ Receptor de Insulina (6 IGF-1)
wilu
(G} [0} She
wiw . Grb2 Proleiras IRS
Proleinas | Sos
_ IRS
Mombrana Plasmatica Y
21 RAS Quinasas PI3: Inositoles 3 Fosfato
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de Quinasas de Sering / Treonina de las Funciones
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Figura N°4. Caminos de Senalizacion Activados por EGF e Insulina.

Abreviaturas: EGF-R= receptor del EGF, Sos= (son of sevenless) proteina que libera nucledsido
guanina, Grb2= proteina 2 de unién al receptor del factor de crecimiento, Shc= proteina con
dominio SH2 (de unién a fosfotirosina), PLCy= fosfolipasa C gama, c-Src= quinasa de tirosina,
protooncogen del Sarcoma de Rous, p83-p110, PI3K= quinasa de inositol 3 fosfato, GAP=
proteina que activa a Ras-GTPasa, Ras y p21Ras= proteina G monomérica que intercambia
GTP/GDP, Raf= quinasa de MEK, MEK= quinasa de la quinasa MAP, quinasa MAP= quinasa
activada por mitégenos, EAK=quinasa regulada por sefiales externas de la familia de las
quinasas MAP, /RS= sustrato del receptor de insulina, PDK1= quinasa dependiente de inositol 3
fostato, Akt/PKB= quinasa de ser/thr homdlogo del retrovirus AKT8, también llamada quinasa B,
GSK3= quinasa 3 de la glucégeno sintetasa, quinasa S6= quinasa que fosforila a la proteina
ribosomal S6, existen dos familias p70 y p90, mTOR= proteina blanco de la rapamicina de
mamiferos, EEA1= antigeno 1 del endosoma temprano, GRP1= receptor 1 de inositol 3 fosfato,
ARNOQO= proteina de union al sitio de apertura del factor de ribosilacion de ADP (ARF).

Al igual que casi todas las G monoméricas, las proteinas Ras contienen un grupo prenilo unido
covalentemente, que ancla la proteina a la membrana, en su cara citoplasmdtica. Ras amplifica las
sefiales desde los receptores con actividad quinasa de tirosina hacia el ndcleo, para estimular la
proliferacién 6 diferenciacién. De forma similar a las otras G monoméricas y las proteina
trimérica G, las proteinas Ras funcionan como intercambiadores, ciclando entre dos estados
conformacionales diferentes: activo, cuando estd unido a GTP, e inactivo, cuando estd unido a
GDP. Dos clases de proteinas sefializantes regulan la actividad de Ras: las proteinas que
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promueven la actividad Ras-GTPasa (GAPs), que aumentan la hidrélisis de GTP por Ras,
inactivindola; y las proteinas que promueven la liberacién del nucléosido guanina (GNRPs), que
promueven el intercambio de nucledsidos unidos, estimulando la pérdida de GDP y la
subsiguiente toma de GTP del citosol, activando a Ras. En principio, los RTK pueden activar
Ras, activando GNRPs, 6 inhibiendo GAPs. La unién entre el receptor y Ras estd provista por
proteinas intermediarias, de las cuales Grb2, proteina 2 de unién al receptor del factor de
crecimiento, es la mds conocida. Dichas proteinas activadoras tienen secuencias conservadas,
llamadas dominios SH2 y SH3 (por homologia con Src), que son sitios de unién para motivos
fosfotirosina y ricos en prolina, respectivamente. Las secuencias flanqueando los residuos de
fosfotirosina, especifican qué proteinas, que contienen SH2, interaccionan con el receptor. Grb2,
no solo une a fosfotirosina, sino que también se une a un factor que intercambia nucléosido
guanina, Sos, posiblemente via su dominio SH3. Luego, Sos interacciona con Ras, unida a la
membrana, y la activa. Ras inicia una serie de fosforilaciones en proteinas, comenzando con Raf,
una quinasa de la familia de quinasas de ser/thr, iniciando asi al camino de la quinasa activada por
mitégenos (MAPK). Raf es el primer componente del camino de sefalizacién de MAPK, y
pertenece a un grupo de moléculas relacionadas, colectivamente referidas, como quinasas que
activan MAPK (MAPKKK)[Garrington y Johnson, 1999].

La cascada de la quinasa activada por mitégenos (MAPK), es uno de los sistemas de
transduccién de sefiales mas estudiados, e interviene en varios programas celulares que incluyen
la diferenciacién, el movimiento, la proliferacién y la muerte celular. Estd conservada en todos
los eucariotas y juega un rol clave en la regulacién de la expresion génica, asi como también en
las actividades citoplasmaiticas. Estd organizada en una estructura tipica de tres quinasas que
consiste de una quinasa activada por mitégenos (MAPK), una quinasa activadora de la MAPK
(MEK 6 MAPKK) y una quinasa que activa a MEK (MEKK, 6 MAPKKK, 6 Raf). La
transmisién de sefiales se lleva a cabo por una fosforilacién secuencial y activacion de los
componentes, que culmina en la fosforilacion de factores de transcripcién nucleares, y asi se
regula la expresidon génica. Entre los factores de transcripcidn, se incluye a AP-I, un dimero
compuesto por los productos de dos proto-oncogenes, jun y fos, asi como también por otros.

En mamiferos existen cinco médulos de MAPK (figura N°5). Estos incluyen la cascada de la
quinasa I y 2, reguladas por sefales externas (ERK I y 2), que regulan preferencialmente el
crecimiento y la diferenciacién celular, y las cascadas de la quinasa de c-Jun en el N-terminal
(JNK) y p38, que funcionan principalmente en respuesta a estrés como inflamacién y apoptosis,
entre los mds estudiados hasta el momento. Estos dos dltimos mddulos, también regulan y
controlan varios programas de desarrollo en otros eucariotas.
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En mamiferos la especificidad del médulo de MAPK que se activa, depende del tipo celular y
de los mecanismos de regulacién interna. Dentro de cada mddulo, las quinasas son bien
especificas en cuanto al sustrato que fosforilan. Y como la respuesta es transitoria, existen

también un nimero de fosfatasas especificas, que desfosforilan a los sustratos del camino de la
MAPK.

Estimulos | Factores de Citoquinas Inflamatorias Estrés por
Crecimiento Estrés Celular Suero
MAPKKK | Mos Raf TPL2 TLP2 MEKK MLK/DLK TAK ASK ??? ?7?
MAPKK MEK 1/2 MKK 4/7 MKK 3/6 ?2?? MKKS
MAPK ERK 1/2 JNK p38 MAPK ERK3 ERKS
Respuesta | Proliferacion, Inflamacion, Apoptosis, 27?7 Proliferacién?
Diferenciacion, Desarrollo
Desarrollo

Figura N°5. Médulos de MAPK. (Schaeffer y Weber, 1999).

Una caracteristica inusual de las MAPK es, que para su completa activacién, requieren
fosforilacién en una tirosina (tyr) y en una treonina (thr), que estan separadas por un aminoicido
en la proteina. MEK es la quinasa que cataliza ambas fosforilaciones. A su vez, esta enzima es
activada por fosforilacién en ser/thr catalizada por Raf (MAPKKK), que se activa cuando se
asocia a Ras.

Dentro de los receptores asociados a enzimas, estdn aquellos, que utilizan para la transduccion
de senales, a la familia de quinasas Janus (Jak), y a los miembros de los transductores de senales
y activadores de la transcripcién (Stat) [Moutoussamy et al., 1998]. Si bien existen varios
mitégenos, que poseen este tipo de receptores, como el factor de inhibicién de leucemia (LIF), no
serd desarrollado aqui, ya que no se ha utilizado ningin factor que utilice esta via. Por la misma
razén, tampoco se desarrollard aqui a los receptores unidos a fosfatasas de tirosinas.

Los unicos factores que utilizan receptores con actividad quinasa de ser/thr es la familia del
TGFp y se mencionara mds adelante.



Introduccién

Quinasa C (PKC)

La quinasa de proteinas C (PKC), fue una de las primeras quinasas en ser identificada, y en un
primer momento, se la definié como una actividad quinasa de histona, en el cerebro de rata.
Luego, se descubrié, que se trata de una enzima ubicua, activada por Ca**, y dependiente de
fosfolipidos. Recientemente, el andlisis bioquimico y el clonado molecular, han revelado, que esta
enzima conforma una familia de quinasas de serina/treonina (ser/thr), con multiples subespecies,
codificadas por 12 genes diferentes (las isoformas PKCI y BII son variantes de un mismo gen,
obtenidas mediante el procesamiento alternativo del ARN mensajero), y poseen estructuras
estrechamente relacionadas entre si, [Mellor y Parker, 1998].

Las PKCs, como cualquier quinasa de ser/thr, catalizan la fosforilacién de un grupo serina 6 un
residuo treonina (este ultimo, menos frecuentemente), en la proteina sustrato, y se ha encontrado
que reconocen al menos cinco motivos diferentes [Pearson y Kemp, 1991]. Se han reportado cerca
de 110 proteinas, que actuarian como sustratos para PKC [Liu, 1996]. Entre estos, se encuentran,
al menos, 7 receptores y 18 proteinas endégenas 6 enzimas, que son fosforiladas por PKC
purificada, en sistemas in vitro libres de células, 6 en células intactas, en respuesta a agentes, que
se conocen, activan PKC. Dentro de las proteinas mds extensamente estudiadas, en los dltimos
afios, estin: la neuromodulina, la proteina sustrato de PKC miristoilada y rica en alanina
(MARCKS), receptores catecolaminérgicos y acetilcolinérgicos, receptores de factores de
crecimiento, la proteina dinamina I de gran peso molecular (que une GTP), y algunos productos
de oncongenes. Esta multitud de sustratos celulares estdn involucrados en varios procesos
biolégicos, como ser: crecimiento, diferenciacién, desarrollo neural, transmisién sindptica,
regeneracion axonal, contraccidn y relajacién del musculo liso, secrecién enddcrina y exocrina,
promocién de tumores, y envejecimiento [Liu, 1996]. La especificidad, dentro de esta
superfamilia, estd dada por las distintas sefiales y pasos regulatorios, dentro de cada tipo celular.

Los isotipos, en mamiferos, han sido agrupados en cuatro pequeifias subfamilias, sobre la base
de sus propiedades enzimadticas, de las diferencias estructurales en el dominio regulatorio, y de las
diferentes condiciones de activacién. Las PKCs convencionales (cPKCs), que comprenden los
isotipos a, BI, BII, y y, son activadas por Ca’*, fosfotidilserina (PS) y diacilglicerol (DAG). Estas
son blanco del éster de forbol, 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA, sinénimo de PMA),
que la activa en ausencia de DAG, ya que se unen en el mismo sitio. Las PKC noveles (nPKCs),
constituida por los isotipos €, 1, 8, y 0, son insensibles al Ca**, pero siguen siendo activadas por
DAG ¢ ésteres de forbol, en presencia de PS. La subfamilia correspondiente a las PKCs atipicas
(aPKCs), 1 y , son insensibles a Ca**, DAG y TPA. Y por tltimo, una subfamilia donde se
incluyen quinasas, que tienen alta homologia con el dominio catalico de la PKC, entre las cuales,
se han descubierto recientemente, las quinasas llamadas "relacionadas a PKC" (PRKs), con tres
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miembros, PRK1 a 3, que al igual, que las aPKCs, son insensibles a Ca®*, DAG y TPA. También
se encuentra, en estd subfamilia, a la PKCWPKD, que seri detallada mds adelante [Ron y
Kazanietz, 1999].

La estructura de las PKCs se divide basicamente en la regién amino terminal, donde se
encuentran los sitios regulatorios, y la region carboxi terminal, donde se ubica el sitio catalitico.
Dentro de las isoformas, ambas regiones, se dividen a su vez en varios dominios, en cuanto a la
secuencia aminoacidica: los conservados (C1-C3) y los variables (V1-V5) (figura N°6). La region
regulatoria, posee los motivos involucrados en la unién de fosfolipidos y Ca®*, y participa en las
interacciones proteina-proteina, que regulan la actividad y la localizacién de PKC. La regién
carboxi terminal, la mas altamente conservada entre las isoformas, contiene el dominio quinasa, e
incluye los motivos involucrados en la unién del ATP y los sustratos. Las regiones cataliticas y
regulatorias estdn conectadas por una regidn bisagra, que es altamente sensible al clivado por
proteasas celulares.

dominio regulatorio de PKC ~ dominio catalitco de PKC

PKCs

cPKCs (PKCa. fi1, 1, %)

nPKCs (PKCS. €. 1, 9)

aPKCs (PKCC, v/ &)

Quinasas_relacionadas
con PKC

PKCp / PKD

union a Rho

PRKs

Figura N°6. Isoformas de PKC. [Mellor y Parker, 1998]
Abreviaturas: V71-V5= dominios variables, C7-C3= dominios conservados, PS=
pseudosustrato, CA= dominio rico en cisteinas, TM= dominio transmembrana, PH= dominio
de unién a lipidos.

El dominio regulatorio C1 estd presente en todas las isoenzimas y contiene un motivo con
dedos de zinc, siendo estos esenciales para la unién de los activadores, TPA y DAG, compitiendo
ambos, por el mismo sitio de unién. En las isoformas ¢ y n de PKC, existen dos copias de este
sitio, que es muy rico en cisteinas, mientras que en las aPKCs, estd presente solo una copia del
mismo. La unién de DAG 6 TPA, a este dominio de la PKC, aumenta la hidrofobicidad de la
misma y promueve la insercién de este dominio, en la bicapa lipidica.
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La PKC contiene un sito autoinhibitorio 6 pseudosustrato, que estd juxtapuesto al N-terminal
del dominio C1 en las PKCs c, n, y a. Esta secuencia de 14-30 residuos, contiene mds de seis
aminodcidos bdsicos, y se asemeja al sitio de fosforilacién de los sustratos de PKC, pero en el
sitio donde se predice la fosforilacién de una serina 6 treonina, se encuentra un aminodcido no
fosforilable (alanina). Algunas mutaciones en esta region, le confieren a la proteina mutante, una
actividad independiente del efector. Este pseudosustrato interacciona con el sitio de unién al
sustrato, y mantiene a la enzima en un estado inactivo, en ausencia de cofactores y activadores.

El dominio regulatorio C2 contiene el sitio de unién a fosfolipidos, en forma dependiente de
Ca®*. Este dominio se encuentra en un gran nimero de proteinas, que estin relacionadas con los
mecanismos de transduccién de sefiales y trifico de membranas. Los dtomos de Ca®* y los
residuos bdsicos, contribuyen en la unién electrostética a la membrana, actuando como un ancla.
El Ca®* aumenta la afinidad de las cPKCs por los fosfolipidos. La asociacién a membrana y la
activacién de la enzima, estin reguladas por distintas concentraciones de Ca®*, siendo menor, la
concentracién necesaria para la asociacién a membrana. Las PKCs n, a y las PRKSs, tienen un
dominio tipo C2, al cual le falta uno 6 mds, residuos aspartato para la interaccién con el Ca’*,
pero es capaz de unir fosfolipidos (demostrado in vitro) [Liu, 1996]. Se plantea también la
posibilidad, que este dominio tipo C2, tenga una funcién general de interaccién proteina-proteina.
Se ha definido una clase de proteinas, que interaccionan con el dominio C2 de las PKCs, en su
forma activa, y se las denomina "receptores para PKCs activas" (RACKs). Las RACKSs no son
sustratos de PKC, pero en cambio, parecen ser importantes en dirigir a las PKCs activas, hacia
compartimentos especificos en la membrana.

La region catalitica de PKC incluye los dominios C3 y C4. El dominio C3 posee el sitio de
unién a ATP, el dador de fosfato, en la reacciéon de fosfotransferencia. El dominio C4 tiene el
sitio de unidn para los sustratos. Este sitio es ocupado por el pseudsustrato, en el estado inactivo
de la PKC, bloqueando la unién de los sustratos, en ausencia de activadores.

La regién V5 es muy corta para ser considerada un dominio (50 aa aprox.), y juega un rol
regulatorio importante de la funcién quinasa. Se sabe, que juega un rol critico en la localizacién, y
se cree, que es a través de la interaccién proteina-proteina. Tiene sitios de fosforilacién y se
demostrd, que la fosforilacién de estos sitios, controlan la tasa de fosforilacién de los sitios
regulatorios de la PKC, y también influyen en sus desfosforilaciones. Esto se cree, que se debe en
parte, a la interaccién de la regiéon V5 fosforilada, con el dominio quinasa en s{ mismo,
induciendo una conformacién cerrada y estable de la enzima.

La PKC es una enzima clave en los mecanismos de sefalizacion y se activa a través de los
receptores acoplados a la fosfolipasa C, forma B (PLCP), que hidroliza al PIP,, provocando una
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elevacién transiente de los niveles intracelulares del IP; y DAG, activador de la PKC. La
acumulacién de evidencias sugiere, que el DAG también puede ser generado por receptores
acoplados a otras enzimas, que hidrolizan la fosfatidilcolina (PC), el fosfatidiletanol (PE) y
glicolipidos, que contienen inositol. Estas reacciones son catalizadas por otras formas de la PLC y
la fosfolipasa D (PLD), produciendo icido fosfatidico (PA), que puede ser degradado a DAG. El
modelo aceptado propone, que la activacién de la PKC por unién del DAG, provoca un aumento
de la afinidad de esta enzima por PS, que lleva a un cambio conformacional de la misma, y
resulta en la remocién del pseudosustrato, dejando libre el sitio de unién a los sustratos. La
asociacion a la membrana estd reflejada por un cambio en la localizacién citosélica de la PKC,
hacia distintos compartimentos de membrana, proceso que es controlado por interacciones
proteina-proteina.

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia, que indica que la fosforilacién es esencial en
la regulacién de PKC. La PKC se autofosforila en ser/thr, y es transfosforilada en tirosina, y en
otros sitios ser/thr, por enzimas que se encuentran pasos mas arriba, en la cascada de sefiales. La
fosforilacién de la enzima es un proceso en pasos, que regula la maduracién de la misma, ademas
de su activacién e inactivacidén. La quinasa 1 dependiente de inositol fosfato (PDK1), esta
involucrada en la regulacién de PKC, a través de la fosforilacién de esta dltima. Fosforila a las
PKCs c, n y a, en el rulo de activacién del dominio quinasa. La fosforilacién por PDKI, esta
seguida por la autofosforilacién de dos sitios adicionales, dentro de la secuencia carboxi terminal,
necesarios para la localizacion de las isoenzimas de PKC, y para obtener una conformacién
catalitica competente. La autofosforilacién, también es importante para volver al citoplasma,
después de la activacion. El rol de la fosforilacién en tirosina no se conoce bien hasta el
momento, y se identificaron a las quinasas, Src y Lyn, como las responsables de esta
fosforilacién.

La interaccién de la PKC con otras proteinas, juega un rol importante en la localizacién y
funcién de las isoenzimas. Dentro de las proteinas que interaccionan con PKC, existen algunas
que también actian como sustrato, pero en la interaccién proteina-proteina, lo hacen a través de
sitios que no son de unién al sustrato. Por ejemplo, en su forma activa, la PKC se une a sus
receptores (RACKs), 6 a sustratos de la misma, que interaccionan con ella (STICKs), mientras
que la PKC en su forma inactiva interacciona con una quinasa A de anclaje (AKAPs) y la
proteina eucariota acidica, 14-3-3, altamente conservada. Estas proteinas, que interaccionan con
PKC, poseen distintas funciones: localizaciéon de las isoenzimas en sitios intracelulares
especificos, tanto en sus formas inactivas (AKAPs), como activas (RACKs); direccién a
membrana plasmética (RACKI1); que sirven como sustratos (STICKs); y las proteinas, que actdan
como activadores (syndecan-4, miembro de la matriz de proteoglicanos de unién transmembrana,
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y F-actina, entre otros), e inhibidores (14-3-3 y Nef, proteina del virus de inmunodeficiencia
humana).

Dentro de las STICKs, se encuentran MARCKs, MacMARCKs, aducinas (o, By y), y la
proteina clon 72 (Sse CKs). Las aducinas son proteinas del citoesqueleto involucradas en la
interaccién entre actina y espectrina. La expresion, localizacién y los estados de fosforilacién de
o y Y aducinas, han sido correlacionadas con la progresién del tumor renal. La proteina clon 72
estd involucrada con la remodelacién del citoesqueleto y el crecimiento celular [Ron y Kazanietz,
1999].

Las proteinas de anclaje, son proteinas que retinen a las proteinas sefializantes, en un mismo
lugar, permitiendo un rigido control de los caminos celulares, asi como también un cruzamiento
entre distintas cascadas. Entre ellas se encuentran la caveolina, AKAPs, e INAD, y se sabe que
unen a la PKC en su forma inactiva. La caveolina inactiva la actividad quinasa, y localiza a la
PKCa en el microdominio calveolar. Las AKAPs son anclajes para PKA y también para PKC, y
ubican a esta ultima, en las fracciones dendriticas postsindpticas. AKAP79 inhibe la actividad
quinasa de PKC, y el DAG , con el Ca®, liberan a PKC de esta proteina de anclaje. P62/ZIP
interacciona con la PKC, y ha sido implicada en la direccién de estas isoenzimas al
compartimento lisosomal. La proteina 14-3-3 puede inhibir 6 activar PKC, y su rol es muy
discutido. PKC se asocia directamente a proteinas del citoesqueleto y parece depender del tipo de
isoenzima. La syndecan-4 interacciona con la PKCa y la localiza en los contactos focales en la
membrana. Otras proteinas, que se unen a PKC, son aquellas que tienen un dominio PH, de
homologia a plectrina, que une inositol polifosfato. Ras-GRP (proteina que libera grupo
guanosina bifosfato de Ras) estaria activada por ésteres de forbol, uniendo el camino de Ras con
los caminos de PKC. [Ron y Kazanietz, 1999].

El rol de las PKCs se ha estudiado a través de activadores, como los ésteres de forbol, aunque
solo activan a las ¢ y n. También se las ha estudiado mediante el uso de inhibidores, aunque
fallan, en lo que se refiere, a la dilucidacién de los roles de cada isoforma en particular. El uso de
copias de ADN antisentido 6 métodos dominantes/negativos, y la modulacién de la expresién
genética de las distintas isoformas, han contribuido a la identificacién de la funcién de cada
isotipo y se demostré que juegan un rol en el control del crecimiento y diferenciacion [Jaken,
1996].

El rol de la PKC, en el ciclo celular, es el punto de mayor interés. En el ciclo celular, se han
observado varias lineas de evidencia, que sugieren la participacién de la PKC, durante la fase G,
y la transicion de la fase G»/M [Livneh y Fishman, 1997]. La intervencién de PKC en Gy, estd
demostrada por la activacién de miembros especificos de PKC, a través del tratamiento de las
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células con factores de crecimiento. Los activadores de PKC, como los ésteres de forbol y los
andlogos al DAG, permeables a la membrana, mimetizan la accién de ciertos factores de
crecimiento, € inducen la expresion de genes tempranos, como c-fos [Hug y Sarre, 1993]. También
se sugirid, que las PKCs a y €, actian como activadores in vivo del camino de MAPK [Cai et al.,
1997]. De esta manera, la PKC puede promover fases tempranas de la mitogénesis, pero sus
efectos dependen del tipo celular. Por ejemplo, el TPA induce la sintesis de ADN en células
Swiss 3T3 y linfocitos, mientras que causa inhibicion de la misma, en células 3Y1 de rata y
células vasculares del musculo liso [Kaibichu et al., 1985; Rozengurt, 1986; Ohno et al., Huang e Ives,
1987]. Este efecto se cree, que se debe a los isotipos expresados, en cada célula.

Es importante el tiempo en G, en el cual se activa la PKC. En la parte temprana de dicha fase,
la activacion de PKC induce la entrada en el ciclo celular y la progresion del mismo, mientras
que, en la parte tardia, inhibe dicho proceso. Esto sugiere de alguna manera, que la PKC actuaria
como un coordinador de la transicién G,/S. También esta involucrada en la transicion G,/M,
asociada al bloqueo de esta transicion, y a la ruptura de la envoltura nuclear. Este dltimo efecto,
se basa en algunos trabajos, que han encontrado, que la PKC es capaz de fosforilar ciertas
lamininas nucleares [Thompson y Fields, 1996]. También parece regular la expresién génica de las
ciclinas E y A, durante la transicién G,/S, y actda sobre los inhibidores del ciclo, por ejemplo
modificando a p53 [Livneh et al., 1996; Takenaka et al., 1995; respectivamente]. La PKC seria una
quinasa de ser/thr, de las tantas que actian en G; y G/M, que actuaria como un unificador
molecular, conectando los caminos de sefalizacién con los constituyentes del ciclo celular.

El descubrimiento de la PKC como un receptor de alta afinidad para promotores de tumores,
como son los ésteres de forbol, establecié las bases de su intervencién en la carcinogénesis, y
también proveyé de herramientas farmacoldgicas poderosas con las cuales manipular la PKC
tanto in vitro, como en sistemas celulares. El éster de forbol, TPA, posee una estructura molecular
similar al DAG, en una porcion de la molécula. Este agente puede, por lo tanto, sustituir al DAG
y activar la PKC directamente, in vitro e in vivo. Dado que este compuesto es metabolizado
lentamente, persiste en los tejidos por tiempos mds prolongados que el DAG, y causa, por lo
tanto, una activaciéon mas prolongada de la PKC. Ademds, el TPA induce la insercién irreversible
de la PKC, dentro de vesiculas fosfolipidicas, que posiblemente causan una perturbacion
adicional de la membrana celular; en contraste, el DAG es ineficiente en promover este tipo de
insercion de la PKC, sugiriendo que la habilidad de los compuestos en promover la insercion de
la PKC, puede contribuir a las marcadas diferencias en el comportamiento biolégico de los
activadores de PKC conocidos. La activacién de la PKC por TPA, causa la fosforilacion de
sustratos diferentes, a aquellos que son fosforilados cuando se la estimula con Ca** y PS,
sugiriendo que los diferentes activadores de PKC, también pueden alterar la especificidad de
sustratos [Liu, 1996].
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Existen varios trabajos, donde se ha observado la translocacién al nicleo de la PKC (de varias
de sus isoformas), una vez que son estimuladas con TPA 6 mitégenos [Liu, 1996]. Se observd,
que la enzima estd asociada a la membrana nuclear, pero se desconoce si la PKC forma parte de
las proteinas integrales de la membrana nuclear, si estd quimicamente acoplada a la membrana 6
si es translocada por un receptor de PKC, presente en la envoltura nuclear. Se sabe, que la PKC
nuclear, fosforila a las lamininas nucleares (la laminina B por PKCBII, que ha sido implicada en
la regulacién de la ruptura de la envoltura nuclear durante la mitosis), a la ADN topoisomerasa II
(activandola, observado a través del aumento de la hidrélisis de ATP), y finalmente al factor de
transcripcién especifico de misculo, miogenina. La fosforilacion de la miogenina, resulta en una
inhibicidén de la interaccién de esta con el ADN, y por lo tanto, de la transcripcidn, a partir de
promotores especificos del musculo, y posiblemente de la diferenciacién de mioblastos a
miofibras. En mioblastos, la translocacién al nicleo de la PKCa, es inducida por la estimulacién
de los mismos, con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

Cuando las células son tratadas con TPA, por periodos prolongados (10-72 hs.), la unién del
TPA, la actividad de la PKC, y la inmunoreactividad de la PKC, disminuyen gradualmente a
niveles indetectables. Este fendémeno se lo denomina retromodulacién ("down regulation"). Por
ejemplo, el TPA induce la retromodulacién ripida de las isoformas de PKC, oty 8, y lenta de la €,
en células Swiss 3T3 [Oliver y Parker, 1994]. Este fendmeno ocurre solo a nivel proteico, y parece
estar relacionado con la compartimentalizacién selectiva de las isoformas, y sus distintas
suceptibilidades a la protéolisis por proteasas enddgenas [Kiley et al., 1991]. Por lo tanto, parece
que la relativa suceptibilidad de las distintas isoformas a la retromodulacién, varia entre los
distintos tipos celulares, y es en parte, dependiente de las propiedades de las isoformas.

Los mecanismos de la retromodulacién no han sido delineados. La desaparicién de la PKC no
se debe a una disminucién de la biosintesis de PKC, ya que la cicloheximida no altera la unién de
TPA 6 la recuperacién de estos receptores, a partir de la retromodulacién [Collins y Rozengurt,
1984]. La retromodulacién por TPA es principalmente debida a un aumento en la degradacién de
la enzima [Ballester y Rosen, 1985]. Los inhibidores de proteasas son capaces de inhibir la
retromodulacién de la PKC [Oliver y Parker, 1992]. Se postulan dos proteasa responsables, la
calpaina, una tiol proteasa, que requiera Ca”, y una serina proteasa [Kishimoto et al., 1989; Chida
et al., 1986], ambas requieren la asociacion a membrana. Se ha propuesto, que la unién de la PKC
a la membrana plasmatica, induce un cambio conformacional, que expone los sitios de clivaje por
proteasas, dejando a la enzima sensible a la protéolisis. La asociacién de la PKC a la membrana
plasmatica es, por lo tanto, un prerequisito para la retromodulacién. Mds auln, se sugiere, que la
autofosforilacion de la PKC debe llevar a la retromodulacién, por dirigir a la proteina a la
degradacion proteolitica. La mutacién del sitio de unién a ATP de la PKCa, inhibe la actividad

25



Introduccion

quinasa y la retromodulacién. De esta manera, la activacién de la PKC, la autofosforilacién, la
funcién de la subunidad catalitica, y la retromodulacidn, son eventos acoplados, y este Gitimo, por
lo tanto debe ser fisiolégicamente significativo en la sefializacidn celular.

Los ésteres de forbol, ademds de unirse y activar a la PKC, se unen y activan a otros tipos de
proteinas, entre ellas estd la PKCp (llamada asi en humanos) 6 PKD (llamada asf en ratén), que se
trata de una nueva quinasa de ser/thr, regulada por DAG y ésteres de forbol, identificada por dos
grupos simultineos [Johannes et al., 1994; Valverde et al.,, 1994, respectivamente]. A pesar, que
originalmente se la consideré como un nuevo miembro de la familia de PKC, la PKD difiere de
los isotipos de PKC, en su regulacidon y selectividad de sustratos. No tiene un dominio
pseudosustrato, y no cataliza la fosforilacién de sustratos de PKC como la histona, la mielina
bdsica 6 protamina 6 péptidos basados en la secuencia del pseudosustrato. PKCWPKD se activa
por fosforilacion mediada por PKC, lo que haria que actie mas abajo en la cascada de sefiales. Se
postula, que actuaria también, como anclaje de proteinas involucradas en la sintesis de inositoles
fosfato. Otros receptores de los ésteres de forbol son las quimerinas, una familia de proteinas, que
activan a la GTPasa (GAPs) de la pequefia GTPasa Rac, involucradas en la regulacién del
citoesqueleto de actina por Rac. También actia como receptor, la proteina UNC-13, que es
especifica del sistema neural, y la alteracién de esta proteina, lleva a interrupciones severas de la
liberacidn de neurotransmisores. La existencia de estos receptores de TPA sugiere, que los ésteres
de forbol tienen sitios potenciales de accidn en las células, y algunas fosforilaciones de proteinas,
y efectos sobre el camino de la MAPK, pueden ser estimulados por TPA, de forma independiente
de PKC. La identificacién de proteinas, que no son PKC, y responden a TPA, en las células de
mamiferos, despierta la necesidad de precaucion en la interpretacién de los estudios de la funcién
de la PKC, que solamente se basan en el uso de los ésteres de forbol, como herramienta de
investigacion. Esto es particularmente pertinente para la quimerina y Unc-13, de la familia de las
proteinas Munc, que estan involucradas en procesos celulares, que a su vez, estidn potencialmente
regulados por PKCs [Ron y Kazanietz, 1999].

FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento son polipéptidos, que pueden influenciar la proliferacén celular, de
manera positiva o negativa. En la actualidad son muchos los factores descriptos; el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el de crecimiento epidermal (EGF), son algunos de
los ejemplos mds conocidos [Ross y Vogel, 1978; Cohen, 1962, respectivamente]. Existen otros
mitégenos de variada naturaleza quimica. Podemos mencionar algunos de origen lipidico como
las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos [Jiménez de Asia er al., 1983, Palmberg er al.,
1987].
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Los mitégenos liberados por algunas células, se unen a receptores especificos, generalmente
presentes en la membrana plasmdtica de células especificas, de distintos tejidos y érganos,
disparando asi la compleja cascada de sefiales, que desencadena la proliferacion celular. Esta
cascada comprende la transduccién de sefiales a través de la membrana plasmdtica, con la
consecuente generacion de segundos mensajeros y las diferentes modificaciones de proteinas
citoplasmdticas. Por lo general, cada mitégeno estimula de manera selectiva una determinada
sefial, que puede activar mas de un camino de sefializacién dentro de la célula. Por lo tanto, para
entender los mecanismos especificos de cada mitégeno, es de suma importancia identificar las
moléculas senalizantes y su modo operacional, como asi también los eventos moleculares, que
determinan la progresion de las células a través del ciclo.

PROSTAGLANDINA F 2 ALFA (PGF3q).

La prostaglandina F 2 alfa (PGF,,), pertenece a la familia de las prostaglandinas. Dicha familia
posee una gran variedad de actividades bioldgicas, de naturaleza hormonal 6 reguladora, y actda
localmente, en el ambiente donde es sintetizada. Las prostaglandinas y tromboxanos, forman un
subgrupo Ilamado prostanoides, que junto a los leucotrienos y dcidos grasos hidroxilados forman
el grupo de compuestos conocidos como eicosanoides [Smith, 1989]. Este grupo es sintetizado a
partir de dcidos grasos de 20 dtomos de carbono (de ahi su nombre, eikosi en griego significa
veinte), que ocurren naturalmente, siendo el dcido araquidénico poliinsaturado, con cuatro dobles
ligaduras no conjugadas, el mayor precursor y mds abundante en muchos sistemas celulares de
mamiferos.

Los prostanoides se forman en tres pasos: a) la liberacién de dcido araquiddnico, a partir de un
precursor glicerofosfolipido, catalizado por varias fosfolipasas; b) oxigenaciéon de &cido
araquidonico libre, por la sintetasa ciclooxigenasa prostaglandina endoperoxido (PGG/H), enzima
con doble actividad catalitica, ciclooxigenasa y peroxidasa; y c¢) metabolismo de prostaglandina
endo peroxido (PGHj;), a un endoproducto especifico biolégicamente activo. Los prostanoides no
estdn almacenados en las células, sino que se sintetizan en respuesta a un estimulo especifico, que
puede ser una hormona 6 péptido. Esta sintesis estd correlacionada con la liberacién y aumento de
la concentracién del dcido araquidonico, siendo este punto muy importante para el control de
produccién de los prostanoides.

La PGF,, se forma a partir del dcido araquidénico, a través de una transformacién metabdlica
secuencial, catalizada por fosfolipasas, ciclooxigenasas, y una sintetasa especifica de PGF [Smith
et al., 1991]. Tiene diversas acciones fisioldgicas, que van desde ser un potente agente luteolitico
[Horton y Poyser, 1976], hasta causar la contraccion del misculo liso en el dtero [Senior et al.,
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1993], en la vasculatura [Csepli y Csapo, 1975], y en los tractos respiratorios [Barnard et al., 1992] y
gastrointestinales [Dong et al., 1986]. La PGF,, induce la sintesis de ADN y la proliferacién
celular en fibroblastos 3T3 [Jiménez de Asia et al., 1975]. La PGF,, actGa sobre los astrocitos
neuronales, mediando probablemente, la transmisiéon del dolor [Minami et al, 1992].
Recientemente, se observd, que la PGF,, causa hipertrofia de los miocitos cardiacos y la
induccion de genes miofibrilares, independientemente de la contraccién muscular, sugiriendo un
rol para los eicosanoides durante el desarrollo, en la hipertrofia compensatoria y/6 en la
recuperacion del corazén a partir de una injuria [Adams et al., 1996].

Se ha descripto un Unico receptor para la PGF,q y el primero ha sido clonado a partir del tejido
miometral [Abramovitz et al., 1994]. Dicho receptor se lo encuentra en varios tejidos, mas
abundantemente en los tejidos reproductivos y también en el corazén [Sugimoto et al., 1994; Lake
et al, 1994]. Es un receptor ubicado en la membrana plasmatica, con siete dominios
transmembrana y estd acoplado a una proteina trimérica Gq. El dominio extracelular esta
implicado en la unién especifica del ligando y el dominio C terminal, ubicado en la cara
intracitoplasmadtica de la membrana, estd acoplado a la proteina Gq [Nakao et al., 1993; Sakamoto et
al., 1994]. La PGF,,, al unirse al receptor, dispara la estimulacién de la fosfolipasa C, isoforma
beta, especifica de inositol fosfato (PI-PLCf), provocando un aumento del IP;, DAG, y Ca*
citosolico [Nakao et al, 1993]. Ademdis de activar los caminos sefializantes de la PKC, también
activa quinasas de tirosina [Watanabe et al., 1994; Jiménez de Asda y Goin, 1997] y el camino de la
MAPK [Hakeda et al., 1997].En la figura N°7 se muestra un esquema de los caminos de
sefializacion activdos por la PGF,,, resumiendo los datos obtenidos hasta el momento, por
distintos grupos de investigacion.

Figura N°7. Caminos de Senalizacion Activados por PGF,,.
Abreviaturas: PGF,,= prostaglandina F 2 alfa; G= proteina trimérica G, con las subunidades
alfa, beta y gama; Ras= proteina G monomérica que intercambia GTP/GDP; Raf= quinasa de
MEK, 6 MAPKKK; MEK= quinasa de la quinasa MAP, 6 MAPKK; MAPK= quinasa activada por
mitdgenos; TK= quinasa de tirosina; PLCf= fosfolipasa C, isoforma beta; PIP>= fosfatidil inositol
4,5 bifostato; /Ps= inositol trifostato; DAG= diacilglicerol; Ca®*= calcio; RET. ENDOP.= reticulo
endoplasmatico.
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EL FACTOR DE CRECIMIENTO Y TRANSFORMACION BETA (TGFg,)

El factor de transformacidn y crecimiento beta (TGFf) y los polipéptidos relancionados con él,
integran una familia de factores con gran influencia sobre el crecimiento, la diferenciacién, la
motilidad, la organizacién 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 formacién de cartilagos, huesos y érganos sexuales; suprimen el
crecimiento de las células epiteliales; promueven la reparacién de heridas; 6 regulan importantes
funciones inmunoldgicas 6 enddcrinas [Massagué et al.,, 1994]. La mayoria de estos polipéptidos
fueron aislados originalmente del medio de cultivo de células transformadas [De Larco y Todaro.
1978], pero se sabe también que son producto de células normales [Assoian et al., 1983; Roberts et
al., 1983].

La familia del TGF3 estd compuesta por polipéptidos diméricos, que son expresados por
varios tipos celulares. Hasta el momento, han sido identificadas cinco isoformas, del TGFp3, cada
una, producto de un gen separado, aunque estrechamente relacionados entre si. Son conocidos
como TGFpB,, TGFB,, TGFB,, TGFB, y TGFf. Los péptidos TGF,, TGFB, y TGFp, fueron
encontrados y caracterizados en humano y ratén; el TGP, y el TGFp, en pollo y Xenopus laevis,
respectivamente. Cabe la posibilidad, que existan otros factores en diversos organismos. Los
polipéptidos diméricos del TGFf son homodimeros 6 heterodimeros, de acuerdo a los genes, que
se expresen, en cada célula individual. Como ejemplo, puede citarse el caso de los megacariocitos
porcinos, cuyas plaquetas contienen TGFf,, TGFB, y TGFp,,. El grado de identidad, entre las
distintas cadenas, varia del 64 al 82 por ciento. Las distintas funciones de cada isoforma, estin
siendo estudiadas. EI TGF(, es la unica isoforma encontrada en plaquetas humanas, siendo la
fuente mas abundante del mismo, y representa el 75-80% de las isoformas del TGFp, que se
encuentra en huesos [Derynck et al., 1988].

El gen del TGF@, humano mapea en el cromosoma 19q13.1-13.3 y contiene 7 exones. La
secuencia de su ADN copia (ADNCc) indica, que el mondémero, es sintetizado como un péptido
carboxilo terminal de 112 aminodcidos, a partir de un péptido precursor 6 propéptido, de 390
aminodcidos. La secuencia del TGFp, estd altamente conservada y es idéntica en humanos,
monos, vacas, chanchos y pollos, mientras que existe una Unica sustituciéon aminoacidica, en el
péptido del rat6n. Ya que muchas células expresan el ARNm para una 6 mds formas del TGFj, y
virtualmente todas poseen receptores para este factor, la produccién y activacién del TGFf debe
estar fuertemente regulada. Los mecanismos propuestos incluyen: regulacién transcripcional de
los genes del TGFf,, estabilidad de su ARNm, traduccién del ARNm, almacenaje del TGFf3
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dentro de los grinulos o de las plaquetas, activacién del TGFf latente, y la inactivacién del TGF
por proteinas circulantes y macromoléculas de la matriz extracelular [Piek et al., 1999].

El gen del TGFB codifica una molécula precursora, que contiene: un péptido seiial, la
molécula activa del TGFf, y un péptido de latencia asociado a este Gitimo (LAP). Los precursores
son proteoliticamente procesados en el Golgi, y la proteasa involucrada seria la furina. Una vez,
que la sefial peptidica (aa 1-29) es removida, la furina cliva al producto del gen, entre dos
residuos arginina en las posiciones 278 y 279, para producir el TGFf; maduro (residuos 279-390)
y LAP (residuos 30-278). Antes de la secrecion, los homodimeros del TGFf unidos por puentes
disulfuro, se asocian de forma no covalente con homodimeros de LAP, para producir el pequefio
complejo latente de TGF, el cual es inactivo. LAP es aparentemente necesario para el correcto
plegamiento del TGFp, durante su sintesis. LAP purificado, es capaz de asociarse al TGFf
maduro e inactivarlo, presumiblemente porque el complejo formado seria incapaz de unirse al
receptor del TGFp (Grande,1997].

El complejo latente de TGFp, aislado de los grianulos o de plaquetas 6 de varias lineas
celulares en cultivo, consiste de complejos latentes grandes, que contienen el complejo pequefio y
una proteina adicional de 125 a 160 kDa, la proteina de unién al TGFp latente (LTBP). La LTBP
contiene multiples repeticiones del tipo factor de crecimiento epidermal y se une al complejo
latente pequefio mediante puentes disulfuro. A pesar que LTBP no es requerida para la latencia,
esta proteina adicional puede facilitar la secrecidn del gran complejo latente.

El TGFB puede ser liberado de los complejos latentes, y por lo tanto, activado, por
acidificacién transiente (pH menor de 3,5), alcalinizacién (pH mayor de 12,5), exposicién a
0.02% de sodio dodecil sulfato G 8 M urea, pero no por exposicion a altas concentraciones de
NaCl. ElI TGFf latente, producido por fibroblastos, puede ser activado por proteasas como la
plasmina y la catepsina D. Las estructuras de carbohidratos también juegan un rol en la activacion
del TGFfB. El TGFp latente contiene manosa-6-fosfato y puede unirse al receptor para este
carbohidrato. El tratamiento con glicosidasa, lleva a la deglicosidacién de LAP y activa al TGFf3
latente, sin afectar al homodimero TGFf, 6 a LTBP.

Una vez activado, el TGFB es un péptido dimérico de 25 kDa, donde cada monémero tiene
112 aminodcidos, y estin unidos por puentes disulfuro, que son necesarios para la actividad
bioldgica [Massague, 1990; Roberts y Sporn, 1990]. Una vez activo, puede unirse a otras proteinas
del suero 6 matriz extracelular. En el plasma, esencialmente todo el TGFp estd acomplejado con
la a2-macroglobulina, que tendria como rol la limpieza de este factor, a través de la unién de este

complejo, al receptor de la o2-macroglobulina. También puede asociarse a la fibronectina,
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formando un complejo activo, y con el coligeno IV, que podria almacenarlo en la matriz
extracelular en su forma activa [Clark y Coker, 1998].

El TGFB induce sus respuestas a través de la interacciéon con un grupo de receptores
especificos. Estos son glicoproteinas de transmembrana y hasta ahora han sido identificados tres
tipos, denominados I, II y III, cuyos pesos moleculares son 53, 75-85 y 200-400 kDa,
respectivamente. El receptor tipo III (TBR-III), también llamado betaglicano, es un proteoglicano
transmembrana de 853 aminodcidos, con una regién extracelular grande, que contine cadenas de
sulfato de condroitina y de heparan, glicosaminoglicanos, y carbohidratos compuestos por
mitades disacdridas repetidas. A esta region le sigue la region transmembrana y una corta region
citoplasmdtica (43 aa ricos en serinas y treoninas), pero no tiene una estructura sefializante
discernible, tipica de receptores con actividad quinasa. Las regiones, transmembrana e
intracelular, tienen alta homologia con la endoglina, una proteina dimérica de 180 kDa, expresada
por células endoteliales y del mesangio del rifién. Mientras que el TRR-III une a todas las
isoformas del TGFf con igual afinidad, la endoglina solo tiene afinidad por el TGF, y TGFj;.
La funcién del TRR-III es actuar como modulador del acceso del ligando, a sus receptores
sefalizantes. Las células pueden liberar el betaglicano en forma soluble, por lo tanto, el TBR-III
puede aumentar 6 inhibir la sefializacién celular del TGFp. Este receptor no esta involucrado
directamente en la transduccién de sefales, dado que varias células, que responden al TGFp, no
expresan este receptor. Y en el mismo sentido, no se han encontrado células, que hayan perdido la
respuesta al TGFf, y a su vez, tengan un defecto en el TBR-II [Piek et al., 1999].

Los receptores tipo I y II (TBR-I, TBR-II), son miembros de una familia de quinasas
transmembrana de ser/thr en expansién. Ambos receptores tienen una estructura general similar,
una regién extracelular rica en cisteinas (llamada "caja de cisteinas"), una Unica regién
transmembrana y una region intracelular, que consiste mayormente en el dominio con actividad
quinasa de ser/thr. Sin embargo, tienen diferencias importantes; el TBR-II tiene una cola C-
terminal rica en serina y treonina, de funcién todavia desconocida, mientras que, el TBR-I tiene
un dominio intracelular juxtapuesto con la membrana plasmadtica, rico en treoninas y serinas, con
una secuencia central SGSGSG, conocido como el dominio GS, el cual juega un rol crucial en la
sefializacion. Para la sefializacién se requieren ambos receptores. El TBR-II une el ligando con
alta afinidad, pero no puede sefializar en ausencia del TBR-I. El TBR-I no puede unir ligando,
salvo en presencia del TBR-II, y el complejo, que se forma entre los dos receptores mds el
ligando, son absolutamente necesarios para la sefializacién. Los TBR-I y II estarian involucrados
en la transduccion de la sefial, mientras que el TBR-III regularia el acceso del TGF-B a los otros
dos receptores. Los tres tipos se hallan presentes en un nivel basal, en la mayoria de las células
normales o transformadas [Lin y Lodish, 1993; Massagué et al., 1994, Saltis, 1996).
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El TBR-II tiene un dominio con actividad quinasa constitutivamente activa y se autofosforila
en serina y treonina, asi como también, es blanco de quinasas celulares, que todavia no han sido
identificadas. Ni su actividad quinasa, ni sus sitios de fosforilacién, estdn regulados por la unién
al ligando. El TBR-II se une al ligando, y este complejo es reconocido luego por el TBR-I. El
TBR-I es fosforilado luego por el TPR-II, en las serinas y treoninas del dominio GS, en un
proceso independiente del ligando y unidireccional. Se presume, que esta fosforilacién induce la
actividad quinasa del TPBR-I, posibilitando la fosforilacién de sustratos celulares, y asi propagar la
sefial hacia abajo. El modelo de activacién del receptor propone, por lo tanto, que el rol del
ligando es poner juntos a los dos receptores para facilitar la fosforilacién y activacién de la
quinasa del TBR-I. El TBR-I actda como el transductor de la sefial, mientras que el rol del TBR-II
es actuar como el receptor primario para el ligando y activador del TBR-I. Este modelo estd
apoyado por estudios de ingenieria genética, con ambos receptores modificados tanto en sus
actividades quinasas, como en sus sitios de fosforilacién.

Utilizando los dominios citoplasmiticos de TBR-I y II, se identificaron algunas proteinas, que
se unen a los mismos, pero muchas de ellas no tienen una funcién definida todavia, y en todos los
casos, no se ha demostrado una relacidn directa con la sefializacion de los receptores [Piek et al.,
1999].

El TBR-II, posee secuencias consenso de activacidn de proteina G [Kataoka et al., 1993], y se
cree, que la fosforilacién del receptor tipo I mediada por el II, permitiria la interaccién de este
Gitimo receptor con una proteina G, y de esta manera, comenzaria el camino de sefalizacion
activado por el TGFf3,. La proteina G, a su vez, activaria a Ras; en particular, la p21 Ras proto-
oncogen es activada por el TGFf,, cuando inhibe la proliferacién celular [Mulder y Morris, 1992:
Abdellatif et al., 1994]. Esta enzima, a su vez, es capaz de activar una serie de fosforilaciones,
comenzando por Raf (también conocida como MAPKKK), una familia de quinasas de ser/thr. El
complejo Ras-Raf, es el primer componente, que activa el camino de sefalizacién de la MAPK, y
se cree, que el TGFB, podria actuar a través de esta via de sefializacién, dado que activa la
expresion de uno de los genes involucrados en este camino [Yamaguchi et al., 1995]. Este gen
codifica para una quinasa, llamada quinasa 1 activada por TGFf (TAK1), que tiene un dominio
quinasa en su extremo N-terminal, con un 30% de similitud al de c-Raf y MEKK, y actia como
una MAPKKK en el camino de Ras/ERK, y de la quinasa activada por estrés/quinasa del N-
terminal de c-Jun (SAPK/JNK), respectivamente. TAKI también muestra el mismo nivel de
homologfia, que la quinasa llamada MUK, capaz de activar también a SAPK/JNK. Se demostro,
que el TGFp,, estimula la actividad quinasa de TAKI, en forma dependiente de la concentracién
y tiempo. Existirfa un médulo de MAPK involucrado en el camino de sefializacion del TGFf,,
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pero aun falta establecer la conexién de TAKI con los receptores del TGFp, y el resto de los
componentes de la sefializaciéon por MAPK.

Experimentos en Drosophila, Caenorhabditis, Xenopus y en células de mamiferos llevaron a la
identificacion de una familia altamente conservada de moléculas, que son claramente
componentes del camino de sefializacién del TGFf. El primer miembro de la familia, que se
cloné, fue el gen llamado Madre contra decapentaplégico, 6 Mad (Mother against
decapentaplegic), que originalmente fue identificado, como una mutacién, en la bdsqueda
sistemadtica de genes, que actdan en el camino de sefializacion de decapentaplégico, en Drosophila
[Raftery et al., 1995]. El rol conservado de MAD en la sefializacién del TGFp, fue confirmado por
la identificacion de proteinas en C. elegans, homoélogas a las MADs en Drosophila, involucradas
también en el camino de sefalizacién del mismo factor [Savage et al., 1996]. En las células de
mamiferos, la activacién de los receptores de la familia del TGFp, resulta en la fosforilacién de
MADs (también llamadas Smad) especificas [Hoodless et al., 1996; Eppert et al., 1996; Zhang, et al.,
1996], sugiriendo nuevamente, que diferentes MADs homoélogas median las respuestas de
diferentes moléculas TGF[ sefializantes. Hasta el presente, existen ocho Smads diferentes en
mamiferos y pueden ser subdividas en tres subclases: las Smads activadas por receptores (R-
Smads), las Smads socias comunes (Co-Smads), y las Smads inhibidoras (anti-Smads). Las R-
Smads y las Co-Smads, son homdlogas en sus regiones amino y carboxi terminales, llamados
dominios MHI1 y MH2, respectivamente. Estos dominios estin conectados por una region de
unidn, rica en prolina. Las R-Smads tienen motivos de fosforilacién en su regién carboxilo. La
especificidad de la propagacion de la sefial a las moléculas Smads, principales componentes rio
abajo en la sefializacion de los receptores quinasas de ser/thr, estd determinada por una regién
altamente conservada en el TBR-I. Se sabe, que distintas serinas y treoninas del TRR-I, afectan
diferentes caminos de sefialilzacién, conduciendo a distintos efectos inducidos por el TGFf. [Piek
et al., 1999]

Las R-Smads se encuentran como mondmeros, en el citoplasma, e interaccionan con TPR-I
activado, después de la unién del ligando al receptor. Se definié la funcién de las Smad2 y
Smad3, como mediadores en la sefializacién del TGFp y activina, a través de estudios con ratones
deficientes para una G otra Smad. El reclutamiento de las R-Smads al receptor, estd mediada por
la accion de SARA, una proteina, que contiene un dominio con cinco dedos de zinc, que
interacciona tanto con el TBR-I, como con las Smad2 y Smad3. Después de ser fosforiladas por el
receptor, en el dominio MH2, las Smad 2 y 3 se activan, y se dispara la homo 6
heterodimerizacién con las Co-Smads G otras R-Smads. Esto lleva a pensar, que los complejos de
homo R-Smads, hetero R-Smads y los R-Smads/Co-Smads, deben controlar diferentes respuestas
bioldgicas.
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La Smad4 es la Co-Smad en mamiferos y juega un rol critico en la sefializacién del TGFp,,
también demostrado por lineas celulares deficientes en esta Smad, y por lineas celulares
tumorigénicas con defectos en la misma. Las Co-Smads no interaccionan con el TBR-I, y no
poseen motivos de fosforilacion en su extremo carboxilo terminal. Una vez que forman
complejos con las R-Smads, son translocadas al nicleo. Las Co-Smads necesitan asociarse con
las R-Smad activas, para ser translocadas al nicleo, y se sabe, que el extremo carboxilo terminal
es el requerido para el trafico nuclear. No estd claro cudl es el mecanismo que permite la salida de
las Smads del nicleo.

Una vez en el nicleo, las R y Co-Smads estdn involucradas en la regulacién transcripcional de
genes blanco, actuando como co-activadores de la transcripcién. La heterodimerizacién de las
Co-Smads y R-Smads es obligatoria para sus propiedades de activadores de la transcripcion.
También, interaccionan con factores de transcripcion, y esto se ha observado para otros miembros
de la superfamilia del TGFf, como la activina. Pueden unirse directamente al ADN de algunos
promotores.

Las Smad6 y Smad7, en mamiferos, han sido caracterizadas como inhibidores de la
transduccién de la seiial del TGFB. Son homélogas a las R y Co-Smad, en el dominio MH2, pero
no poseen sitios de fosforilacién, y competirian con las R-Smads, en la unién al TBR-I, y en la
unién con las Co-Smad. Son expresadas inmediatamente después de la induccién del TGFB,
proporcionando un mecanismo de autoinhibicién en la sefializacion de este factor. Se propone,
que las R y Co-Smads, estarian directamente involucradas en la regulacion transcripcional del gen
de la Smad7. Smad7 se encuentra en el nicleo, y una vez, que la célula recibe el estimulo por
TGFp,, se acumula ripidamente en el citoplasma, desconociéndose el mecanismo de transporte
nuclear.

Los genes que responden al TGFf3; en forma positiva, son el inhibidor 1 del activador del
plasminégeno (PAI-1), a2 (I) coligeno, WAFI1/Cipl/p21 y el TGFpB; en si mismo; y el dnico
regulado negativamente hasta el momento, es transin. En las zonas promotoras de genes
inducidos por TGFf,, como el coldgeno tipo VII, JunB, y PAI-1, se han identificado elementos
Unicos, con los cuales interaccionan las Smad3 y Smad4. Los elementos, a los cuales se unen las
Smads (SBEs), en estos promotores, estdn altamente relacionados entre si, y poseen como sitio de
union para Smad3 y Smad4, una secuencia con el motivo AGAC.

El mapeo de los promotores de dichos genes, sirve para la identificaciéon de factores de
transcripcion, y se han caracterizado parcialmente algunos de ellos. Se incluyen entre estos a los
miembros de la familia Spl, CTF/NF-1 y miembros de la familia de factores de transcripcién AP-
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1/ATF. La regulacion positiva de de la familia AP-1, se vié afectada por inhibidores de quinasas
de ser/thr como H7, pero no con inhibidores de PKC 6 inhibidores de la via de la proteina G. Sélo
un factor de transcripcién, el CREB-I, perteneciente a la familia ATF, se demostrd, que es
fosforilado en respuesta al TGFf,, a los 15 minutos de estimulacién, por una quinasa todavia
desconocida, y no es dependiente del AMPc.[Kramer et al., 1991]

En las zonas promotoras de varios genes blancos del TGFf3, se han identificado varias SBEs
localizadas junto a otros sitios, correpondientes a otros factores de transcripcion. La
caracterizacion de sitios de unién para las Smad, en el promotor de la colagenasa, localizé a estos
sitios, en el elemento de respuesta a TPA (TRE), que contiene los sitios de unién para el factor de
transcripcién AP-1, formado por el dimero entre c-Fos y c-Jun. En experimentos de transfeccion
con plismidos, se demostré, que las Smads pueden activar la transcripcién de genes cuyos
promotores tienen elementos TRE, en ausencia de complejos AP-1. Se sabe ademds, que las
Smad pueden interaccionar con JunB y JunD. Esto pondria en evidencia, que existe un
cruzamiento entre los caminos de sefalizacién, que involucran a las Smad con los componentes
de la MAPK/JNK. Las Smads también interacciénan con el factor de transcripcién, p300/CBP, y
dicha interaccién ocurre a través de la pérdida de la estructura de la cromatina, 6 por aumento de
la afinidad al ADN de ciertos factores de transcripcién, a través de su actividad intrinseca de
acetiltransferasa. Ademas, las Smads actdan como factor puente, entre factores de transcripcion y
la maquinaria basal de transcripcién. Los promotores de los genes de p21 y pl5 no tienen sitios
SBEs, pero si tienen sitios para Spl, que es otro factor de transcripcién, también regulado por
TGFp.

Como se menciond antes, se observé que el TGFf; es capaz de activar a la quinasa TAK1, y es
capaz de inducir genes bajo el promotor de PAI-1, que contiene sitios de unién para AP-1. Un
blanco de la TAK1, mds abajo en la cascada de seiiales, es la quinasa 4 de la quinasa activada por
mitégenos (MKK4)/quinasa activada por estrés/quinasa SEKI regulada por sefial extracelular,
que estd involucrada en el camino de sefializacién de SAPK/JNK, que conduce finalmente a la
activaciéon de c-Jun. En los dltimos afios, se han acumulado varias evidencias, para postular la
intervencién de esta via de sefalizacidn, en los caminos del TGFB. Y el nivel de interaccidn
estarfa, entre la Smad3 y c-Jun, ya que se asocian después del estimulo con TGFp,, y sinergizan
la activacién del gen, bajo el promotor con sitios de union para AP-1. También se han descubierto
varias secuencias, en la regién de unién de los dominios MH1 y MH2 de las Smads, que serian
reconocidas por varias ERK y JNK. Se desconoce bajo qué condiciones, las sefiales de la ERK,
inhibirian las respuestas inducidas por TGFP via Smad, 6 mediarian caminos independientes de
Smad.
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Se propone, que el mecanismo de activacidn de la transcripcién mediado por el TGFpB,, seria a
través de la activacion de factores de transcripcién presentes ya en la célula, dado que se observé
que los inhibidores de la sintesis proteica, no impiden la expresién génica.

En muchos tipos celulares, el TGFfB induce la estimulacién de la proliferacién celular,
mientras que en otros tipos, es un potente inhibidor del crecimiento, que bloquea el ciclo celular,
generalmente en la fase Gi. En algunas lineas celulares, despliega ambas respuestas bioldgicas,
alternativamente. Las circunstancias, que permiten una u otra respuesta, dependen del tipo
celular, de la concentracion del TGFpB, de las condiciones de cultivo, de la densidad celular, de la
presencia de otras moléculas reguladoras de la proliferacion celular, y de la secuencia de la
adicién de las mismas.

En algunos trabajos realizados, se observé que el TGFfB, controla la proliferacién celular, a
través del mecanismo de la regulacién de la transcripcion. Como ejemplo, en la situacién donde
induce el arresto de la progresion del ciclo celular, se observa que regula en forma negativa la
expresion de los genes de las CDKs; en forma positiva, la de los CDKi (pl5, p21 y p27) [Saltis,
1996]. En el caso de inducir la proliferacién, también se observé que aumenta la expresion de c-
myc; mientras que si inhibe la proliferacién, la expresiéon de este dltimo, disminuye. En las
células del tejido conectivo normal, el TGFf3, a bajas concentraciones, induce la produccién del
factor de crecimiento PDGF-AA, el cual estimula la proliferacién celular; a altas concentraciones,
el TGFp, retromodula los niveles d¢ ARNm de la subunidad alfa del receptor del PDGF, y por lo
tanto no se estimula la proliferacién [Grande, 1997]. También, se ha observado, que en el caso de
los fibroblastos murinos AKR-2B, el TGFf, es capaz de inducir la proliferacién, y se observd,
que la toxina de Pertussi (PT), es capaz de inhibir la incorporacién de timidina tritiada, lo que
sugeriria el uso de la proteina heterotrimérica G en la via de sefializacién activada. Se ha
observado, que el TBR-II, tiene secuencias semejantes a otras proteinas, que interaccionan con la
proteina G. Y se postula, que la fosforilaciéon del TBR-I por el TRR-II, facilitaria de alguna
manera, el acceso del TBR-II a la proteina G, asi como también, la formacién del complejo entre
ligando y receptores, generaria motivos requeridos, para la activaciéon de la proteina G
[Kolodziejczk y Hall, 1996].

En la figura N°8 se detalla un esquema de las vias sefalizantes activadas por TGFp, disenada a
partir de los resultados obtenidos hasta el momento, por distintos grupos de investigacion.
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Figura N°8. Caminos de Senalizacion Activados por TGFf,
Abreviaturas: TGF= factor de crecimiento y transformacion beta uno; R-/ y R-ll= receptores
tipo | y Il del TGFB; Smad 2, 3, 4= moléculas senalizantes 2, 3, y 4, activadas por TGFp; G=
proteina trimérica G, con las subunidades alfa, beta y gama; Ras= proteina G monomérica que
intercambia GTP/GDP; Raf= quinasa de MEK, 6 MAPKKK; MEK= quinasa de la quinasa MAP, 6
MAPKK; MAPK= quinasa activada por mitdgenos; TAK1= quinasa activada por TGFf;.
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MODELO EXPERIMENTAL

En mamiferos, el estudio de la regulacion del inicio del ciclo celular, se ha realizado
fundamentalmente en cultivo de tejidos celulares, debido a la dificultad de realizarlo in vivo,
donde son muchos los factores, que interaccionan en la respuesta fisiologica del animal. Esta
metodologia ha permitido dilucidar nuevos procesos regulatorios, como los mencionados
anteriormente. Desde luego, estos sistemas son una aproximacién a lo que ocurre in vivo, debido
a la disrupcion de la arquitectura del tejido, y a la ausencia de otros factores presentes en el
organismo intacto. Se usan distintos tipos de estrategias para analizar los eventos especificos del
ciclo, que incluyen: el uso de inhibidores especificos; cambios en las condiciones fisiolégicas; y
el uso de factores de crecimiento y de hormonas, técnica de ingenieria genética, entre otros.

Un modelo adecuado para este estudio es la linea celular de fibroblastos de ratén Swiss 3T3
[Todaro y Green, 1963]. Estas células pueden ser cultivadas en condiciones experimentales bien
definidas y se arrestan en la fase Go/Gi del ciclo celular cuando llegan a confluencia 6 cuando se
agotan los factores del suero presentes en el medio [Otto y Jiménez de Asua, 1985; Rozengurt,
1986]. El agregado de suero fresco 6 de mitégenos a dichos cultivos determina un nuevo inicio del

ciclo celular.
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Objetivos

ANTECEDENTES DEL TRABAJO DE TESIS

Uno de los objetivos principales del laboratorio, es desentrafiar los caminos de sefializacién
que intervienen en la regulacién del ciclo celular. Mds precisamente, los caminos sefializantes
activados en la primer fase del ciclo celular, G;. En particular, se han estudiado y descripto
algunos de los mecanismos de transduccion de sefiales activados por la PGFy, (300 ng/ml),
cuando ésta despierta la respuesta mitogénica en la linea celular Swiss 3T3. En las células Swiss
3T3, la PGF,y activa, como una de las primeras actividades enzimaticas intervinientes en la
cascada de senales, a la PKC y varias quinasas de tirosina (TKs), durante la induccién de la
sintesis de ADN [Goin et al., 1993; Zachary et al., 1991; Jiménez de Asia y Goin, 1994; Jiménez de
Asta y Goin, 1997]. Ademads, la PGF,, aumenta, en forma muy rdpida, los niveles intracelulares
del inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG), y la movilizacién del calcio (Ca2+) [Goin et al.,
1993; Jiménez de Asia y Goin, 1994; Corps et al., 1989].

En el trabajo de Masuni et al. (1991), se observé que el TGFf; es mitogénico en las células
Swiss 3T3. De acuerdo a la densidad de células sembradas, las monocapas no llegan a
confluencia en el momento de agregado el TGFf,. Se han publicado varios trabajos donde se
observa, que las respuestas desplegadas por el TGFf,, dependen de la densidad celular del
cultivo, entre otros. También, se ha demostrado, que los componentes del ciclo celular, varian de
acuerdo al grado de confluencia del cultivo. Qued6é demostrado por nuestro laboratorio, que en
las células Swiss 3T3, cultivadas hasta el estado de monocapas confluentes y aquietadas en la
fase Go/G, del ciclo celular, el TGFf, (0,5 - 2 ng/ml) no es mitogénico en si mismo, ni inhibe la
mitogénesis, ya que es capaz de amplificar la sefial de induccidn de sintesis de ADN ejercida por
la PGF, [Gémez de Alzaga et al., 1994]. Los procesos de sefializacion del TGFf,, en las células
Swiss 3T3, difieren de los disparados por la PGF,q, ya que éste no estimula el metabolismo de los
fosfatidil inositoles, ni tampoco aumenta el flujo del Ca** [Brown y Holley, 1987]. Sin embargo, el
TGFp, despliega una accién concertada con algunos eventos dependientes de la PGFa.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la accién potenciadora del
TGFp,, sobre la estimulacién de la PGF;q, se ve a su vez aumentada mediante el agregado de
insulina. Por otra parte, el TGFB, (1 ng/ml) y la insulina (100 ng/ml), no son mitogénicos en si
mismos, pero juntos son capaces de estimular la sintesis de ADN. Estos resultados llevaron a
postular las diferencias existentes entre la accién del TGFB, y la insulina, las cuales son
contrarias a las propuestas por Brown y Holley (1987) [Gémez de Alzaga et al., 1994]. Por otro
lado, este efecto entre el TGFP, y la insulina, es la que explica, que en el trabajo de Chatani et al.
(1995), el TGFp, sea mitogénico en la linea celular Swiss 3T3. En dicho trabajo, para lograr la
quiescencia de las monocapas celulares, incubaron éstas en un medio libre de suero, pero que
contenia 1 mg/mi de insulina.
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El agregado de la prostaglandina E, (100 ng/ml, PGE:) no potencia la estimulacién de sintesis
de ADN inducida por PGF,, mas TGFf;, en cambio la insulina si es capaz de hacerlo. Esto
sugiere que el TGFB, y la PGE, podrian estar disparando algunos eventos en comuin [Gémez de
Alzaga et al.,1994]. La accién del TGFf, no involucra la sintesis de PGE, ya que la indometacina,
que bloquea la formacién de esta dltima, no disminuye la accion potenciadora del TGFp,
[Tashjian et al., 1985; Diaz et al., 1989]. Estos resultados sugieren que la insulina, el TGFj, y la

PGE)\, amplifican la accién de la PGF, activando distintos eventos.

El 1-oleil-2-acetil-glicerol (OAG), es un andlogo del DAG, permeable a la membrana
plasmatica, que activa la PKC y TKs, sin que estimule la sintesis de ADN, en las células Swiss
3T3 [Goin et al., 1993]. De los resultados obtenidos en el laboratorio, fue interesante observar que
el agregado de OAG mis TGFf, estimula la sintesis d¢ ADN [Gémez de Alzaga et al., 1994].
Estos resultados sugeririan que el TGFf3, necesitaria combinar sus sefiales con la activacién de la
PKC y/o TKs, para despertar la respuesta mitogénica en las Swiss 3T3 [Gémez de Alzaga et
al., 1994].

OBJETIVOS DE LA TESIS

A partir de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, se intenté determinar en primer
lugar, cudl de las dos primeras actividades enzimdticas inducidas por la PGF,,, PKC y/o TKs, era
la sefial mds importante en la sinergia entre esta prostaglandina y el TGFf,. Se comenzé el
estudio observando el rol de la PKC (de sus isoformas) en la integracién de las sefiales de la
PGF,, y el TGFp,, y para ello se pretrataron las monocapas, confluentes y aquietadas de células
Swiss 3T3, con el éster de forbol, 12-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA; 800 nM), por perfodos
prolongados. Mediante este tratamiento se elimina la PKC, tanto su actividad como la presencia
de varias de las diferentes isoformas (comprobado mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales y a través de la medicién de la actividad de la PKC). Este procedimiento se conoce
como ‘“retro-modulacién” (en inglés "down-modulation") [Rodriguez-Pena y Rozengurt, 1984;
Young et al., 1987, Goin et al., 1993]. Bajo estas condiciones se observé que el TGFp, es capaz de
inducir la sintesis de ADN “per se”, y esta induccién es dependiente de la concentracién del
mismo.

Por lo expuesto, resulté de extremo interés dilucidar qué modificaciones moleculares ocurrian
en las células Swiss 3T3, durante el pretratamiento con TPA, que permitian al TGFf, inducir la
mitogénesis, a diferencia de las células sin pretratar. Los objetivos generales planteados fueron:
dilucidar las sefiales activadas por el TGFf,, que inducen la mitogénesis en ausencia de PKC (en
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cultivos pretratados con ésteres de forbol), la importancia de la ausencia de la PKC, en la
mitogénesis estimulada por el TGFpB, en células pretratadas con TPA, y las sefiales que activa el

TGF, cuando potencia la accién mitogénica de la PGF,,, en células sin pretratar y pretratadas
con TPA.

Los objetivos parciales fueron:

- Comprobar que el TGFpB, es realmente mitogénico. Si realmente induce un aumento en el
nimero celular, medir otros pardmetros como la duracién de la fase Gy, y la velocidad de
entrada en la fase S, de este factor de crecimiento.

- Determinar si la sinergia existente entre el TGFf, y la PGF,, ocurre en ambas condiciones, y
observar si la duracién de la fase G, y/o la velocidad de entrada de la fase S sufren alguna
modificacién.

- Dada la importancia de las ciclinas en la regulacién de la progresién a través del ciclo
celular, es importante determinar si el TGFP, ejerce algin tipo de control sobre la
expresion de la ciclina Dy, en células pretratadas con TPA.

- Determinar si la actividad mitogénica del TGFf, es dependiente del TPA vy si el efecto
mitogénico se debe a la accién del TPA sobre la PKC y/o sobre otros eventos.

- Buscar otros compuestos quimicamente diferentes al TPA, con la misma capacidad de retro-
modular a la PKC.

- Caracterizar a través del uso de inhibidores y activadores de la PKC, si es la ausencia de la
misma, la que permiten al TGF,; estimular la proliferacion celular en células Swiss 3T3
pretratadas con TPA.

- Estudiar la expresién de los receptores del TGFf,, en células sin pretratar y pretratadas con
TPA, como asi también la actividad de los mismos.

- Estudiar las vias sefalizantes como las MAPKSs, que convergen en la expresién de las

ciclinas.

- Estudiar las sinergias entre el TGFf,, insulina y PGE,, en ambas condiciones.

- Estudiar el camino sefializante especifico del TGFpB,, las Smads, en ambas condiciones.

Los resultados de esta tesis ayudardn a conocer las vias sefializantes utilizadas por el TGFpt,
en las células Swiss 3T3. Se busca profundizar en el conocimiento de las moléculas sefalizantes
activadas especificamente por el TGFf1, y también aquellas vias activadas por este factor, que
son comunes a varios factores de crecimiento. Se intenta descifrar, qué actividades son las
modificadas por el TGFPi, una vez que entra en contacto con sus receptores, e induce la
proliferacion celular, en células pretratadas con TPA.
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1- Estimulacién de la Sintesis de ADN Inducida por el TGF,

El factor de transformacién y crecimiento beta uno (TGFp,), no es capaz de inhibir o estimular
la division celular, cuando es afladido a monocapas celulares confluentes y detenidas en la fase
Go de la linea celular Swiss 3T3. Agregado en distintas concentraciones, no tiene efecto sobre la
sintesis de ADN. Sin embargo, cuando se lo adiciona junto con la prostaglandina F2a (PGF,), es
capaz de potenciar el efecto mitogénico de esta dltima [Gomez de Alzaga et al., 1994]. De los
caminos de sefializacién intracelulares estimulados por la PGF,q4, €l primero estudiado en el
laboratorio, fue el camino de transduccién de sefiales que involucra a la quinasa de proteinas C
(PKC), a través de la sintesis de diacilglicerol (DAG) y de la activacién de esta enzima [Goin y
Jiménez de Asuta, 1992; Goin et al., 1993]. Ademads, la PKC presenta un interés farmacolégico como
posible blanco anti cancer, por encontrarse en el camino de sefializacion de varios mitégenos
[Watters y Parsons, 1999]. Una de las estrategias utilizadas, para estudiar la influencia de la
actividad de la PKC, en la potenciacién de la induccién de la sintesis de ADN de la PGF,q, por el
agregado de TGFp,, fue el tratamiento prolongado de las células con el éster de forbol, 12-O-
tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA, 800 nM), durante 96 horas, con el fin de retro-modular la
PKC (fenémeno que en inglés se conoce como “down-modulation’) [Rodriguez- Pena y Rozengurt,
1984; Young, S. et al., 1987; Olivier y Parker 1992]. En el laboratorio se demostré que el
pretratamiento con TPA (800 nM, 96 hs.), induce la desaparicioén de la PKC, medida a través de
la fosforilacién del péptido sustrato 80 MARCKS [Goin et al., 1993].

El TGFp,; no indujo la sintesis de ADN después de 28 horas de agregado a células confluentes
y aquietadas, sin pretratamiento. Cuando las células fueron pretratadas con TPA (800 nM, 96
hs.), se observé que el TGFp,, luego de 28 horas, fue capaz de estimular la iniciacién de la
sintesis de ADN (figura N°1). A la concentracion de 1 ng/ml, el 50 % de las células entra en fase
S. La PGF,q indujo la sintesis de ADN después de 28 horas, medida como un 22 % de células en
fase S, en células sin pretratar; mientras que en las células pretratadas con TPA, dicha actividad
se encontré inhibida. La sinergia entre ambos mitégenos, se reflejé en el porcentaje de células en
fase S en ambas condiciones, 83 y 72 % de nucleos marcados en células sin pretratar y
pretratadas con TPA, respectivamente.

Con el objeto de determinar que el TGFp,, ademds de inducir la sintesis de ADN, también
estimula la proliferacion celular, se realizaron las mismas estimulaciones arriba mencionadas y
después de 48 hs., se conté el namero de células en condiciones sin pretratamiento y en
monocapas tratadas previamente durante 96 horas con TPA (800 nM) (ver M y M). Los
resultados se muestran en la tabla N°1.
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FIGURA N°1. Efecto del TGFpB, en la Linea Celular de Ratén Swiss 3T3.

Se cultivaron fibroblastos de raton Swiss 3T3 como se indica en Materiales y
Métodos (M y M). Una parte de los cultivos, fueron pretratados con TPA (800 nM),
durante 96 horas. Al llegar a confluencia y arresto de la division celular, las
monocapas fueron lavadas y se les agregé medio condicionado junto a los distintos
estimulos indicados en la figura. El porcentaje de células en fase S, se determiné
28 horas después de las adiciones de los estimulos, mas el agregado de 1 uM de
timidina [metil 3H] (8 uCi/ml). Finalmente, los cultivos fueron procesados para la
observacion de los nucleos marcados, mediante la técnica de autorradiografia (ver
M y M). Barras de color blanco: células sin pretratar; barras de color gris: células
pretratadas con TPA (800 nM), durante 96 hs. Los resultados corresponden al
promedio de duplicados del experimento mas representativo, de tres realizados en
forma independiente.

Control

Los resultados que se muestran en la tabla N°Il, indican una correlacién directa entre el
porcentaje de células en fase S y el nimero de células, en todas las condiciones ensayadas. Los
resultados obtenidos con el TGF, (1 ng/ml), muestran que hay un 50 % mas de células (10.8 x
107 células por placa de Petri), en aquellas monocapas pretratadas con TPA, con respecto a las
células sin pretratar que no han recibido estimulo alguno (7.2 x 10®). Es decir, el TGFp; en
condiciones de retro-modulacién de la PKC, induce la sintesis de ADN y la divisién celular, al
igual que la PGF,, y el suero (la primera en células sin pretratar y el segundo en ambas
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condiciones). Este efecto de estimulacidn de la proliferacidn celular, también se observa en la

sinergia del TGFp, con la PGF,, en ambas condiciones.

TABLA N°1. Accion del TGFB, en la Duplicacion del ADN y Division Celular, en
Monocapas Confluentes y Arrestadas de Células Swiss 3T3.

Sin Pretratar con TPA Pretratadas con TPA
Adiciones Células en fase NuUmero de Células en fase NuUmero de
S (%) Células x 10° S (%) Células x 10°
Ninguna 0.5+0.05 55x0.6 0.5x0.02 7205
TGFB, 0.5+£0.02 56x0.5 50.0 £5.00 1081+ 1.0
PGF,, 22.0x2.00 6.6x0.8 0.5x£0.05 7.3+05
TGFB, + PGF;, 83.0 £ 4.00 11.0+0.8 75.5 £+ 6.00 126+1.0
FBS 95.0 £ 8.00 143+1.3 95.0 £ 5.00 21615

Las células Swiss 3T3 fueron plaqueadas y cultivadas como se indica en My M. Tres dias
después, con el cambio de medio algunos cultivos celulares recibieron el agregado de TPA
(800 nM). Las adiciones a las células confluentes y aquietadas, fueron como sigue: TGF,
1.0 ng/ml, PGF2, 300 ng/ml, y Suero Fetal Bovino (FBS) 10% (v/v). Las células fueron
expuestas a 1 uM de timidina metil[:’H] (3 uCi/ml), durante 28 horas. El porcentaje de
células en fase S, fue determinado por autorradiografia como se indica en la figura N°1. El
numero de células se observo 48 horas después del agregado de los estimulos (ver My
M). Los resultados son el promedio de duplicados de tres ensayos independientes.

De los resultados presentados arriba en la figura N°1 y la tabla N°1, se concluye en primer
lugar que el TGFpB, se comporta como un mitdgeno en las células pretratadas con TPA. En
segundo lugar se concluye que la actividad de la PKC no es imprescindible en la potenciacion de
la sintesis de ADN inducida por el agregado de ambos mitégenos.

La actividad mitdgenica del TGFf; dnicamente observada en las células pretratadas con TPA,
llevé a plantear la posibilidad de que la ausencia de la actividad de la PKC, fuera la condicién por
la cual el TGFf3, se comporte como un mitégeno.

La sinergia en la induccién de la sintesis de ADN mediada por ambos factores, se observé en
ambas condiciones, ain cuando alguno de ellos no presenté actividad mitogénica por si solo, en
una u otra condicién. Estos resultados sugieren, por un lado, que el pretratamiento de las células
con TPA modifica los caminos intracelulares de sefializacién de tal manera, que ahora el TGFf3,
puede activar sefiales para desencadenar la respuesta mitogénica, mientras que la PGF;, se
encuentra inhibida de activar esta respuesta. Por otro lado, si bien la PGF;, no logra una
respuesta mitogénica en las condiciones de pretratamiento con TPA, es capaz de potenciar el
efecto mitogénico del TGFp,. Esto implica, que la PGF,q es capaz de activar vias de sefnalizacién
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en estas condiciones, que convergen con las sefiales activadas por el TGFf3;, aumentando de esta
manera la respuesta mitogénica en las células, disparada por este dltimo.

Se puede inferir como una posibilidad, que de las sefiales activadas por la PGF»q, la actividad
de quinasa de proteinas en tirosina (TK), es la sefial presente en ambas condiciones y por lo tanto,
actuaria de forma concertada con las sefiales activadas por el TGFp,, entre otras sefiales activadas
y no descriptas hasta el momento [Jiménez de Asua y Goin, 1997].

Para corroborar si la ausencia de la PKC permite la estimulacién de la sintesis de ADN por el
TGFf,, se buscaron las condiciones del pretratamiento con TPA.

2- Condiciones de Pretratamiento con TPA

Se determinaron las condiciones de concentracidn y tiempo del pretratamiento con TPA, en las

cuales se observa la respuesta mitogénica de las células al TGFf, (fig. N°2).
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Figura N°2. Pretratamiento de los Fibroblastos de Raton Swiss 3T3 con distintas
concentraciones de TPA.

Las células fueron pretratadas con distintas concentraciones de TPA durante 96 hs (ver M y
M). Una vez que las monocapas se aquietaron, fueron lavadas, se les agregé medio
condicionado; y finalmente se agregaron los siguientes estimulos: Control (O, escala sobre
el margen izquierdo), TGF@, (1 ng/ml, B, escala sobre el margen derecho), PGF,, (300
ng/ml, A, escala sobre el margen izquierdo). Los resultados, fueron obtenidos como se
indica en la leyenda de la figura N°1, y corresponde, a duplicados del experimento mas
representativo de tres realizados en forma independiente.
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Como se observa en la figura N°2, la respuesta mitogénica obtenida por el TGFB, estd
condicionada a la concentracién del TPA, asi como también la inhibicién de la respuesta
mitogénica de la PGF,, La proliferacién celular estimulada por el TGFpB,, depende de la
concentracion del TPA utilizado en el pretratamiento de las monocapas celulares, comienza a
partir de los 500 nM de este Gltimo, y llega a una meseta a los 800 nM del mismo. Se eligié
trabajar con la concentracién final de 800 nM de TPA, ya que a concentraciones mayores (1 y 1,2
uM) las monocapas, observadas al microscopio O&ptico, presentaron varios focos de
transformacidn, identificados por el crecimiento celular en multicapas.

En la figura N°3, se observan los resultados de la determinacién del tiempo del pretratamiento
de las células con 800 nM de TPA. Una vez que las células han alcanzado el estado de monocapa
confluente y arrestada, los cultivos fueron expuestos a TPA (800 nM). Luego de los distintos
tiempos de exposicion al TPA, las monocapas fueron lavadas, se les agregd medio condicionado
junto a las estimulaciones: PGF,, o TGFf;, y 28 hs. después se determiné el porcentaje de
células en fase S.
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FIGURA N°3. Pretratamiento de la Linea Celular Swiss 3T3 con TPA a distintos tiempos.
Se agregé TPA (800 nM) a monocapas de fibroblastos confluentes y arrestadas y se dejé
este ultimo a distintos tiempos, luego de los cuales se lavaron las monocapas y se agrego
medio condicionado mas los siguientes estimulos: Control (sin adiciones, O), TGFf,, 1
ng/ml (M), PGF,,, 300 ng/ml (a). El porcentaje de células en fase S fue calculado como se
explica en la leyenda de la figura N°1 y corresponden a duplicados del experimento mas
representativo de dos realizados en forma independiente.

Después del pretratamiento de las células con TPA por 3 horas, se lavaron las monocapas y se

les agregd medio condicionado con timidina [metil *H] y 28 horas después se contaron las células

47



Resultados y Conclusiones

que entraron a la fase S, y se obtuvo un 30% de nicleos marcados. El pretratamiento con TPA
induce sintesis de ADN, y esta induccién va decayendo hasta que a las 48 horas de
pretratamiento, ya no se observan células en fase S. Es decir, que el agregado de TPA estimula la
sintesis de ADN, observindose células en fase S hasta unas 48 horas después de agregado el
mismo (Figura N°3 (O)).

En células sin pretratar la PGF,, indujo un 22% de células en fase S. En las primeras horas del
pretratamiento con TPA, puede observarse que la induccién de la sintesis de ADN por la PGF;,
es mayor que en las células sin pretratar (50 a 30 % de células en fase S entre la hora y las 10
horas de pretratamiento). Esto se debe, a la estimulacién previa de la sintesis de ADN por el
pretratamiento con TPA. Después de las 48 horas de pretratamiento, ya no se observa respuesta
mitogénica alguna ni de la PGF,,, ni del TPA, debido a que la PKC se encuentra retro-modulada.

En cuanto al TGFf,, éste fue capaz de potenciar la respuesta mitogénica activada por el TPA,
al igual que la PGF,4. Esto se observa en el porcentaje de células en fase S, que desde la hora
hasta las 48 horas de pretratamiento, se obtuvo un 94 a 60 %, respecto de las células sin pretratar,
donde no se observé induccién de la sintesis de ADN. Después de 48 horas de pretratamiento con
TPA, el TGFf3, activé la respuesta mitogénica (medido 28 hs. después de agregado este ultimo),
cuando el TPA ya no tiene mas efecto sobre la sintesis de ADN.

De acuerdo a estos resultados, se eligié un pretratamiento con 800 nM de TPA, durante 96 hs.,
ya que a este tiempo no varia el porcentaje de nicleos marcados, estimulados por el TGF,, y las
monocapas presentan una morfologia mds parecida a las células aquietadas, con citoplasmas mds
chicos y redondos, formando una empalizada.

3- La Induccién de la Sintesis de ADN, es dependiente de la Concentraciéon del TGFf,

El agregado de TGFf3, a distintas concentraciones, estimula un porcentaje creciente de células
que inician la sintesis de ADN, y esto solo ocurre en aquellas pretratadas con TPA (800 nM, 96
hs.). Las células en fase S, se observan a partir de los 0.05 ng/ml, y llega a saturacién (50% de
células en fase S), con 1 ng/ml. Permanece relativamente constante hasta los 2 ng/ml (fig. N°4).

4- Medicion de la Fase G, y Entrada en la Fase S

La mayoria de los factores de crecimiento, estimulan la sintesis de ADN a través de la
regulacién de dos pardmetros diferentes: i) el largo de la fase G, (espacio de tiempo hasta
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comenzar la sintesis de ADN), y ii) la velocidad de entrada en la fase S. La velocidad de entrada
en la fase S, sigue una cinética aparente de primer orden, a una velocidad constante, determinada
por la concentracién del factor. Con el fin de evaluar como se modifican estos pardmetros cuando
el TGF, induce la sintesis de ADN en células pretratadas con TPA, se midi6 la duracién de la
fase G,, en esta condicion. Se midié también la duracién de G,, cuando se agrega PGF,, mais
TGFB,, en ambas condiciones, para estudiar si esta sinergia ocurre debido a un acortamiento de la
fase G, o a un aumento en la velocidad de entrada en la fase S. Los gréificos obtenidos a partir de

los ensayos realizados con células sin pretratar y pretratadas con TPA, pueden observarse en la
figura N°5 y N°6.

|
)

0.0 075 B 1:0 1?5 2,0
Concentracién del TGF, (ng/ml)

Células en fase S (%)

FIGURA N°4. Efecto del TGFB, a Concentraciones Crecientes en Células Swiss 3T3.

Se cultivaron fibroblastos de ratén Swiss 3T3 como se indica en M y M. La mitad de los
cultivos fueron pretratados con TPA (800 nM, 96 hs.). Cuando los cultivos llegaron a
confluencia y arresto de la division celular, se les agregé TGFB, a concentraciones
crecientes indicadas en la figura. El porcentaje de células en fase S se determiné 28 hs.
después, como se indica en la leyenda de la figura N°1, y corresponden a duplicados del
experimento mas representativo de tres realizados en forma independiente. Circulos
abiertos: células sin pretratar; circulos cerrados: células pretratadas con TPA (800 nM, 96 hs.).

El agregado de PGF,, a células sin pretratar, estimula la iniciacion de la sintesis de ADN
después de progresar a través de una fase G, constante de 15 a 16 horas [resultados similares a
Jiménez de Asua et al., 1977]. Esto también se observa con el agregado de PGF,, mids TGFp,, por
lo tanto el efecto de potenciacién, no se refleja en la alteracién de la duracién de la fase G,. En

forma consistente, el agregado de TGFf, a células sin pretratar, no tuvo efecto sobre la sintesis
de ADN.
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Por el contrario, en el ensayo con las células pretratadas con TPA, la duracién de la fase G,
fue de 21 a 22 horas, tanto en la estimulacién de la sintesis de ADN por el TGFf,, como por
TGFp, més PGF,, (fig. N°5B). Las células pretratadas con TPA, exhiben un alargamiento de la
fase G, de unas 6 a 7 horas, comparado con las células sin pretratar. La duracién de la fase G,, es
mads corta (7 a 8 horas) cuando las células se encuentran ciclando, es decir cuando pasan de la
fase M a G, sin pasar por la fase Go. Cuando la célula entra al ciclo celular desde la fase Gy, la
duracién de la fase G, se alarga, debido a que la célula tiene que preparar la maquinaria necesaria
para duplicarse. El pretratamiento con TPA, probablemente lleve a las células a una fase Gy, que
aparentemente requiere mds tiempo que las células sin pretratar, para entrar al ciclo celular, una
vez estimuladas.
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FIGURA N°5. Duracion de la Fase Gi1.

Células Swiss 3T3 confluentes y arrestadas estuvieron expuestas a timidina (metil[aH]),
desde el comienzo del agregado de los estimulos, hasta los tiempos indicados en las
figuras. A y B representan la duracion de la fase G;. A= células sin pretratar estimuladas
con: PGF;, (300 ng/mi, O); PGFy, + TGFB, (1 ng/mi, O) y TGFB, (A). B= células pretratadas
con TPA (800 nM, 96 hs), estimulados con: TGFf; (1 ng/ml, a); PGF,, (300 ng/ml|, ®) y
TGFB, + PGF,, (®). En ambas condiciones, los controles sin adiciones, no estimularon la
sintesis de ADN en las células (datos no mostrados). El indice de nucleos marcados, se
obtuvo como se indica en M y M. Los resultados, corresponden al promedio de duplicados
del experimento mas representativo de tres realizados en forma independiente.

Cabe sefalar que la duracién de la fase G, en ambas condiciones, no se ve alterada por la
potenciacién de la sintesis de ADN, cuando se agrega TGF, mas PGF,. De estos resultados se
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desprende que la duracién de la fase G, es constante y no se ve afectada por el agregado de dos

mitégenos.

Generalmente, se ha observado que las sinergias en la induccién de la sintesis de ADN que
ocurre entre factores, aumentan la velocidad de entrada en la fase S [Jiménez de Asta et al., 1981].
La figura N°6 muestra la velocidad de entrada en la fase S (obtenidas a partir del logaritmo en
base 10 de los nicleos no marcados de los datos de las figuras N°5). La velocidad se cuantifica
por una tasa constante k (ver M y M), y sus valores se presentan en la leyenda de la figura N°6.
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1 1
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FIGURA N°6. Cinética de Entrada en la Fase S.

Los graficos A y B de esta figura, se obtuvieron de los datos de los graficos respectivos de
la figura N°5. A y B representan la cinética de entrada en la fase S. A= células sin pretratar
estimuladas con: PGF,, (300 ng/ml, O); TGFB; (1 ng/ml, A) y PGF5, + TGFB: (1 ng/ml, O).
Las constantes k para PGF,, y PGF,, + TGFB,, fueron: 2.0 + 0.4; 8.8 £ 0.7 (10'2. min™"),
respectivamente. B= células pretratadas con TPA, estimuladas con: TGFB, (1 ng/ml, a);
TGFB, + PGF,, (300 ng/mi, W), y PGF,, (®). Las constantes k para TGFB, y TGFB, + PGF,
fueron: 6.2 + 0.7, 7.2 + 0.3 (102, min™'), respectivamente. El logaritmo de los nucleos
marcados, se obtuvo como se indicaen My M.

Como puede observarse en la figura N°6, la velocidad de entrada en la fase S, aumenta en la
sinergia entre la PGF,, con TGFf,, en la induccién de la sintesis de ADN tanto en células sin
pretratar como en las pretratadas con TPA. El valor de la constante k aumenta su valor absoluto,
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por los agregados de otros factores de crecimiento, pero cabe remarcar que la cinética siempre es
de primer orden.

De estos resultados podemos concluir, que el tiempo de duracién de la fase Gy, en las células
pretratadas con TPA es mayor que en las células sin pretratar. Se puede plantear que la
estimulacion de la sintesis de ADN por el TGFf,, necesita mds tiempo en la fase G, para poder
entrar al ciclo celular, y probablemente, se deba a que necesite activar o complementarse con
nuevos caminos de sefializacion, con respecto a los activados en las células sin pretratar.

Uno de los eventos caracteristico de las células que entran al ciclo celular, es la sintesis de la
ciclina Dy, ya que es la subunidad regulatoria de las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6
(CDK4, CDK®6), responsables de la fosforilacién del producto del gen del retinoblastoma (pRb),
que determina la transiciéon de la fase G, a S [Connel-Crowley et al., 1998; Lukas et al., 1996]. Por lo
tanto, se decidié estudiar el tiempo de expresién de esta ciclina, en la estimulacién de la sintesis
de ADN mediada por PGF,, 0 TGFf,, en células sin pretratar y pretratadas con TPA.

5- Induccion de la Sintesis de la Ciclina D,

Se decidié observar el tiempo de expresion de la ciclina Dy, y ver el mismo en células sin
pretratar y pretratadas con TPA. La presencia de la ciclina D,, se detecté a través de la técnica
llamada en inglés "Western blot" (ver M y M). En la figura N°7A se observa, que la banda
correspondiente a la ciclina D (34 kDa), aparece en las células sin pretratar, estimuladas con
PGF,, durante 10 horas. El estudio de la expresion de la sintesis de ciclina Dy, inducida por la
PGF, en células Swiss 3T3, fue realizado en el laboratorio por la Lic. Moira Sauane [Sauane et
al., 2000], y se encontré que la expresion de ciclina Dy, comienza entre las 6-9 hs., después del
agregado del mitégeno. Por lo tanto, el resultado obtenido con la estimulacién por la PGF,,, se
utiliz6 como un control positivo del ensayo.

Al agregar TGFj3, a cultivos confluentes y quiescentes, no se observé expresién de la ciclina
D), en los mismos tiempos examinados: 5 a 14 horas de adicion. Esto es consistente, con la falta
de induccién de la divisién celular por este factor, en de las células sin pretratar.

En la figura N°7B, se observa que en las células pretratadas con TPA, el TGFf,, que tiene
capacidad mitogénica en estas condiciones, es capaz de inducir la expresion de la ciclina D,. El
punto de mayor deteccién, se encuentra entre las 14 y 20 horas, y comienza a las 10-12 hs,,
después de la estimulacién. Sorprendentemente, se encontré que en estas condiciones, la PGFyq,
que no es mitogénico en esta condicidn, indujo la expresién de la ciclina D; (figura N°7B,
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calle7). Paralelamente a los cultivos utilizados para los ensayos de la estimulacién de la

expresion de la cilcina Dy, se estimularon cultivos y se midi6 la estimulacién de la sintesis de

ADN, obteniéndose los valores correspondientes a cada estimulacién, similares a los de la fig. N°1.

A B
MV MM
380kDa — 380kDa —
335kDa — 335kDa —
CDK4
MV
B0 Mo — 5 - ;Aewtl) kDa
— - . : — :
33,5kDa . S — — — 335 kDa
1 2 3 4 5 6

Ciclina Dy

Figura N°7. Deteccion de la Ciclina D1.

12 y 14 horas, respectivamente.

respectivamente; Calle 7, PGF,, durante 14 horas.

A= células sin pretratar, arrestadas y confluentes. Los estimulos fueron los siguientes: Calle
1, sin estimulos; Calle 2, PGF,, durante 10 horas; Calle 3, 4, 5 y 6 TGFpB, durante 5, 10

B= células pretratadas con TPA (800 nM, 96 horas). Los estimulos fueron los siguientes:
Calle 1, sin estimulos; Calle 2, 3, 4, 5 y 6 TGFp; durante 10, 12, 14, 20 y 24 horas,

Fueron sembrados 100 ug de proteinas totales por calle, en un gel 10% de poliacrilamida.
Las concentraciones de TGFB y PGF,, fueron 1.0 ng/ml y 300 ng/ml, respectivamente. Las
membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia con el sistema ECL (Amersham), y
los anticuerpos (ac) utilizados (Santa Cruz) fueron: ac monoclonal anti Ciclina D; y ac
policlonal anti CDK4 (ambos en una dilucion 1/1000). Este es el resultado mas

representativo de cuatro realizados en forma independiente.

Este resultado nos indica, que la expresion de la ciclina Dy no es exclusiva de las células que

entran en division. En otras palabras, puede estimularse su expresion, sin que ello signifique que

la célula se dividird. Ademas indica que la expresién de la ciclina Dy, es independiente de la
PKC. Una posibilidad es que se estimule la expresién de esta ciclina, pero que los complejos que
forma con las CDK correspondientes, sean inactivos en las c€lulas pretratadas con TPA. Por otro
lado, se ha descripto que hay complejos ciclinas-CDKs, que tendrian otros roles en procesos
como la transcripcion y la reparacion del ADN, ademds de su actividad en el ciclo celular [Poon y

Hunter, 1995].

53



Resultados y Conclusiones

De los mismos extractos proteicos se tomaron alfcuotas de idéntica cantidad de muestra para
preparar membranas al mismo tiempo, que se revelaron con un anticuerpo policlonal anti CDK4
(Santa Cruz, ver M y M). La CDK4 y la ciclina D, forman el complejo CDK4/D;, que actda en la
progresion, a través de la fase G, [Sherr, 1994]. En la figura N°7 A y B, se observan las figuras
correspondientes a la CDK4 (proteina de 34 kDa, idem a la ciclina D,), y ésta aparece en ambas
condiciones con una misma intensidad, independientemente de los estimulos recibidos por las
células (resultados similares a Poon et al., 1995). De esta manera, la CDK4 sirve como control de
carga de proteinas, entre muestra y muestra.

La observacién mds interesante de estos experimentos, es que en células sin pretratar la
expresién de la ciclina D, posee su punto médximo alrededor de las 12-15 hs. [Sauane et al., 2000],
con una duracién de la fase G| de 15 a 16 horas; mientras que en las células pretratadas con TPA,
el punto de mixima expresion de la ciclina D, estd entre las 14 y 20 horas, y la fase G, tiene una
duracién de 21 a 22 horas. Es decir que en las células pretratadas con TPA existe una correlacién
entre la extension de la fase Gy, y el tiempo de sintesis de la ciclina D (que es mds tardia), en
comparacién con las células sin pretratar. Estos resultados sugeririan que el TGFB, necesitaria
activar mas sefiales (0 complementarse con nuevas sefiales) para inducir la sintesis de la ciclina
D, en estas condiciones, que la PGF,4 en células sin pretratar.

6- Pretratamiento de la Linea Celular Swiss 3T3 con Briostatina 1

Una vez halladas las condiciones del pretratamiento con TPA y los parametros del TGFj3,
como mitégeno, se comenzd a estudiar el rol de la PKC en el efecto mitogénico del mismo. La
primer pregunta a responder, fue si el efecto mitogénico inducido por el TGFf,, previo
tratamiento de las células con TPA, es debido a la ausencia de la PKC y/o a otros efectos
dependientes del TPA? Para responder esta pregunta, se buscé otro compuesto que tuviera el
mismo efecto sobre la PKC y que fuera quimicamente diferente del TPA. Se encontré que la
Briostatina 1, una lactona macrociclica producida naturalmente por el briozoo Bugula neritina
(invertebrado marino), tiene la misma capacidad de retro-modular a la PKC, y ademas posee
actividad antineoplésica. Al igual que el TPA, la Briostatina 1 activa directamente a la PKC, dado
que tiene un componente similar al diacilglicerol (DAG) en su estructura, generando asi un
ndmero de respuestas celulares diferentes [Smith et al., 1985]. La Briostatina 1, tiene capacidad
mitogénica en las células Swiss 3T3, al igual que el TPA, y ésta fue medida a distintas
concentraciones de la misma. Los resultados obtenidos se muestran en la figura N°8.

Cultivos de Swiss 3T3 confluentes y detenidos en G, sin pretratar con TPA, fueron
estimulados con concentraciones crecientes de Briostatina 1 durante 28 horas (fig. N°8). De esta
forma, se observé que la Briostatina 1 induce proliferaciéon en esta linea celular y se pudo
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observar que a partir la concentracién de 50 nM se mantuvo constante, alrededor de 8% de
células en fase S, hasta los 800 nM probados. El porcentaje de nicleos marcados, es menor que el
del TPA y la PGF5q (35 y 23 % de células en fase S, respectivamente).
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Figura N°8. Estimulacion de la Sintesis de ADN por Briostatina 1, en la Linea Celular
Swiss 3T3.

Células sin pretratar, arrestadas y confluentes, recibieron los siguientes estimulos: PGF,,
300 ng/ml (O), TPA 200 nM (A), y Briostatina 1 (M) en concentraciones crecientes indicadas
en la figura. El porcentaje de células en fase S, se obtuvo 28 horas después de la adicién de
los estimulos, como se indica en M y M. Estos resultados fueron obtenidos, por
duplicado de uno de dos experimentos independientes y también se correlacionan
con experimentos similares realizados por incorporacién de timidina (ver M y M).

En la figura N°9 se observa el pretratamiento de células confluentes y arrestadas con
concentraciones crecientes de Briostatina 1, durante 96 hs. (idem al pretratamiento con TPA).
Luego del pretratamiento, las monocapas fueron lavadas, y se les agregé medio condicionado
junto con los estimulos. Después de las 28 horas de estimulacién, la PGF,q, que presenta un 25 %
de células en fase S en células sin pretratar, se ve inhibida a partir de los 50 nM de Briostatina |
de pretratamiento, mientras que el TGFf,, comienza a esta misma concentracién, a inducir la
mitogénesis. La induccién de la proliferacién por el TGFf, se mantiene entre un 30 a 27 % de
células en fase S, desde los 400 hasta los 800 nM de Briostatina 1 ensayados. Si bien el TGFp,
presenta actividad mitogénica luego del pretratamiento con Briostatina 1, ésta no alcanza los
valores que se obtienen con el pretratamiento con TPA (50 % de células en fase S). Esto quizds,
esté relacionado con la capacidad mitogénica de la Briostatina 1 y el TPA, siendo mayor la de
este Ultimo. Podria plantearse que el TPA al inducir un mayor porcentaje de células que se
dividen, hace que al detenerse éstas, acumulen algin componente (o varios), que intervienen en la
sintesis de ADN, inducida por el TGFf3,, después del pretratamiento.
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Mis alla de la capacidad mitogénica de los compuestos usados en el pretratamiento, es
importante destacar que el TGFf, logra inducir la mitogénesis con un compuesto no relacionado
quimicamente con el TPA, pero al igual que este dltimo, capaz de estimular y retro-modular a la
PKC. Estos resultados nos indicarian que la accién del TGFf; no es dependiente del TPA, sino
de la accién que el TPA y la Briostatina 1 ejercen sobre la PKC.
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Figura N°9. Efecto del Pretratamiento con Briostatina sobre la mitogénesis inducida
por TGFB, y PGF,,.

Las células Swiss 3T3 fueron cultivadas como se indica en M y M. El pretratamiento con
Briostatina 1 fue de 96 horas, y a concentraciones crecientes como se indica en la figura.
Luego del pretratamiento, las monocapas fueron lavadas y se les agregé medio
condicionado con los siguientes estimulos: TGFB, 1.0 ng/ml| (®), PGF,, 300 ng/m! (A).
Junto a los estimulos, se agregé timidina [metil 3H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron
procesadas luego de 28 horas como se indica en M y M. Estos resultados fueron
obtenidos por duplicado de uno de dos experimentos independientes y también se
correlacionan con experimentos similares realizados por incorporaciéon de timidina
(ver My M).

7- Reversibilidad del Pretratamiento con TPA y Briostatina 1

Estudiando ain mads el efecto del pretratamiento del TPA y la Briostatina 1, se estudid si el
mismo era reversible. Los ensayos se realizaron de la siguiente manera: al cambiarle el medio a
las células después de tres dias de sembradas, algunas de ellas recibieron TPA (800 nM), otras
Briostatina 1 (100 nM), y las controles solo con vehiculo (medio). Después que las monocapas
tratadas llegaron a confluencia y quiescencia, fueron lavadas y se les agregé medio condicionado.
A distintos tiempos después de la adicién del medio condicionado, se agregaron los diferentes
estimulos. Los resultados de estos experimentos se muestran en las figuras N°10y 11.
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En la figura N°10 se muestran, las estimulaciones adicionadas horas después del agregado de
medio condicionado a las monocapas tratadas con TPA (800 nM, 96 hs). Se agrego el factor de
crecimiento epidermal (EGF, 20 ng/ml), como control de un factor mitogénico, que no utiliza la
via de la PKC en la induccién de la proliferacién [Maruta y Burgess, 1994]. Se puede observar que
el EGF y el TGFfB, (1.0 ng/ml), son los unicos con capacidad mitogénica, después de treinta
minutos de agregado el medio condicionado, pero ambos pierden esta capacidad de forma muy
rapida y ninguno la recupera hasta las 96 horas ensayadas. La PGF,4 y €l TPA ven inhibidas sus
acciones mitogénicas, y sélo el TPA recupera algo de esta accién (13 % de células en fase S). Es
interesante observar, que la actividad mitogénica de la Briostatina 1 (figura N°10, tridngulo
abierto hacia abajo) se ve inhibida, por el pretratamiento de la monocapa con TPA.

60
0
400\/
? g o
o (7}
< ;
U) 23) ._,/.
c
i —
o 40 i A
(/2] © o
I E
c 3 ol . > , &
Py _ 0 4 48 72 B
» Horas
©
3
3  20-
O [ ]
\ (]
) (]
A\Ah
JAN

0 24 48 72 96
Horas

Figura N°10. Estimulacion de Factores de Crecimiento Horas Después del
Pretratamiento con TPA.

Células arrestadas y confluentes fueron pretratadas con TPA (800 nM, 96 hs.). Luego fueron
lavadas y se les agregé medio condicionado. A distintos tiempos se adicionaron los
siguientes estimulos: sin adiciones (O), TGFB, 1.0 ng/ml (®), PGF,, 300 ng/ml| (m), EGF 20
ng/ml (A), TPA 200 nM (0O) y Briostatina 200 nM (V). En el inserto se muestran los mismos
estimulos (con los mismos simbolos) agregados a cultivos sin pretratar. Los resultados
fueron obtenidos 28 horas después de las adiciones, como se indica en M y M. Estos
resultados fueron obtenidos por duplicado de uno de tres experimentos
independientes.
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En la figura N°11 se muestra el mismo ensayo que el de TPA, pero realizado con Briostatina
1, y se obtienen resultados similares. En este ensayo, también se observé la capacidad del
pretratamiento de las monocapas con Briostatina 1 de inhibir la accién mitogénica del TPA,
(figura N°11, cuadrado abierto).
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Figura N°11. Sintesis de ADN Mediada por Distintos Factores de Crecimiento, Después
del Pretratamiento con Briostatina 1.

Células confluentes y arrestadas fueron pretratadas con Briostatina 1 (100 nM, 96 hs.). Una
vez que las células fueron lavadas, a distintos tiempos después del agregado de medio
condicionado, se adicionaron los siguientes estimulos: sin adiciones (O), TPA (200 nM, 0O),
TGFB, 1.0 ng/ml (@), PGF,, 300 ng/ml (). En el inserto se muestran los mismos estimulos
agregados a células sin pretratar (se conservaron los mismos simbolos). Los resuitados
fueron obtenidos 28 horas después de las adiciones como se indica en M y M. Estos
resultados fueron obtenidos por duplicado de uno de dos experimentos
independientes.

En ambas figuras, los insertos muestran células sin ningln tipo de tratamiento previo, las que
recibieron los mismos estimulos que las monocapas pretratadas con TPA o Briostatina 1.
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De los resultados podemos observar, una ripida caida en la respuesta al TGF, en células que
han sido pretratadas con TPA o Briostatina 1. El EGF sufre también, una caida en su respuesta
mitogénica en células pretratadas con TPA, pero no es tan marcada como la del TGFp,. Al
mismo tiempo que se observa que no se recupera la respuesta mitogénica cuando se agrega
PGF,,, en los pretratamientos con TPA o Brostatina 1. La caida de la induccion de la
proliferacion del TGFP, y EGF, mas la falta de recuperaciéon de la respuesta mitogénica de
PGF,q, llevan a la siguiente suposicién: los resultados obtenidos se deben a la re-expresion de la
PKC, pero debido a la falta de nutrientes (varios dias sin cambio de medio), no puede reflejarse
en la estimulacidn de la proliferacién por EGF y PGF;,,.

A las 96 horas, el TPA y la Briostatina 1, presentan una recuperaciéon de la respuesta
mitogéncia, medida como porcentaje de nicleos marcados, pero ésta es muy baja. Esta induccion
quizas se deba a una re-expresion de la PKC, que es el receptor celular de ambos compuestos.

El paso siguiente, fue estudiar la expresién de la PKC durante el pretratamiento con TPA.

8- Retromodulacion de la PKC

La presencia de la PKC se determiné a través del uso un anticuerpo monoclonal anti PKCa,
donado por la Dra. Karen Leach [Leach et. al, 1988]. De todas las isoformas que se expresan en las
células Swiss 3T3, se eligié la isoforma a, porque aparenta estar involucrada en la sefializacion
de los mitogénesis, y los experimentos se basaron en los trabajos de Olivier y Parker (1992) y
Linder et al. (1991). Los experimentos se realizaron de la siguiente manera: las células fueron
pretratadas con 800 nM de TPA y se tomaron muestras a distintas horas del tratamiento, como asi
también a distintas horas después del agregado de medio condicionado. La PKCa fue detectada a
través de la técnica de Western blot, y los resultados se muestran en la figura N°12.

La banda correspondiente a la PKCoa (82 kDa), se encuentra en el control de células
confluentes y quiescentes sin ningin tipo de tratamiento (calle 1). Hay una mayor expresién de la
PKCa en las primeras horas del tratamiento (calle 2, 1 hora). A las 24 hs. después de agregado el
TPA, la PKCa desaparece, y esta condicion sigue hasta 24 horas después de haber agregado
medio condicionado. Comienza a detectarse 48 horas después del agregado de medio
condicionado, y alcanza niveles cercanos al control entre las 72 y 96 horas ensayadas. Los
resultados son similares a los publicados por Oliver y Parker (1992), con la salvedad, que aqui se
ha estudiado el comportamiento de la proteina de la PKCo a tiempos mds tardios y a distintos
tiempos después de lavada la monocapa y agregado el medio condicionado. En el trabajo de
Linder et al. (1991), llama la atencidn, la recuperacién de la expresién de la PKC a las 72 hs. de
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tratamiento con TPA. Esto, muy probablemente se deba, a que la concentracién del TPA usada es
menos de la mitad que la utilizada en este ensayo (300 nM), sumado a que el anticuerpo utilizado
reconoce mis de una isoforma de PKC, y que el medio que utilizaron para el tratamiento tiene
10% de suero fetal bovino.
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Figura N°12. Efecto del Pretratamiento del TPA sobre la Sintesis de la PKC.

Células arrestadas y confluentes fueron incubadas con TPA (800 nM) durante distintos
tiempos: Calle 1, sin tratamiento; Calles 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8, tratadas con TPA durante 1, 3, 7,
24, 48, 72, y 96 horas, respectivamente. Calles 9, 10, 11, 12 y 13, con medio condicionado
durante 30 min., 24, 48, 72 y 96 horas, respectivamente. Las muestras fueron procesadas a
estos tiempos indicados, como se indica en M y M. Se sembraron 35 ug por calle, en un gel
10 % de poliacrilamida, y se reveld utilizando la quimioluminiscencia del sistema ECL
(Amersham), y el ac monoclonal anti PKCa (dil. 1/500). Como control de carga de proteinas
en cada calle se reveld la misma membrana con ac policlonal comercial anti CDK4 (dil.
1/1000, Santa Cruz). MM= marcadores de peso molecular. Este es el resultado mas
representativo de tres realizados en forma independiente.

Si se compara con la figura N°3, el TGF3; comienza a tener actividad mitogénica, a las 48
horas, y esta actividad se mantiene constante entre las 96 y 120 horas de pretratamiento, tiempos
en los cuales la PKCa estd ausente. Sin embargo, cuando se compara con la figura N°10, el
efecto del TGFf,, cae abruptamente después de 30 minutos de agregado el medio condicionado,
tiempo en el cual la PCKa no ha reaparecido, es decir que no habria una correlacién directa entre
la caida de la actividad mitogénica del TGFf, y la re-expresion de la PCKa (comparar fig. N°12
con la fig. N°10). En forma consistente, la baja respuesta mitogénica del TPA y la Briostatina 1, a
las 96 hs., se debe precisamente a la re-expresion de la PKC. Podria plantearse también que la
respuesta mitogénica de la PGF,q, no se recupera debido quizds, a que la re-expresion de la PKC
no es suficiente.
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Con el propésito de observar, si la PKC esta involucrada de una manera més directa sobre la
actividad mitogénica del TGFp,, se decidi6 utilizar inhibidores de la actividad de la misma.

9- Inhibidores de la PKC

Numerosos inhibidores de PKC han sido descriptos [Tamaoki y Nakano, 1990; Courage et al.,
1995], entre ellos se eligié el GF 109203X dado que inhibe a la PKC, en el sitio catalitico y es
uno de los mas especificos [Toullec et al., 1991; Courage et al., 1995]. El inhibidor, es agregado una
hora antes de los estimulos (también se probaron 15 y 30 minutos antes del agregado de los
estimulos obteniéndose resultados similares). Los resultados se observan en la figura N°13.
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Figura N°13. Efecto del GF 109203X sobre la sintesis de ADN.
Células sin pretratar (barras blancas), arrestadas y confluentes incubadas con GF 109203X
10 uM (GF), una hora antes de recibir los estimulos (barras con lineas diagonales) y células
pretratadas con TPA (800 nM, 96 hs, barras grises), recibieron los siguientes estimulos:
control= sin adiciones, GF 10 uM= GF 109203X 10 uM, PGFz,= 300 ng/ml, TGFB;= 1.0
ng/ml, EGF= 20 ng/ml, TPA= 200 nM, y TGFB, + PGF,.. Junto a los estimulos, se agregé
timidina [metil 3H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron procesadas como se indica
en M y M. Estos resultados, fueron obtenidos por duplicado de uno de dos
experimentos independientes y también se correlacionan con experimentos
similares, realizados por incorporacién de timidina (ver M y M). En el inserto, se
muestra una tabla obtenida, en el ensayo de incorporaciéon de timidina a concentraciones
crecientes de GF 109203X, en células sin pretratar.
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El GF 109203X inhibe la actividad mitogénica de la PGF,, y del TPA, pero no promueve la
induccién de la mitogénesis por el TGFf,. En células sin pretratar, la sinergia entre la PGF,, y el
TGFf, fue inhibida mds de un 50%, respecto del porcentaje de nicleos marcados obtenidos en
ausencia del inhibidor. Estos resultados indicarian, que la PKC estaria involucrada en la
potenciacion del TGFp, sobre la accién mitogénica de la PGF,q, en células sin pretratar, aunque
no seria la principal actividad o una actividad importante, ya que no ocurre una inhibicién
completa. Es decir, que parte de las sefiales activadas por la PGF,4 no se ven inhibidas por el GF
y se complementan con las sefales activadas por el TGFf,, para inducir la divisién celular. Estos
resultados ponen en evidencia también, que en las células pretratadas con TPA, se activan nuevas
sefiales por el TGFf, y/o PGF,,, ya que el porcentaje de células en fase S, es similar al de las
células sin pretratar (en esta condicién la PKC esta presente).

De forma consistente, el GF no afecta la respuesta mitogénica del EGF, en células sin
pretratar. A diferencia del TPA y la Briostatina 1, el GF 109203X inhibe la actividad de la PKC,
sin previa estimulacién de la misma. Estos resultados sugieren que el TPA y la Briostatina 1 al
activar a la PKC en las primeras horas de estimulacion, podrian inducir la expresién de varios
genes, y estos ultimos estarian involucrados, en el camino de sefializacion de la proliferacion
inducida por el TGFf,.

De estos resultados se desprenderia, que es necesario activar previamente la PKC, y para
determinarlo, se llevaron a cabo experimentos similares al del GF 109203X, pero con un
activador de la PKC, como el 1-oleil- 2-acetil glicerol (OAG), un andlogo del DAG, permeable a
la membrana plasmaitica.

10- Activadores de la PKC

El OAG, andlogo permeable del DAG, también es capaz de activar la PKC [Florin-Christensen,
1993; Gilmore y Martin, 1983]. Se midié el efecto del OAG sobre la sintesis de ADN inducida por
la PGF,, y/0 el TGFp,. Los resultados se muestran en la figura N°14.

El OAG no tiene actividad mitogénica, pero es capaz de potenciar el efecto mitogénico de la
PGF,¢ [Goin y Jiménez de Astia, 1992]). Esta potenciacién, es inhibida por GF 109203X. También
se observa, que el OAG es capaz de combinarse con el TGFf, para inducir la sintesis de ADN,
adn cuando ninguno de los dos compuestos, es capaz de inducir la proliferacién per se [Gémez de
Alzaga et al., 1994]. Dado que esta sinergia se puede inhibir con GF 109203X, podria sugerirse,
que la actividad mas importante involucrada en ella, es la de la PKC.
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Figura N°14. Efecto del OAG sobre la Induccidén de la Proliferacion mediada por PGF,,
y TGFp,.

Células confluentes y arrestadas sin pretratar, fueron estimuladas como se indica en la
figura. Las concentraciones fueron: GF 109203X 10 uM (GF), OAG 100 ug/ml, PGF,, 300
ng/ml, TGFB. 1.0 ng/ml. Tanto el GF como el OAG, fueron agregados una hora antes de las
demas adiciones. Junto a los estimulos se agregé timidina [metil :’H] (1 uM, 3 uCi/ml) y
las células fueron procesadas como se indica en M y M. Estos resultados, fueron
obtenidos por duplicado de uno de dos experimentos independientes y también se
correlacionan con experimentos similares, realizados por incorporacién de timidina
(ver My M).

Se pretrataron células con OAG (100 pg/ml), durante 72 hs., con el propdsito de observar si al
igual que el TPA, es capaz de retro-modular la PKC, o mantenerla activa después de largos
periodos de incubacién, y determinar si en esta condicién el TGFB, es mitogénico. De la misma
manera, se trataron células con GF 109203X (10 pM) durante 1 hora, después de este tiempo se
agregé OAG (100 pg/ml) y ambos permanecieron durante 72 hs. Se incluyeron como controles,
células sin ningln tipo de tratamiento y células tratadas con TPA (800 nM, 72 hs.). Los
resultados, pueden observarse en la figura N°15A. Después de los pretratamientos
correspondientes, se midid el porcentaje de células en fase S (28 horas después de agregados los
estimulos) y en paralelo, se llevd a cabo la técnica de "Western blot", para detectar
inmunolégicamente la PKCa (fig. 15).

El tratamiento prolongado de las monocapas con OAG (fig. N°15A), no fue suficiente para
que el TGF, induzca mitogénesis. De la misma manera, el pretratamiento de las células con
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OAG mais GF 109203X (agregado 1 hora antes que el OAG) durante 72 horas, tampoco fue
suficiente para la induccién de la sintesis de ADN por el TGFf3;.
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Figura N°15. Efecto de Tratamientos Prolongados sobre la Sintesis de ADN y la PKC.

A= Células arrestadas y confluentes, sin tratamientos (barras blancas), tratadas con OAG
100 pg/ml durante 72 hs (barras con lineas cruzadas); células tratadas con GF 109203X
10 uM, 1 h y luego se adicion6 OAG durante 72 hs (barras con lineas verticales); y
células tratadas con TPA 800 nM, durante 72 hs (barras grises), luego de lavadas vy
agregado el medio condicionado, recibieron los siguientes estimulos: control= sin
adiciones, PGFz,= 300 ng/ml, TGFB:= 1.0 ng/ml, y TGFB; + PGF,,. Junto a los
estimulos, se agregd timidina [metil ®H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron
procesadas como se indica en M y M. Estos resultados fueron obtenidos por
duplicado de uno de dos experimentos independientes.

B= Cultivos en paralelo fueron tratados durante 72 hs. con: OAG (100ug/ml, calle
2), otros con GF 109203X 10 uM, 1 h antes del agregado de OAG (calle 3),
algunos con TPA (800 nM, calle 4). A los 30 min de agregado el medio
condicionado, se extrajeron las proteinas totales de las monocapas (ver M y M),
y se realiz6 la técnica de “western blot”, como indica la leyenda de la fig. N°12.
Calle 1: células sin tratamiento, MM= marcadores moleculares. Este es el
resultado mas representativo de dos realizados en forma independiente.

La estimulacién de la proliferacién inducida por la PGF,, sirvié como control de la accién del
OAG y se observo que en las células pretratadas durante 72 horas con OAG, no fue potenciada en
la misma proporcién, que cuando el OAG fue agregado una hora antes que la PGF,, (comparar
con la fig. N°14). Este resultado se debe quizds, a una inactivacién del OAG en el medio de
cultivo después de varios dias. Sin embargo, la estimulacién de la sintesis de ADN inducida por
la PGF,q, fue inhibida en las células pretratadas con OAG mas GF (agregado una hora antes que
el OAG) durante 72 horas. El GF inhibi6 a la PKC antes de que el OAG pudiera activarla y esta
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inhibicién se mantuvo en el tiempo. De forma consistente la estimulacién de la sintesis de ADN
por la PGF,q, se vi6 inhibida por el pretratamiento con TPA.

La sinergia entre la PGF,, y el TGFp,, se ve inhibida alrededor de un 30% en las monocapas
pretratadas con GF 109203X mas OAG, poniendo en evidencia que la PKC, es una sefial
involucrada, pero no la mds importante en esta potenciacién. En el pretratamiento con OAG mads
GF y en el pretratamiento con TPA, la falta de estimulacién de la proliferacién por la PGF,,, se
debe a que la PKC se encuentra inhibida en el primero, mientras que en el segundo esta retro-
modulada. Unicamente el pretratamiento con TPA (o Briostatina 1), es capaz de promover la
actividad mitogénica del TGFp,.

Para determinar, que sélo el pretratamiento con TPA es capaz de retro-modular la PKC, se
pretrataron las células con los mismos tratamientos mencionados arriba (los mismos que en la
figura 15A), y luego de media hora con medio condicionado, se extrajeron las proteinas totales de
las mismas. Con ellas se llevé a cabo la técnica de “Western blot” (ver M y M) y se detectd la

presencia de la PKCa y CDK4, al igual que en la figura N°12. Los resultados se presentan en la
figura N°15B.

La PKC estd ausente unicamente en aquellas células pretratadas con TPA. La disminucién
observada de la banda de 82 kDa, correspondiente a la PKCaq, en el pretratamiento con el GF
109203X mads el OAG, se debe a que hay menos proteinas totales en esa calle (medida por la
CDK4). También se realizé un ensayo con GF durante 72 hs., no se observé actividad mitogénica
inducida por TGFp,, y fue detectada la banda correspondiente a la PKCa (datos no mostrados).

De estos resultados, se desprende que la inhibicion de la PKC durante periodos prolongados,
no es suficiente para promover la induccién de la divisién celular por el TGF,. En cuanto a la
activacion por tiempos prolongados, habria que utilizar algin activador que no se inactive en el
tiempo, como parece ocurrirle al OAG, para determinar si los activadores de la PKC son capaces
o no de retro-modularla.

Todos estos resultados, obtenidos a través del estudio de la PKC, tomados en conjunto,
sugieren un rol indirecto de esta enzima en el efecto proliferativo del TGFf,, en las células donde
la misma ha sido retro-modulada. Dado que la activacién o inhibicién de la PKC, no parece tener
efecto directo sobre la proliferacion inducida por el TGFf,, se decidié observar qué pasaba con
las sefiales que se conocen hasta el momento, activadas por el TGFf3,, en una y otra condicidn,
comenzando por el estudio de los receptores del mismo. Se estudié que efecto tiene el
pretratamiento con TPA, sobre los caminos de sefializacidn activador por el TGFp,.
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11- Receptores del TGF,

De acuerdo al trabajo de Cui et al. (1995), donde se observa que el receptor tipo II del TGFf,
se encuentra modulado por la adicién de TPA en la piel de ratones transgénicos para el TGFf,, se
determind, qué sucedia con los receptores después el pretratamiento de la linea celular Swiss 3T3
con este mismo forbol éster. La presencia de los receptores del TGFf3, se determiné mediante el
uso de anticuerpos policlonales, anti los receptores tipo I y II (Santa Cruz), y los resultados se
muestran en la figura N°16.
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Figura N°16. Deteccion de los Receptores | y Il del TGFP,; en Fibroblastos Swiss 3T3.

Células confluentes y arrestadas sin tratamiento previo (calles 1, 2, y 3 en todas las fotos)
y monocapas pretratadas con TPA (calles 4, 5 y 6, en todas las fotos), fueron estimuladas
con TGFB, (1.0 ng/ml). Calles 1 y 4 (en todas las fotos): sin adiciones; calles 2 y 5 (en todas
las fotos): TGFpB, durante 30 minutos; calles 3 y 6 (en todas las fotos): TGFB, durante 1
hora. Se sembraron 100 ug de proteinas en un gel 7 % de poliacrilamida. Las membranas
fueron reveladas usando el sistema ECL (Amersham), y los anticuerpos utilizados fueron
todos policlonales anti receptor tipo | (dil. 1/500), anti receptor tipo II (dil. 1/1000), ambos del
TGFB, y el anti CDK4 (dil. 1/1000), utilizado como control de carga de proteinas entre
muestra y muestra (ver M y M). MM= marcadores de peso molecular. Estos resultados
son los mas representativos de tres realizados en forma independiente.

Como puede observarse en la figura N°16, en ambas condiciones, no hay cambios
significativos en cuanto a la cantidad de los receptores tipo I y II, tanto sin adiciones o en
presencia del TGFf, durante 30 minutos y hasta la hora de estimulo ensayada. La induccién de la
mitogénesis por el TGFP, en células pretratadas con TPA, no se deberia a diferencias en la

expresion de los receptores de dicho factor, en esta condicidn, respecto de células sin pretratar.
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Los receptores estin presentes en ambas condiciones, pero en las células sin pretratar con
TPA, no son capaces de transmitir la(s) sefial(es) para inducir la sintesis de ADN. Se sabe que
una de las primeras sefiales que induce el TGFf, es la actividad quinasa en serina/treonina del
receptor tipo II. Una forma de estudiar esta actividad quinasa, fue la utilizacién de un inhibidor
de fosfatasas de proteinas fosforiladas en serina/treonina, el dcido Okadaico [Cohen et al., 1990],
con el objetivo de ver el efecto sobre la accion del TGFf,, en células sin pretratar. En la figura
N°17 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura N°17. Efecto del Acido Okadaico sobre el TGFf, en Fibroblastos Swiss 3T3.
Cultivos de fibroblastos de ratén Swiss 3T3, confluentes y arrestados, fueron tratados con
concentraciones crecientes de acido Okadaico, como se indica en el grafico, una hora antes
de recibir los siguientes estimulos: sin adiciones (circulo abierto), TGFB; (1.0 ng/ml, circulo
negro). El porcentaje de nucleos marcados se determiné como se indica en M y M. Los
resultados corresponden a los duplicados de dos experimentos independientes y también
corroborados por experimentos con la técnica de incorporacién de timidina (ver M yM).

El icido Okadaico, puede estimular la proliferacién celular junto al TGFf,, con un bajo
porcentaje de nicleos marcados después de 28 horas de estimulacién (10 % a una concentracion
de 5 nM, mas alld de los 10 nM, el dcido Okadaico resulté téxico para las células), ain cuando
ninguno de los dos compuestos es mitogénico por si solo. Podria sugerirse, que el acido Okadaico
estaria inhibiendo fosfatasas en serina/treonina, y de esta manera permitiria que la fosforilacion
de los receptores del TGFf3, se mantenga por mis tiempo. Este resultado sugerirfa, en el mismo
sentido, que el nivel de actividad de las fosfatasas especificas en serina/treonina en las células sin
pretratar, es mas alta o mantienen por mds tiempo sus actividades, y esto impediria, de alguna
manera, la accién mitogénica del TGFp,.
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El nivel de fosfatasas, podria ser una de las causas que impide que el TGFf,, sea capaz de
inducir la sintesis de ADN, pero no impiden que este factor active otras sefiales que potencian la
accion mitogénica de la PGF,q, en células sin pretratar. El porcentaje de células que entran en
fase S, que resulta de la estimulacién en presencia del TGF3, mds el dcido Okadaico, en células
sin pretratar, es bajo, comparado con el porcentaje de células en fase S (50%), estimuladas sélo
con TGFp,, en células pretratadas con TPA. Esto nos indicaria, que la participacion de fosfatasas,

no es la actividad determinante del efector mitogénico del TGFp,.

Se buscé otro proceso estimulado por el TGFf,, en células sin pretratar, a través del cual se
pueda estudiar la activacién de sus receptores. Para esto se procedid, a medir el transporte de
glucosa en ambas condiciones.

12- Actividad de los Receptores del TGFf,: Transporte de Glucosa

Otra estrategia para abordar el estudio de la actividad de los receptores del TGFf,, es a través
del evento bioquimico del transporte de glucosa, dado que se sabe que el TGFf, es capaz de
inducir este transporte en los fibroblastos de ratén Swiss 3T3 [Inman y Colowick, 1985; Kitagawa et
al,, 1991]. En la figura N°18, se observa que el TGFf3, estimulé el transporte tanto en células sin
pretratar, como pretratadas con TPA y en esta dltima condicién, el estimulo es mayor que el
primero.

En la figura N°18, se observa que el TGF,, es capaz de inducir el transporte de glucosa en
ambas condiciones, y en las células pretratadas con TPA, el efecto se ve aumentado casi dos
veces y media. Estos resultados, indican que los receptores del TGFf3,, son capaces de ser
activados en ambas condiciones, y ademds son capaces de transmitir sefiales. Dado que el efecto
del TGFf3, sobre el transporte de glucosa es mayor en el pretratamiento con TPA, éste podria
estar afectando de forma positiva, la actividad de los receptores o algin punto del camino de
sefializacién utilizado por los mismos.

Es interesante destacar también, que el transporte de glucosa es inducido en ambas
condiciones, tanto por el TGFf,, como por la PGF,,, aunque el efecto de esta Gltima, se ve
inhibida aproximadamente un 30% con el pretratamiento con TPA, lo que estaria indicando la
participacién de la PKC en este evento. Si bien la estimulacidn del transporte de 2-deoxiglucosa
por la PGF,, se ve disminuida en células pretratadas con TPA, se observa sinergia con el TGFf3,.
Nuevamente podria sugerirse, que algunas sefiales activadas por la PGF,,, permanecen presentes
e interaccionan con las seiales disparadas por el TGFB,. A diferencia de lo que ocurre en la
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sintesis de ADN, la sinergia observada en las células pretratadas con TPA, es algo mayor que en
las células sin pretratar (comparar con la figura N°1).
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FIGURA N°18. Efecto del TGFf, sobre el Transporte de 2-Deoxiglucosa.

Células Swiss 3T3 arrestadas y confluentes recibieron las estimulaciones durante 6 horas,
luego de las cuales fueron marcadas con un pulso de 10 minutos de duracién, con 2,5 uCi
de 2-[1,2 3H]deoxiglucosa (50 uM), como se indica en M y M. Las adiciones fueron las
siguientes. A= Control, B= TGFB; (1.0 ng/ml), C=PGF,, (300 ng/ml), D= TGFB; + PGFy,, E=
FBS (10% v/v). Las barras blancas representan cultivos sin pretratamiento; las barras grises
representan cultivos pretratados con TPA (800 nM, 96 hs). Los resultados fueron analizados
como se indica en M y M, y corresponden a duplicados de tres experimentos realizados en
forma independiente.
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Si bien no existe una correlacién directa, entre los eventos bioquimicos de la sintesis de ADN
y el transporte de glucosa, estos estudios pueden aportar datos sobre los caminos de sefnalizacién
utilizados para activar ambos eventos. Otra forma de abordar la activacién de distintos caminos
de senalizacién, es a través del uso de otros factores u hormonas, cuyos caminos estan mas
definidos. Trabajando a concentraciones saturantes del TGFf,, al agregar otro factor u hormona,
se observa si hay potenciacién del efecto mitogénico del primero. La potenciacion indicaria que
ambos compuestos utilizan vias separadas de sefalizacion, mientras que la falta de potenciacion
estaria indicando que: o bien las vias activadas por ambos factores serfan las mismas o
compartirian alguna de ellas; o bien que las vias activadas no se interconectan.

13- Sinergias entre el TGFf, y otros Factores u Hormonas

El trabajo de Jiménez de Asuda et al. (1981), muestra que en las células Swiss 3T3, tanto la
insulina, la prostaglandina E1 (PGE,), como la combinacién de ambas, potencian la respuesta
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mitogénica inducida por la PGF,, (alin cuando se encuentra a concentraciones saturantes), esto
indicaria, que no estdn actuando por los mismos caminos sefalizantes, y que los activados por
cada uno de ellos, convergerian para potenciar la respuesta mitogénica.
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FIGURA N°19. Sinergias del TGFp, con Otros Factores u Hormonas en Fibroblastos de
Raton Swiss 3T3.

Células confluentes y arrestadas recibieron las siguientes adiciones: TGFp, ®; TGFB, +
PEG, (100 ng/ml,) O; TGFp, + Insulina (100 ng/ml,) ®; TGFB; + PEG, + Insulina O. Figura
A: células sin pretratar. Figura B: células pretratadas con TPA (800 nM, 96 hs.). La adicién
de insulina mas PEG;,, no estimula la sintesis de ADN en ninguna condicién. El porcentaje
de ceélulas en fase S se determiné como se indica en la leyenda de la fig. N°1. Los
resultados corresponden a duplicados de tres experimentos independientes.

En el trabajo de Gémez de Alzaga et al. (1994), se observé el efecto del agregado de la
insulina junto al TGFf, en células sin pretratar, y ambos estimularon la proliferacién celular.
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Basados en este trabajo y con el objetivo de determinar si las acciones de la insulina, PGE,, junto
al TGFp, ocurren por vias similares o separadas, se observé el comportamiento de las mismas en
ambas condiciones de crecimiento celular (Figura N°19).

Como puede observarse en la figura N°19A, el TGFf3, y la insulina en condiciones sin
pretratamiento, combinan sus acciones para inducir mitogénesis, ain cuando ninguno de ellos es
capaz de dicha induccién "per se” [Gémez de Alzaga et al., 1994]. Aproximadamente a la
concentracién de 1 ng/ml de TGFf,, la adicién de 100 ng/ml de insulina lleva la estimulacién a
un méiximo (10 % de células en fase S) y se mantiene hasta los 2 ng/ml de TGFp, ensayados.

En la condicién de las células pretratadas con TPA, la insulina (100 ng/ml) también es capaz
de potenciar la respuesta mitogénica inducida por el TGFf3,, aiin cuando este dltimo esté presente
en concentraciones saturantes. El efecto médximo de sintesis de ADN inducido por ambos
compuestos, se alcanza con la concentracién de TGFB, 0,6 ng/ml. Es decir que ademds de
potenciar la actividad de este dltimo, reduce la concentracidn necesaria del factor para despertar

la respuesta mitogénica. Ambos resultados sugieren vias de accién separadas para el TGFp, e
insulina.

En la interaccién entre el TGFP; y PGE, no se observa ningin efecto de potenciacién, en
ambas condiciones. La falta de potenciacién cuando se adiciona PGE; a concentraciones
saturantes de TGFf;, sugiere que ambos factores compartirian algunos caminos sefalizantes, o
bien ninguno. Sin embargo, sus caminos diferirian ya que el TGFf, y la insulina son capaces de
inducir la sintesis de ADN en células sin pretratar, mientras que la adicién de insulina mas PGE;
no tiene ningln efecto sobre este evento. Y en las células pretratadas con TPA, la insulina
potencia el efecto mitogénico del TGF[3,, mientras que el agregado de insulina mis PGE,, no
estimula la proliferacion. Se sabe que la accién del TGFf, en células sin pretratar, no involucra
la sintesis de PGE,, dado que la indometacina (inhibidor que bloquea la sintesis de PGE;) no
inhibe la potenciacién del TGFf; sobre la respuesta mitogénica inducida por PGF,, [Tashjian et
al., 1985; Diaz et al., 1989].

La PGE,, es capaz de potenciar el efecto mitogénico inducido por la accion de la insulina mis
el TGFp,, en células sin pretratar, mientras que en células pretratadas con TPA, no aumenta aln
mds la potenciacién de la insulina sobre el efecto mitogénico del TGFf; (salvo a bajas
concentraciones del TGFf3,, menores de 0,2 ng/ml). Este resultado indicaria que la potenciacion
de la PGE, sobre la accién mitogénica de la insulina y el TGFf3,, depende de la PKC, y en las
células pretratadas con TPA, esta enzima estd retro-modulada; o bien la via utilizada se encuentra
saturada, y por esta razén, s6lo se observa a bajas concentraciones del TGFj,.
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Para determinar que las sinergias no ocurren solamente a nivel de la estimulacidn de la sintesis
de ADN, se realizaron los mismos experimentos y se cont6 el nimero de células, confirmando as{
la divisién celular resultante de los estimulos adicionados. Los resultados se presentan en la tabla
N°2. Se observa que existe una correlacion directa entre el porcentaje de células en fase S y el
ndmero de células, en las potenciaciones que surgen de la interaccién del TGFf,; con la insulina y
la PGF,q, a nivel de la proliferacion celular y en ambas condiciones.

TABLA N°2. Efecto del TGFB; en Presencia de Otros Factores y/u Hormonas en la
Inducclén de la Duplicacion del ADN y Division en Células Swiss 3T3.

Sin Pretratar con TPA Pretratadas con TPA
Adiciones Células en fase Numero de Células en Numero de
S (%) Células x 10° fase S (%) Células x 10°
Ninguna 0.5+0.05 5.4+05 0.5+0.03 74+06
TGFB, 0.5+0.06 54+05 51.0 £ 5.50 10.7+1.9
PGF, 23.0+1.80 6.5+0.4 0.5+ 0.03 75+0.8
Insulina 0.5+0.04 55+0.3 0.5+0.02 7.4 £0.5
TGFB, + PGF,, 83.0+7.90 11.0+0.98 75.5 +6.80 126+1.4
TGFB, + Insulina 9.5+0.90 6.1+£0.5 73.1+£7.10 122+ 0.9
FBS 95.0 + 8.50 143+ 1.1 95.0 £ 8.70 21616

Las células Swiss 3T3 arrestadas y confluentes recibieron las siguientes estimulaciones: TGFf3
1.0 ng /ml, PGF2, 300 ng/ml, Insulina 100 ng/ml, y FBS 10% v/v. Las células fueron marcadas con
timidina (metil[’H]) durante 28 horas. El porcentaje de células en fase S fue determinado por
autorradiografia como se indica en M y M. El numero de células se realizé tripsinisando las células
48 horas después del agregado de los estimulos (ver M y M). Los resultados son el promedio de
duplicados de tres experimentos independientes.

14- Mecanismos de Seiializacion

El camino de senalizacién utilizado por la insulina, es el del sustrato del receptor de insulina 1
y 2, y la quinasa fosfatidil inositol 3” (PI3k). La insulina, también activa el camino de la quinasa
activada por mitégenos (MAPK) [Czech y Corvera, 1999; Myers et al., 1994]. El receptor de la PGE,
se encuentra acoplado a la proteina trimérica G estimulatoria (Gs), incrementando los niveles de
AMPciclico y la actividad de la quinasa de proteinas A (PKA) [Petritsch et al., 1995; Goin y
Jiménez de Asda, 1992]. Al no observarse sinergia entre el TGF; y la PGE,, se decidi6 estudiar en
primer lugar el rol de la PKA, en el efecto mitogénico del TGFf3,, ademas de estudiar, otros

caminos de sefializacion que se sabe estin modulados por el TGFj,.
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A) Inhibidores de la Activacion de la Quinasa A

Se estudi6 la PKA a través del uso de dos inhibidores: H-89 2HCI (H-89) y PKI. El H-89 es un
potente inhibidor permeable a la célula, selectivo de la PKA [Geilen et al., 1992], y el PKI es un
péptido que inhibe a la PKA, mimetizando al sustrato de la enzima, al unirse a la subunidad
catalitica de la misma, desplazando asi a la subunidad regulatoria [Knighton et al. 1991]. Los
resultados obtenidos pueden observarse en las figuras N°20 y 21.
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Figura N°20. Efecto del H-89 sobre la Induccion de la Proliferacion mediada por PGFy,
TGFB4 o ambos.

Células sin pretratar (panel derecho), y pretratadas con TPA (panel izquierdo), fueron
estimuladas como se indica en la figura. Las concentraciones fueron: H-89 1 uM (barras con
lineas diagonales, en ambos paneles), PGFz, 300 ng/ml, TGFB; 1.0 ng/ml. El H-89 fue
agregado 15 minutos antes de las demas adiciones. Junto a los estimulos se agrego
timidina [metil 3H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron procesadas como se indica
en M y M. Las barras blancas corresponden a los estimulos que se indican en la
figura en ausencia del inhibidor. Estos resultados fueron obtenidos por duplicado
de uno de dos experimentos independientes y también se correlacionan con
experimentos similares realizados por incorporacion de timidina (ver M y M). En el
inserto se muestra una tabla con los datos del efecto del H-89 (a concentraciones
crecientes) sobre la incorporacién basal de timidina en células sin pretratar.
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En la figura N°20 se muestran los resultados obtenidos con el H-89. El ensayo a través de los
nicleos marcados se realizé en presencia de 1 uM de H-89 (barras con lineas diagonales en
ambos paneles de la figura N°20), y se puede observar que en células sin pretratar (panel
izquierdo de la figura N°20) éste inhibi6 la accién de la PGF,,, en aproximadamente un 35 %, y
la sinergia de ésta con el TGFf3, también se inhibié en un 28 %, respecto del experimento en
ausencia del inhibidor. En las células pretradas con TPA (panel derecho de la figura N°20), el H-
89 no inhibi6 a la proliferacion inducida por el TGFf,; solo, como tampoco la sinergia de éste con
la PGF,,, més bien se observé un pequenio aumento (aprox. un 10 %).
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Figura N°21. Sintesis de ADN Inducida por PGF,, y TGFf,, en Presencia del PKI.

Células arrestadas y confluentes sin tratamiento previo (panel derecho), y pretratadas
con TPA (panel izquierdo), fueron estimuladas como se indica en la figura. Las
concentraciones fueron: PKI 1 uM (barras con lineas diagonales), PGF,, 300 ng/ml, TGFp,
1.0 ng/ml. El PKI fue agregado 15 minutos antes de las demas adiciones. Junto a los
estimulos se agregé timidina [metil *H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron
procesadas como se indica en M y M. Las barras blancas corresponden a los
estimulos que se indican en la figura en ausencia del inhibidor. Estos resultados
fueron obtenidos por duplicado de uno de dos experimentos independientes vy
también se correlacionan con experimentos similares realizados por incorporaciéon
de timidina (ver M y M). En el inserto se observan las cpm obtenidas con concentraciones
crecientes de PKI, en la incorporacion basal de timidina de células sin pretratar.
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El efecto del PKI sobre la sintesis de ADN, se muestra en la figura N°21, donde al igual que
con el H-89, se trabajé con 1 uM (barras con lineas diagonales en ambos paneles de la figura
N°21), por su efecto téxico a concentraciones mds altas. Si bien el PKI, fue capaz de inhibir la
induccién de la proliferacién mediada por la PGF;, (un 26 % de inhibicién), no afectd a la
sinergia de ésta con el TGFp,, en células sin pretratar (panel izquierdo de la figura N°21). En el
ensayo con las células pretratadas con TPA (panel derecho, fig. N°21), se observa mds bien un
aumento sobre la proliferacién inducida tanto por el TGFf,, como en la sinergia con la PGF,, (16
y 17 %, respectivamente), pero éste no es significativo.

De los resultados obtenidos con la utilizacién de dos inhibidores de la actividad de la PKA,
que actdan a distintos niveles, se puede sugerir que la activacion del camino de la PKA estaria
involucrada en la sefializacién de la PGF,4 en células sin pretratar. Se puede observar también,
que la inhibicién de la PKA no tiene efecto negativo, sobre la induccién de la proliferacion
mediada por el TGFP, en células pretratadas con TPA, y muy poco sobre la sinergia entre el
TGFf,; y la PGF,, en ambas condiciones. Por lo tanto la PKA, no estd involucrada en la

estimulacién de la sintesis de ADN por el TGFp,, en células pretratadas con TPA.

B) Inhibiciéon de la Activacion de las Quinasas en Tirosina

Se demostré que tanto la PGF;, [Jiménez de Asia y Goin, 1997; Hakeda et al., 1997], como el
TGFf, [Lawler et al. 1997] son capaces de activar quinasas de tirosina. Se realizé el ensayo de la
marcacién de ndcleos con timidina metil [*H], en presencia de un inhibidor de quinasas en
tirosina, Genisteina (Gen) [Bershadsky et al., 1996; Leeb-Lundberg y Song, 1991], para estudiar la
participacion de este tipo de quinasas en las sefiales activadas por el TGEp, en la induccién de la
proliferacién de células sin pretratar y pretratadas con TPA.

El ensayo se realizé incubando las células 15 minutos antes del agregado de los estimulos con
10 uM de Genisteina. En la figura N°22 se muestran los resultados obtenidos. Se observa que la
Genisteina, inhibié un 10 % a la induccién de la proliferacion de la PGF,, y un 20 % a la sinergia
de ésta con el TGFp,, en células sin pretratar. Dado que la inhibicién de la proliferacion con
PGF,,, es menor que la inhibicién de la sinergia entre ésta y el TGFf,, se podria inferir que se
estd inhibiendo quinasas en tirosina activadas por el TGFf,, que actdan en la potenciacién del
efecto de la PGF,q. En las células pretratadas con TPA, la inhibicién del TGFf,; y la potenciacién
por la PGF,q, se ven inhibidas en un 20 y 30 % respectivamente. Podria inferirse nuevamente que
en esta condicidn, no sélo se inhibe en parte la sefializacion del TGFf,, sino ademads las sefiales
via quinasas de tirosina activadas por la PGF,,, poniéndose en evidencia a través de una mayor
inhibicion en la sinergia entre los dos mitégenos.
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Figura N°22. Proliferacion Celular Inducida por PGF,, y TGFB,, en Presencia de
Genisteina.

Células arrestadas y confluentes sin tratamiento previo (panel derecho), y pretratadas con
TPA (panel izquierdo), fueron estimuladas como se indica en la figura. Las concentraciones
fueron: Genisteina 10 uM (barras con lineas diagonales), PGF,, 300 ng/ml, TGFB; 1.0
ng/ml. 15 minutos antes del agregado de los estimulos se agregd Genisteina. Junto a los
estimulos se agregé timidina [metil °H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron
procesadas como se indica en M y M. Las barras blancas corresponden a los
estimulos que se indican en la figura en ausencia del inhibidor. Estos resultados
fueron obtenidos por duplicado de uno de dos experimentos independientes y
también se correlacionan con experimentos similares realizados por incorporacién
de timidina (ver M y M). En el inserto se observa el efecto de las concentraciones
crecientes de Genisteina sobre la incorporacion de timidina basal de células sin pretratar.

De estos resultados se concluye, que las quinasas de tirosina estdn involucradas en las vias de
sefalizacion tanto del TGFf; como de la PGF,,, en ambas condiciones. Se puede inferir que las
quinasas de tirosina activadas en las células pretratadas con TPA, son independientes de la PKC.

C) Estudio de la Quinasa Activada por Mitégenos (MAPK).

Hasta el momento, se observo que de los médulos de MAPK que existen en mamiferos, el que
comprende a las quinasas reguladas por sefales extracelulares 1 y 2 (ERK 1/2), es el
preferencialmente activado en los procesos de proliferacion celular y diferenciacion [Garrington y
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Johnson, 1999]. Este camino de sefalizacién, comienza con la activacién de la proteina Ras
isoprenilada, que a su vez interactia con la proteina Raf 1, y ésta finalmente fosforila a la
quinasas de la MAPK 1 y 2 (MEK 1/2). La MEK 1/2 fosforila a la ERK 1/2 y ésta se traslada al
ndcleo y actda, junto a otras proteinas, en la activacién de la transcripcion de ciertos genes
[Schaeffer y Weber, 1999]. Yamaguchi et al. (1995), reportaron que el TGFf; activa un
componente de esta via de sefializacion, y en base a estos resultados se decidi6 estudiar la MAPK
desde varios dngulos: utilizando dos tipos de inhibidores, a través de la presencia de la enzima
activada y también a través de la determinacién de la actividad de la misma.

La conversion del 3-hidroxi 3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) a mevalonato, es
catalizada por la reductasa HMG-CoA (HMGR), la enzima de tasa limitante en la sintesis de
esteroles e isoprenoides o terpenos [Goldstein y Brown, 1990]. Las mitades lipidicas derivadas del
mevalonato, son esenciales en eventos centrales de la proliferacién y diferenciacién celular,
desde el transporte de electrones hasta la divisiéon celular. La maduraciéon de la familia de
proteinas Ras, de las proteinas G heterotriméricas (subunidad gama), entre otras, requieren para
su actividad, de la unién covalente a isoprenoides derivados del mevalonato, como C;s (farnesil)
0 Cy (geranilgeraniol) [Cox et al., 1994]. La lovastatina inhibe a la HMGR, inhibiendo el camino
de sintesis del colesterol e isoprenoides. Inhibe en forma general la isoprenilacién de las
proteinas, y en el y en el camino de activacién de la MAPK afecta uno de los primeros pasos, ya
que la proteina Ras no dispondria de isoprenilos [Shack et al., 1999]. El mevalonato es el producto
de la enzima HMGR, y agregado revierte la accion de la lovastatina. En el trabajo del laboratorio
de Ortiz et al. (1995), utilizaron la mevalonolactona (MEV), como andlogo del mevalonato, t ka
lovastatina, en el estudio de la proliferacién celular inducida por PGF,, y EGF en fibroblastos de
ratéon Swiss 3T3, y en base a este trabajo se utilizaron las concentraciones correspondientes de
cada compuesto. Los resultados obtenidos se muestran en la figura N°23.

En células sin pretratar, la lovastatina inhibié la induccién de la proliferacién de la PGF,, y
también a la sinergia de ésta con el TGFpB,; (aunque en menor grado). La mevalonolactona, fue
capaz de restituir la actividad tanto de la PGF,, como de su sinergia con el TGFp,.

En las células pretratadas con TPA la lovastatina, no inhibi6 la accién del TGFp,, pero si la
sinergia de éste con la PGF,,. Podria inferirse, que la inhibicién en la sinergia se debe a la accidn
de la lovastatina sobre la PGF,,. En forma consistente, la mevalonolactona fue capaz de revertir
la inhibicidn de la lovastatina.
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Figura N°23. Efecto de la Lovastatina sobre la Proliferacion Celular Inducida por

PGF,, y TGFB4, y su Reversion por el agregado de Mevalonolactona.
Células arrestadas y confluentes sin tratamiento previo (panel derecho), y pretratadas con
TPA (panel izquierdo), fueron estimuladas como se indica en la figura. Las concentraciones
fueron: Lovastatina (Lov) 80 uM (barras con lineas diagonales), Mevalonolactona (Mev) 800
uM (barra con lineas cruzadas), PGF», 300 ng/ml, TGFB; 1.0 ng/ml. El agregado de Lov o
Lov mas Mey, se realizé 15 minutos antes del agregado de los estimulos. Junto a los
estimulos se agregd timidina [metil 3H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron
procesadas como se indica en M y M. Las barras blancas corresponden a los
estimulos que se indican en la figura en ausencia de Lov, o Lov mas Mev. Estos
resultados fueron obtenidos por duplicado de uno de dos experimentos
independientes y también se correlacionan con experimentos similares realizados
por incorporaciéon de timidina (ver My M).

Tomando los resultados de ambas condiciones, se puede concluir que la isoprenilacion de
proteinas, no juega un rol importante en la sefializacion del TGFf,, al menos en forma directa y
significativa. Y que la isoprenilacion de las proteinas es importante, en la accién mitogénica de la
PGF,, e independiente de la actividad de la PKC.

Al usar un inhibidor mas especifico sobre la accion de la MAPK, como el PD 98059 (PD)
[Dudley et al., 1995], que inhibe a la enzima MEK, que a su vez fosforila a MAPK, se observo, que
éste fue capaz de inhibir la accién de la PGF,, casi totalmente, pero a diferencia de la lovastatina no
inhibi6 la sinergia de ésta con el TGFf3;, en células sin pretratar (panel derecho, fig. N°24).
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Figura N°24. Efecto del PD 98059 sobre la Proliferacion Celular Inducida por PGF,, y
TGFB;.

Células arrestadas y confluentes sin tratamiento previo (panel derecho), y pretratadas con
TPA (panel izquierdo), fueron estimuladas como se indica en la figura. Las concentraciones
fueron: PD 98059 1 uM (PD, agregado 15 min. antes de los estimulos, barras con lineas
diagonales), PGF5, 300 ng/ml, TGFB; 1.0 ng/ml. Junto a los estimulos se agregé timidina
metil [3H] (1 uM, 3 uCi/ml) y las células fueron procesadas como se indica en My
M. Las barras blancas corresponden a los estimulos que se indican en la figura en
ausencia del inhibidor. Estos resultados fueron obtenidos por duplicado de uno de
dos experimentos independientes y también se correlacionan con experimentos
similares realizados por incorporacion de timidina (ver M y M). En el inserto se
observa el efecto de las concentraciones crecientes de PD, sobre la incorporacién basal de
timidina de células sin pretratar.

Estos resultados sugieren, que en la potenciacién del TGFf, sobre la induccion de sintesis de

ADN por PGF,, en células sin pretratar, no interviene en el camino de sefializacién de la MAPK.

En las células pretratadas con TPA, el PD no fue capaz de inhibir la accién mitogénica del
TGF;, ni a la sinergia de éste con la PGF,, es decir que la MAPK no jugaria un rol importante

en la senalizacién del TGFp,, ni en la induccién de la proliferacién de células pretratadas con
TPA.
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La actividad de la MAPK fue estudiada por dos métodos. Uno, a través del uso de un
anticuerpo monoclonal (New England Biolabs), que reconoce a la forma activada de las enzimas
ERK 1/2 (p42/p44), que ocurre cuando éstas estdn fosforiladas en tirosina (posicién 204) y en
treonina (posicién 202). El otro método, fue realizado en colaboracién con el grupo del Dr. Omar
Coso, y se realiz6 a través de la inmunoprecipitaciéon de la MAPK con un anticuerpo policlonal
(ERK?2, Santa Cruz), y a partir de esta precipitacion, se midié luego la fosforilacién de la proteina
bésica de mielina (MBP, ver M y M). En la figura N°25, se presentan los resultados obtenidos
por ambos métodos, y como se puede observar, existe una correlacién directa entre ambos
resultados.

En el panel A de la figura N°25, se observa la membrana con las proteinas obtenidas de
extractos de células sin pretratar, que fueron estimuladas con PGF,,, TGFB, o ambos, durante 2,
5 y 10 minutos. La PGF,q, fue capaz de activar la MAPK a los 2 y a los 5 minutos de incubacidn,
mientras que a los 10 min. ya no se observé la proteina activada (al menos al nivel de deteccién
por anticuerpos). El TGFf; no activé a la MAPK, al menos hasta los 10 min. de incubacién
ensayados. En la sinergia entre éste y la PGF,, se observé nuevamente la MAPK activada entre
los 2 y S min.

En el panel B de la figura N°25, se observa el mismo ensayo, que el realizado en el panel A,
pero utilizando células pretratadas con TPA. Se observé la doble banda de 42/44 kDa
correspondiente a la MAPK activada, Gnicamente en presencia de la PGF,,, y de ésta con el

TGF,, pero s6lo a los 5 minutos de incubacién.

En el ensayo de la actividad de la MAPK, puede observarse que la fosforilacién de la MBP
ocurre solo en presencia de la PGF,, y de ésta con el TGF[, en ambas condiciones, a diferencia
de la inmunodeteccién de la proteina activada, aqui la activacién de la misma estd presente a los
10 minutos, siendo menor en la mayoria de los tratamientos donde se induce dicha actividad. Se
observa algo de actividad en la incubacién con el TGFpB, en células pretratadas con TPA, pero
estd en el rango de intensidad que se observa en las células control, que han sido pretratadas con
TPA, pero que no han recibido ningin estimulo.

La primera conclusién que se puede realizar de este conjunto de ensayos es que el TGFf3, no
activa a la MAPK (por los menos hasta los 10 min. de incubacién ensayados), en ninguna
condicién, es decir que la sefializacién activada por este factor, no utiliza la via de la MAPK, para
potenciar el efecto mitogénico inducido por PGF,4, en células sin pretratar; ni en el efecto
mitogénico del mismo en células pretratadas con TPA. Esto indicaria también que el TGFp, es
capaz de inducir la sintesis de la ciclina D1, por una via alternativa a la de la MAPK. La segunda
conclusién, es que la activacién de la MAPK por la PGF,, es independiente de la PKC, ya que
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ésta ocurre en ambas condiciones. La actividad de la MAPK inducida por la PGF,, y en la
sinergia de ésta con el TGFf,, se encuentra presente en ambas condiciones, con lo que podria
inferirse que seria una de las sefales activadas por la PGF, involucrada en la coordinacién de
sefiales de ambos mitégenos, aunque los resultados con el uso de inhibidores indicarian que esta
seiial no es indispensable para la accién de ambos, ya que la inhibicién de la sintesis de ADN no

es total.
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Figura N°25. Actividad de MAP Quinasa.

Panel A= células sin pretratar arrestadas y confluentes. Panel B= células pretratadas con
TPA (800 nM, 96 horas), arrestadas y confluentes. En ambos paneles los estimulos fueron
los siguientes: Calle 1, sin adiciones; Calle 2, 3 y 4, PGF,,, Calle 5, 6 y 7, TGFf,, Calle 8,
9 y 10 PGF,, mas TGF,. Las incubaciones (en ambos paneles), se realizaron durante 2
(calles 2, 5y 8), 5 (calles 3, 6 y 9) y 10 min. (calles 4, 7 y 10), respectivamente. Las
proteinas fueron obtenidas como se indica en M y M, y se sembraron 80 pg de proteinas
totales por calle, en un gel 10% de poliacrilamida. Las concentraciones de TGFB, y PGFy,,
fueron 1.0 ng/ml y 300 ng/ml, respectivamente. Las membranas fueron reveladas por
quimioluminiscencia con el sistema ECL (Amersham), y los anticuerpos utilizados fueron:
anticuerpo  monoclonal anti fosfo-p44/42 MAP Quinasa (New England Biolabs) vy
anticuerpo policlonal anti CDK4 (Santa Cruz, Inc), ambos en una dilucién 1/1000, (ver My
M). Este es el resultado mas representativo de dos realizados en forma independiente.

Panel C= Actividad de MAP Quinasa medida por fosforilacién de la proteina béasica de

mielina, a través de la inmunoprecipitaciéon de la MAP Quinasa (ver M y M).
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D) Activacion de las Smads.

Por dltimo, se decidié estudiar, la activacién de las moléculas sefnalizantes especificamente
activadas por el TGFf@,, como son las Smads. Se sabe que el TGFf, activa mediante
fosforilacién en tirosina a la Smad2 y ésta a su vez a la Smad3, y juntas fosforilan a la Smad4 y
se translocan como complejo al nicleo, donde junto a otras proteinas activan la transcripcién de
algunos genes [Souchelnystskgi et al., 1997, Kawataba y Miyazono, 1999]. Los ensayos de
inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo monoclonal anti Smad4 comercial (Santa Cruz), y
un segundo anticuerpo anti inmunoglobulinas de ratén obtenido en cabra y conjugado con
fluoresceina (Sigma, ver M y M), se muestran en las fotografias de las figuras N°26 y N°27.

En la figura N°26, donde se realiz el ensayo con células sin pretratar, se observa que en las
células control (sin adiciones), que forman una monocapa confluente y quiescente, la proteina
Smad4 se encuentra en el citoplasma, con una distribucién que parece acompaiar a microtdbulos,
y también en el ndcleo, donde se localiza de forma mas homogénea (foto A, fig. N°26). La
translocacién de la Smad4 al nicleo, se observa cuando el mismo aparece con los bordes mds
definidos y la fluorescencia dentro de €l es mas intensa, al mismo tiempo que la cantidad de
fluorescencia en el citoplasma disminuye. El comienzo de la translocacion, se observé a los 15
minutos de incubacién con el TGFp, (foto B, fig. N°26). La mayor definicién de los nicleos, se
observé a los 45 minutos de incubacién con TGFp,, casi sin fluorescencia en el citoplasma (foto C,
fig. N°26). A la hora de incubacién con el factor, comenzé a aumentar la fluorescencia en el
citoplasma, y fue mayor a la hora y cuarto, pero sin una disminucién marcada de la fluorescencia
en el nicleo (fotos D y E respectivamente, fig. N°26).

En células pretratadas con TPA, se observé mayor fluorescencia en el citoplasma y los
nicleos estdn menos definidos que en las células sin pretratar, tanto en las células que no han
estado en contacto con el TGFf,, como las que estuvieron con el factor durante 15 min. (fotos A
y B respectivamente, fig. N°27). Nuevamente se observd, a los 45 min. de incubacién con
TGFB,, que la fluorescencia fue mayor en los nicleos y casi imperceptible en el citoplasma (foto
C, fig. N°27). A la hora y hora y cuarto, la fluorescencia en el citoplasma comenzé a aumentar
(fotos D y E respectivamente, fig. N°27).

De estos resultados, se puede concluir que el TGFp,, es capaz de activar el camino de
sefalizacién especifico de este factor, en ambas condiciones. La activacién del camino de las
Smad, se detecta a través de la translocacién al ndcleo de la Smad4, y esto ocurre en ambas
condiciones, lo que indicaria que este camino es independiente de la PKC. Estos resultados,
también son una evidencia més, de la actividad de los receptores del TGFf, en ambas condiciones,
y a un mismo tiempo. Dado que la activacién de esta via ocurre en ambas condiciones, no seria
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este camino el que le otorga al TGFf; la capacidad de inducir la proliferacién en las células
pretratadas con TPA.

Figura N°26. Translocacion al nucleo de la Smad4.

En todas las fotos (1000X) se muestran células sin ningun tipo de tratamiento,
estimuladas de la siguiente manera. Foto A: sin adiciones. Fotos B, C, D y E: TGFf; (1.0
ng/ml), durante 15 min., 45 min., 1 h. y 1 h. con 15 min., respectivamente. A los distintos
tiempos indicados, las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia como
se indica en M y M. Las diluciones de los anticuerpos fueron: 1/10 monoclonal anti Smad4
(Santa Cruz), 1/50 conjugado con isotiocianato de fluoresceina anti inmunoglobulinas
murinas de cabra (Sigma). Este es el resultado mas representativo de dos realizados en
forma independiente.

En las figuras N° 28 y 29, se muestran los resultados obtenidos del ensayo de la translocacion
de la Smad4 al nicleo en células arrestadas y confluentes sin pretratar o pretratadas con TPA. Las
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monocapas fueron incubadas con PGF,, (300 ng/ml), TGFB; (1 ng/ml), o ambas, durante 45
minutos.

Figura N°27. Deteccion por inmunofluorescencia de la Smad4.

En todas las fotos (1000X) se muestran células pretratadas con TPA.. Foto A: sin adiciones.
Fotos B, C, D y E: TGFB; (1.0 ng/ml), durante 15 min., 45 min., 1 h. y 1 h. con 15 min.,
respectivamente. Las células fueron procesadas como se indica en M y M. Las diluciones de
los anticuerpos fueron las mismas que se indican en la leyenda de la figura N°26. Este es el
resultado mas representativo de dos realizados en forma independiente.

En ambas figuras, puede observarse que el TGFf,; es el tnico que induce la translocacién al
nicleo de la Smad4, y que la presencia de la PGF,,, no tiene un efecto significativo sobre esta
translocacion adicionada junto al TGFf,, al menos, no se observa una mayor fluorescencia en los
nicleos de las células incubadas con ambos factores.
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En la figura N°29, se puede observar que la fluorescencia en las monocapas controles (sin
adiciones), y en las incubadas en presencia del PGF,,, se encuetran distribuida de forma mas
homogénea por todo el citoplasma y los nicleos son menos definidos, que en las células que no
han sido pretratadas con TPA.

Figura N°28. Trasnlocacion al nucleo de la Smad4.

En todas las fotos (400X) se muestran células sin pretratar, estimuladas durante 45
minutos con las siguientes adiciones. Foto A: sin adiciones. Foto B: PGF», (300 ng/ml). Foto
C: TGFBy (1 ng/ml). Foto D: TGFB; mas PGF,,. Las células fueron procesadas como se
indica en M y M. Los anticuerpos utilizados y sus diluciones fueron los mismos que se
indican en la leyenda de la figura N°26. Este es el resultado mas representativo de dos
realizados en forma independiente.

De todos los resultados obtenidos, se puede concluir que el TGFf; es capaz de inducir la
proliferacién de las monocapas pretratadas con TPA, y de alguna manera indirecta estd
involucrada la PKC, que sus receptores y su via de sefalizacién especifica, se encuentran activas
y no se ven mayormente afectadas por el pretratamiento. De estos resultados se desprende, que
las monocapas pretratadas con TPA deben tener algunos caminos de sefalizacion activados,
diferentes de las células sin pretratar y estos son capaces de complementarse con las sefales

activadas por el TGFp,, y de esta manera inducir la proliferacién celular.
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Figura N°29. Translocacion al nucleo de la Smad4.

En todas las fotos (400X) se muestran células pretratadas con TPA, estimuladas durante 45
minutos con las siguientes adiciones. Foto A: sin adiciones. Foto B: PGF5, (300 ng/ml). Foto
C: TGFB; (1 ng/ml). Foto D: TGFB; mas PGF,, Las células fueron procesadas como se
indica en M y M. Los anticuerpos utilizados y las diluciones de los mismos fueron los
indicados en la leyenda de la figura N°26. Este es el resultado mas representativo de dos
realizados en forma independiente.
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Sintesis y Discusion

Se demostré que el TGFp, induce la proliferacion de células Swiss 3T3, cuya PKC ha sido
retro-modulada, es decir, primero activada y luego degradada, mediante la accién prolongada de
dos compuestos diferentes: el TPA y la Briostatina 1. El porcentaje de células que entran en fase
S, después de 28 horas de estimulacién con TGFf,, depende tanto de la concentracién de este
altimo, como de la concentracién de los compuestos que retro-modulan la PKC.

Las células pretratadas con TPA, tienen una fase G, mds extensa (6 a 7 horas mds), que las
células sin pretratar, y esta fase se mantiene constante ain con el agregado de compuestos que
potencian la respuesta mitogénica del TGFf, (1 ng/ml). Podria plantearse si la extension de la
fase G, se debe al pretratamiento con TPA, o bien se debe a la accién del TGFf;. Con el
propésito de ahondar en este punto, se llevaron a cabo una serie de experimentos preliminares,
donde se pretrataron células con TPA (800 nM, 96 hs.), y luego se agregd PGF», (300 ng/ml) mds
insulina (100 ng/ml). Se utilizaron estos dos compuestos porque se observé que ambos son
capaces de estimular la proliferacién celular (10 % de células en fase S), en esta condicidn, y la
duracién de la fase Gy, en este caso, fue también de 21-22 horas (datos no mostrados). Con estos
resultados se puede concluir, que la extension de la fase G, se debe al pretratamiento con TPA.
Es probable que este pretratamiento lleve a las células a una fase Gy, diferente de la fase Gg en la
que se encuentran las células confluentes y aquietadas, sin pretratar. Las células pretratadas con
TPA, una vez estimuladas a proliferar, necesitan sintetizar y/o modificar mds compuestos, y esta
accion, se traduce en mas tiempo para progresar por la fase G, antes de entrar en la fase S, con
respecto a las células sin pretratar. La potenciacion de la sintesis de ADN entre factores, o
factores y hormonas, en células pretratadas con TPA, se traduce en un aumento de la velocidad
de entrada de las células en la fase S, al igual que en las células sin pretratar.

La ciclina Dy, subunidad regulatoria de las CDKs 4 y 6, estd considerada como una molécula
marcadora del inicio del ciclo celular, ya que su sintesis comienza en la parte temprana de la fase
Gy, y estd involucrada en la fosforilacién del pRb, que determina la entrada en la fase S [Motokura
et al., 1991 y 1992; Withers et al., 1991; Xiong et al., 1991; Lukas et al., 1996]. En la induccién de la
sintesis de ADN, mediada por el TGFf3, en células pretratadas con TPA, se observé una estrecha
correlacidn entre el aumento en la duracién de la fase G, y el tiempo de sintesis de la ciclina Dy,
que ocurre horas mds tarde después la estimulacién, comparado con células sin pretratar, que han
sido inducidas a proliferar con PGF;, (300 ng/ml). Esto nos permite inferir, que el TGFp, durante
este aumento de la duracién de la fase G, estaria activando sefiales en las células pretratadas con
TPA, o complementando sus sefiales con nuevas sefales, surgidas debido al pretratamiento, para
que las células puedan progresar a través de la fase G, y asi completar el ciclo celular.
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Se demostré que la expresion de la ciclina D) no necesariamente conduce a la division
celular, y que tampoco es dependiente de la PKC. La PGF,,, que no es capaz de inducir la
proliferacién en células pretratadas con TPA, induce la expresioén de la ciclina Dy. La falta de
estimulacién de la proliferacién por parte de la PGF,, atin cuando induce la sintesis de la ciclina
D,, y se encuentra también presente la CDK4, en células pretratadas con TPA, sugiere que ésta
podria estar a nivel del balance de activadores e inhibidores del complejo CDK4/D,, entre otras
posibilidades. La PGF,4 no seria capaz de inducir a los activadores del complejo y/o disminuir,
los inhibidores del mismo.

El efecto mds importante en el pretratamiento tanto con TPA como Briostatina 1, es la retro-
modulacién de la PKC. Se observé que la participacién de esta enzima sobre la accion
mitogénica del TGFp,, no ocurre de forma directa, ya que la inhibicién especifica de la enzima
mediante el uso del GF 109203X (10 uM), en células sin pretratar, no llevé al TGFp, a inducir la
sintesis de ADN. Por el contrario, el agregado de OAG (100ug/ml), activador de la PKC, mas
TGF,, induce la sintesis de ADN, en células sin pretratar. Al igual que la PGF,, el OAG activa
la PKC y quinasas de tirosinas (TKs), pero no induce la sintesis de ADN [Goin et al., 1993]. En
células sin pretratar, el TGFpB, es capaz de complementar sus sefiales con la activacién de las
enzimas PKC y TKs, mediada por el OAG, y de esta manera ambos compuestos inducen la
sintesis de ADN. El agregado de GF, en células sin pretratar, inhibe la estimulacién mediada
tanto por el agregado de TGFf3; mds OAG, como de TGF@, mas PGF,,. En este ultimo caso, la
inhibicién no fue total, lo que sugiere que la actividad de la PKC, en células sin pretratar, es
necesaria, pero no suficiente, para que el TGFf, pueda inducir un aumento en la estimulacién de
la proliferacion celular por otros mitégenos, pero si es muy importante en la induccién de esta
dltima, agregado con otros compuestos no mitogénicos.

Con el uso del anticuerpo monoclonal anti PKCq, se observé que la enzima estd ausente en
células pretratadas con TPA, en el momento en que el TGFf, estimula la proliferacién celular.
Cuando se realizé un pretratamiento prolongado con GF, se observé que la PKC no desaparecia,
y que el TGFp, no inducia la sintesis d¢ ADN. Como control de este experimento, se observo que
la estimulacién mediada por PGF,q, en células pretratadas con GF, tampoco indujo la sintesis de
ADN en esta condicidn, reflejando que la accién del GF continda después de varias horas de
incubacién, y en este caso también fue observada la PKCa, con el uso del anticuerpo
monoclonal. Dado que el OAG activa la PKC, también se realizé un tratamiento prolongado con
este activador y se observé que no retro-modula la PKC. El TGFf; no estimulé la sintesis de
ADN, en células pretratadas con OAG, mientras que la PGF,q si la estimulé, pero su accién no se
potencié de manera significativa, comparada con células sin pretratar, que recibieron OAG una
hora antes del agregado de la PGF,,. Este resultado estaria indicando que el OAG se inactiva o es
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metabolizado por las células, con lo que no permite analizar si es capaz o no de retro-modular la
PKC. De todas formas, se podria concluir que la ausencia de la PKC es la que permite la accién
mitogénica del TGFf3,, pero la observacién de la rdpida caida de induccién de la proliferacion por
el TGF,, horas después del tratamiento con TPA, y la re-expresion de la PKCa, horas mas tarde
después del pretratamiento, nos indican que la sola ausencia de la PKC no es el efecto mis
importante, que permite al TGFf, estimular la sintesis de ADN, en células Swiss 3T3, pretratadas
con TPA.

De todas las isoformas de PKC las dnicas expresadas en las células Swiss 3T3 sonlaa, §, € y
€ [Olivier y Parker, 1992]. La retro-modulacién de las isoformas o y & ocurre a igual tiempo de
tratamiento con TPA, mientras que la isoforma € desaparece con un tiempo tres veces menor que
la a y 8. La isoforma { es insensible a la retro-modulacién debido al tratamiento con TPA,
aunque no se puede descartar que sufra otro tipo de modulacién, entre otras, como ser
estabilizada. Se observé que el pretratamiento de las células con Briostatina 1, también posibilita
la accién proliferativa del TGFf3,. Basados en los trabajos de Uberall et al. (1994) y Jalava et al.
(1993), donde se observé que la Briostatina 1, en células epiteliales de mama de ratén y en
células de neouroblastoma humano, es capaz de retro-modular selectivamente la PKCaq,
proponemos que esta isoforma seria la activada en las primeras horas del pretratamiento, tanto
con TPA como con Briostatina 1, posibilitando luego, que el TGFp, estimule la proliferacién

celular.

Unicamente aquellos compuestos capaces de retro-modular la PKC, permiten que el TGFp,
induzca la proliferacién celular. La activacién de la PKC en las primeras horas del tratamiento,
tanto con TPA como con Briostatina 1, permitiria la activacién de distintos caminos de
sefializacion, que culminan en la activacion a su vez, de factores de transcripcién, y finalmente en
la expresion de determinados genes. Esto no ocurre con el GF 109203X, ya que inhibe
directamente a la PKC. Sin activaciéon previa de esta enzima, el TGFB, no estimula la
proliferacidn, en células sin pretratar con GF (tanto en periodos cortos o largos de tratamiento).

Recientemente se ha descubierto que el TPA se une a otros compuestos intracelulares ademds
de la PKC, entre ellos las quimerinas. Por lo tanto, es posible que la activacién de genes
inducidos por el TPA, no sea unicamente a través de la PKC [Ron y Kazanietz, 1999]. La
activacion de estos genes, seria el evento que se complementaria con las sefiales activadas por el
TGFp,, para estimular la divisién celular. En experimentos preliminares, se trataron las células
con GF 109203X (10 uM). Después de una hora de incubacién con GF, las células recibieron
TPA (800 nM) durante 96 horas. Se observé que la accién mitogénica del TGFf, disminuia un
30%, respecto de las células pretratadas con TPA y en ausencia del inhibidor, sugiriendo que las
sefales activadas por el pretratamiento con TPA, no ocurren Gnicamente via PKC (datos no
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mostrados). El pretratamiento con Briostatina 1, también permite que el TGFp, estimule la
proliferacion celular, y hasta donde se sabe, no interacciona con las quimerinas, con lo cual
reforzaria el rol, adn cuando sea indirecto, de la PKC. También se puede plantear la existencia de
otros compuestos, no descubiertos hasta el momento, que interaccionen tanto con la Brisotatina 1,
como con el TPA, para permitir que el TGF[3, sea mitogénico en células previamente tratadas con
ellos.

Se determiné el efecto del pretratamiento con TPA sobre los caminos de senalizacién
activados por el TGFf3,. En primer lugar se estudiaron los receptores del TGFf3,, y se observé que
la cantidad de los mismos no varia en células pretradas con TPA, respecto de las células sin
pretratar. También se estudié la actividad de los receptores, medida a través de la induccién del
transporte de glucosa, y se observd que éste aumenta con el pretratamiento con TPA. Estos
resultados estarian indicando posiblemente, que el pretratamiento con TPA modula de forma
positiva a los receptores, o las sefiales activadas que se encuentran mas abajo de estos, en el
camino de seiializacién activado por el TGFf,.

El agregado de acido okadaico, inhibidor de fosfatasas de serina/treonina, mas el TGFp; a
células sin pretratar, es capaz de inducir la entrada de las células en fase S. De todas formas, el
porcentaje de células que entran en fase S es mucho menor que el porcentaje de células, que
entran en dicha fase, cuando éstas son pretratadas con TPA y estimuladas Unicamente con
TGFp,. Este resultado lleva a plantear que las fosfatasas estdn involucradas, pero no son las
actividades mds importantes, que impedirian la accién mitogénica del TGFf, en células sin
pretratar. De estos resultados, se desprenderia también, que el nivel de fosfatasas de
serina/treonina es alto en las células aquietadas y confluentes sin pretratar, o bien que el dcido
okadaico seria capaz de mantener la actividad de las quinasas de serina/treonina, activadas mds
abajo en el camino de sefializacién, durante un tiempo mas prolongado, permitiendo asi que el
TGFp: induzca la proliferacién celular. Recientemente, se observé que el dcido okadaico
aumenta la transcripciéon de genes cuyos promotores contienen sitios TRE (elementos de
respuesta al TPA), como asi también activa a la MAPK y JNK. Es probable que estas actividades
enzimdticas, mds los productos de los genes activados, se complementen con las sefales
activadas por el TGFp,, y asi ambos compuestos pueden inducir la proliferacion en células sin
pretratar [Rosenberger et al., 1999].

Las interacciones entre el TGFp,, insulina (100 ng/ml) y la PGE, (100 ng/ml), en la
estimulacidn de la sintesis de ADN, mostraron que la PGE, potencia la sinergia entre el TGF(, y
la insulina, en células sin pretratar, mientras que en células pretratadas con TPA, solo se observa

una potenciaciéon cuando el TGFf, se encuentra a bajas concentraciones. Al aumentar la
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concentracién del TGFp,, en células pretratadas con TPA, y ademds en presencia de insulina, el
agregado de PGE,, ya no aumenta la sinergia de estos compuestos, y quizds se debe a la ausencia
de PKC. Es decir, la PKC parece jugar un rol importante en la accién de la PGE,, sobre la
sinergia entre el TGFp, y la insulina, en la induccidn de la sintesis de ADN.

Por otro lado, se observé que en células sin pretratar, el TGFf3, y la PGE: no son capaces de
estimular la sintesis de ADN. De la misma manera, en células pretratadas con TPA, la PGE; no
potencia la divisién celular estimulada por el TGFf,. La falta de sinergia entre estos dos factores,
puede deberse a que ambos factores activen las mismas sefiales o bien que las sefales activadas
por ambos no interaccionen entre si. La PGE, activa la PKA y se procedi¢ a estudiar el efecto de
la inhibicién de esta enzima, sobre la proliferacién inducida por el TGFf;. Se demostré que la
inhibicién de la PKA no tiene efecto negativo sobre la accién del TGFp,, descartindose esta

enzima, como actividad importante en el camino de sefializacién del TGFf,.

Siguiendo con el estudio de caminos de sefializacién que podrian estar involucrados en la
estimulacién de la proliferacién inducida por el TGFB,, en células pretratadas con TPA, se
estudié la accién de las quinasas de tirosina. Se utiliz6 a la genisteina (10 uM), como un
inhibidor de TKSs, y se observé su efecto sobre la accién del TGFf,;. Los resultados sugieren que
posiblemente estén involucradas TKs en su camino de sefalizacién. Dado que la inhibicion no es
total, podria sugerirse que esta actividad no es determinante en la estimulacién de la sintesis de
ADN por el TGFp,. Se sabe que esta actividad estd presente en el receptor tipo II de este factor
[Lawler et al., 1997], y no se puede descartar que también existan este tipo de enzimas mds abajo
en la cascada de sefales.

El camino de la MAPK, médulo ERK 1/2, no se encuentra activado por el TGFf,, en ninguna
condicién en estas células, como quedé demostrado a través del uso de inhibidores generales y
especificos, como asi también con el uso de anticuerpos monoclonales especificos de ERK 1/2 en
sus formas activadas, y la medicion de la actividad de ERK2. Caso contrario sucede con la
PGF,,, que activa la MAPK en ambas condiciones, independientemente de su capacidad
mitogénica y también de la presencia de la PKC. Se ha postulado que la activacién de la MAPK
induce la expresién de la ciclina Di1. Dado que el TGFf3, es capaz de inducir la expresion de la
ciclina D, y no activa a ERK 1/2, se infiere que el TGFf3, induce la expresion de la ciclina D, por
una via distinta a la MAPK. Una posibilidad, es que el TGFp, active la expresion de la ciclina Dy,
a través de otro médulo de la familia de la MAPK, ya que Smith et al. (1997), encontraron que el
médulo de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK), se activa durante la induccién de la proliferacidn,
médulo que hasta el momento sélo habia sido observado activo en procesos de diferenciacion o
apoptosis.




Sintesis y Discusién

Recientemente se han identificado algunos de los componentes del camino de sefializacion
del TGFB, una serie de péptidos llamados "Smad", en mamiferos [Derynck y Zhang, 1996], y la
sefializacién puede culminar en inhibicién o estimulacién de la proliferacién. Se sabe que una vez
estimuladas, las Smads se acumulan en el nicleo, llevando a cabo una funcién nuclear, uniéndose
a factores de transcripcién o siendo ellas mismas una nueva familia de factores de transcripcién
[Hoodless et al., 1996; Liu et al., 1996; Baker y Harland, 1996; Piek et al., 1999]. Se demostré aqui, que
el TGFf, es capaz de inducir la translocacion al nicleo de la Smad4, en ambas condiciones,
siendo el tiempo de mayor acumulacién nuclear 45 minutos, después del agregado del factor. El
pretratamiento de las células con TPA indica que la translocacién nuclear de la Smad4, inducida
por el TGFp,, es independiente de la PKC.

En cuanto a la sinergia entre el TGFp, y la PGF,q, en la induccién de la sintesis de ADN, se
demostré que la retro-modulacién de la PKC no afecta a la potenciacién de dicha sintesis, pero un
inhibidor de la PKC, como el GF 109203X, es capaz de inhibir la sinergia entre estos dos
factores, aunque no totalmente, en células que no han recibido ningin tipo de tratamiento. De
estos resultados se concluye que en células pretratadas con TPA, existen vias alternativas a la
PKC, o bien quedan compuestos activados por la PKC antes de su retro-modulacién, que
permiten la potenciacién de ambos factores. Resultados similares se observaron también, en el
transporte de glucosa (datos no mostrados).

En la sinergia entre el TGFf, y la PGF;, también quedé demostrado que no interviene la
actividad de la PKA, ni de la MAPK, ni tampoco se ve alterada la translocacién al nicleo de la
Smad4. La dnica actividad que se encontré involucrada en la potenciacién de estos dos factores,
en ambas condiciones, es la de las TKs. En el ensayo con lovastatina y dcido mevalénico, se
observéd que en la potenciaciéon de ambos factores, es importante la isoprenilacion de proteinas.
En células sin pretratar, la PKC es otra actividad involucrada, pero no es la mds importante, ya
que el GF 109203X, no inhibe totalmente la sinergia entre estos factores, en esta condicién. En
conclusién, las actividades involucradas en la sinergia entre ambos factores, en ambas
condiciones estudiadas hasta el momento, son la isoprenilacién de proteinas y las TKs.

El hecho de que el TGF, sea capaz de estimular la proliferacién en las células que han sido
pretratadas con TPA, sugiere que el pretratamiento debe inducir la sintesis de nuevos compuestos
en dichas células, que se complementan con las sefiales activadas por el factor. En el ensayo
horas después del agregado de medio condicionado, se observé una ripida caida en la accion del
TGFp,. Esto sugiere que existen ciertos compuestos, necesarios para la estimulacién de la
proliferacién celular por el TGFf,, que se degradan rapidamente al remover el TPA.
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El TPA tiene la propiedad de activar la transcripcidn de genes, cuyos promotores contienen el
elemento de respuesta al TPA (TRE). Los sitios TRE son reconocidos por una proteina celular
comun, el factor de transcripciéon AP-1 (proteina | activadora de la unién al ADN), que se trata
de dos familias de proteinas, que forman dimeros. Estas familias son Fos y Jun, conocidas como
oncoproteinas. Los genes de Fos y Jun, a su vez, contienen sitios TRE en sus zonas promotoras.
En la activacion de la transcripcién, a partir de sitios TRE, inducidos por TPA, esta involucrada
la PKC [Hata et al., 1989; Tseng et al., 1994], pero no seria la Gnica enzima capaz de activar la
unién de AP-1 a sitios TRE [Auwerx y Sassone-Corsi, 1992]. En la expresion de c-jun, mediada por
TPA, estaria involucrada la PKC [Hata et al., 1993], mientras que en la activacion de la expresion
de c-fos, parece estar involucrada la PKA [Huang et al., 1999]. Es probable que el pretratamiento
con TPA, al inactivar la PKC, no se active la expresion de c-jun, y esta seria una de las razones
por las que impediria, que tanto la PGF,4, como el TPA, induzcan la proliferacion celular en esta
condicién. Por otro lado, se conoce que el TGF, también puede estimular la transcripcion a
partir de sitios TRE, y que las Smad pueden interaccionar con c-fos y c-jun, combindndose de
distinta manera: Smad 3 y 4, con jun y fos. También se observé que las Smad 3 y 4, pueden
estimular la expresién de genes a partir de sitios TRE, sin interaccionar con fos o jun [Zhang et al.,
1998]. Se sugiere, por lo tanto, que en células pretratadas con TPA, donde el TGFf, es capaz de
inducir la proliferacién, la complementacion de senales estaria a nivel de factores de
transcripcion, necesarios para activar los genes involucrados en la proliferacién celular. Se
propone que el complejo de Smads, activados por el TGFf3,, se traslada al nicleo, y alli se
encuentra con factores de transcripcidon formados por el pretratamiento de las células con TPA, y
esto permitiria la activaciéon de determinados genes que intervienen en la estimulacién de la
proliferacién por el TGFf,, en dichas células.

El TGF, activa a las Smads en ambas condiciones, en un mismo periodo de tiempo y esta
via de sefnalizacién no se ve modificada por la potenciacién con otro mitégeno. También se
observo que el TGFf; no activa, ni modifica los caminos de sefializacién mas utilizados en la
proliferaciéon como la MAPK. Todos estos resultados sugieren que en las células pretratadas con
TPA, las Smads, ademds de otras sefiales activadas por el TGFB, y no conocidas hasta el
momento, se complementarian con los compuestos inducidos por el pretratamiento y esta
interaccion permitiria la expresion de genes necesarios para la proliferacion celular. De esta
manera, se podria explicar también la duracién de la fase G y el tiempo mds tardio de expresion
de la ciclina Dy, ya que se necesitaria mas tiempo, para que las sefiales se complementen y
disparen la proliferacién, comparado con las células sin pretratar. Dado que las Smads se
trasladan al ndcleo y activan la expresion de genes, se puede postular que varios de los
compuestos inducidos por el pretratamiento con TPA, serian factores de transcripcion y/o
compuestos que afecten la transcripicién de genes. Asi, estos compuestos interactuarian con las
Smads activando los genes necesarios para el programa de la proliferacién.
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La PKC es una actividad enzimadtica, que se encuentra en el camino de sefalizacién de varios
mitégenos, por este motivo se la consideré como un buen blanco para terapias anticancer. Hoy en
dia se sabe que la PKC es capaz de interaccionar con otras vias de sefalizacion, que interaccionan
en otros procesos celulares. Hemos visto aqui, que la enzima puede ser eliminada por retro-
modulacién con el uso de compuestos como el TPA y la Briostatina 1. La retro-modulacién
impide la proliferacién celular estimulada por factores, que normalmente inducen esta ultima,
utilizando a la PKC, en sus vias de senalizacion. Sin embargo, esta misma condicién hace
sensibles a las células a la estimulacién de la proliferacion, por otros factores, en situaciones
normales, no son capaces de inducirla. Es por esta razén, que al disefiar estrategias, que eliminan
o modifican, ciertas enzimas, involucradas en las vias de seiializacién de varios compuestos, se
incluyan controles con factores, que no son mitogénicos, para corroborar, que realmente se
eliminan las pasos necesarios para la proliferacién. Ademds, proponemos la blisqueda de vias de
seflalizacién que sean realmente especificas de un mitégeno en particular, y que ademds solo
intervengan en la proliferacién celular.

En la pigina siguiente se muestra una tabla con el resumen de las actividades estudiadas en la
estimulacién de la proliferacidn celular en las células Swiss 3T3, en esta tesis.
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Tabla con el Resumen de las Actividades Estudiadas en la Induccién de la Proliferacién Celular
en Células Swiss 3T3

TGFB; en células sin pretratar

-No induce la proliferacién celular

-Induce la proliferacién celular en presencia de
OAG, inhibida totalmente por GF109203X

-No induce la ciclina D,

-Los receptores estdn presentes

-Induce el transporte de glucosa

-Estd presente la CDK4

-Esta presente la PKCa

-No induce la proliferacion celular, en presencia
de GF 109203X

-Induce la translocacion de la Smad4

-Induce la proliferacion en presencia de Ac.
Okadaico

-Induce la proliferacion en presencia de insulina

-La PGE1 aumenta la sinergia entre el TGFpB; y la
insulina

-No induce la proliferacion en presencia de
PGE1

-No activa la MAPK

TGFB, + PGF,. en células sin pretratar

-Aumenta la proliferacién estimulada por la
PGF 2,

- Sinergia en el transporte de glucosa

-Estad presente la PKCa

-Estd presente la CDK4

-Interviene la PKC, aunque no es inhibida
totalmente por GF 109203X.

-No estd involucrada la PKA

-Intervienen TKs

-Estad involucrada la isoprenilacion de proteinas

-No aumenta la cantidad de MAPK activada

-La translocacién de la Smad4, ocurre igual que
en presencia de TGFp, solo.

TGFB, en células pretratadas con TPA

-Induce la proliferacion celular

-Induce la ciclina D

-Los receptores estdn presentes

-Induce el transporte de glucosa

-Estad presente la CDK4

-Estd ausente la PKCa

-Induce la translocacion de la Smad4

-La insulina potencia la proliferacion del TGFf,

-La PGEL1 no sinergiza con TGFB,

-La PGE1 no aumenta la sinergia entre el TGF, y
la insulina

-La PKA no estd involucrada

-No activa la MAPK

-No estd involucrada la isoprenilacion de

proteinas

-Intervienen algunas TKs

TGFB; + PGF.. en células pretratadas con TPA

-Aumenta la proliferacidon celular estimulada por

TGFB,

-Sinergia en el transporte de glucosa

-Estd ausente la PKCa

-Estad presente la CDK4

-No estd involucrada la PKA

-Estdn involucradas las TKs

-Estd involucrada la isoprenilacidn de proteinas

-No aumenta la actividad de la MAPK

-La translocaciéon de la Smad4, ocurre de la
misma manera que en presencia de TGFp, solo.
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A.1. Medios y Soluciones

i) Medio de cultivo para las células de partida: el medio utilizado para mantener las células de
partida, fue el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, SIGMA, Dulbecco y Freeman,
1959), con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, GIBCO). Esta mezcla se prepara en
condiciones de esterilidad, en el momento de uso y se la calienta previamente a 37°C. El
DMEM se prepara, segln instrucciones del fabricante y se le adiciona 3,7 gr/l de bicarbonato de
sodio (NaHCO;, GIBCO), 60 mg/l de penicilina (GIBCO), y 100 mg/l de sulfato de
estreptomicina (GIBCO). Se lo gasea con diéxido de carbono (CO,), para obtener un pH 7,2, y
se lo esteriliza por filtracién a través de membranas con poros de 0,22 pm de didmetro
(Millipore). Se lo mantiene en heladera durante 40 a 45 dias.

ii) Medio de cultivo para las células destinadas a los ensayos: para los ensayos (salvo que se
indique lo contrario) se prepard el siguiente medio que contenia 1% (v/v) de suero de ternero
recién nacido (NBS, GIBCO), 6% (v/v) de FBS, 1/3 de medio Waymouth (WAY, SIGMA), y
2/3 de DMEM. Esta mezcla se prepara en condiciones de esterilidad, en el momento de uso y
se la calienta previamente a 37°C. El medio Waymouth, se prepara segin instrucciones del
fabricante y se le adiciona 2,4 gr/l de NaHCO, (GIBCO), 60 mg/I de penicilina (GIBCO), y 100
mg/1 de sulfato de estreptomicina (GIBCO). Se lleva a pH 7,2 con CO, y se esteriliza con el
mismo procedimiento que el DMEM (ver punto A.1 i, arriba, en esta misma seccién). Se mantiene
en heladera durante 40 a 45 dias.

iii) Medio condicionado: este medio se utiliza, en aquellos ensayos donde es necesario cambiar
el medio, por uno libre de factores de crecimiento. Para obtener este, medio se hacen crecer las
células hasta agotar los factores de crecimiento del mismo. Esto ocurre, cuando no se observan
figuras mitéticas y las células se aquietan, en lo que se refiere a division celular
("quiescentes"). Si este medio es adicionado a un cultivo confluente y quiescente, no induce
proliferacion celular. Se toma el medio, en condiciones de esterilidad, de varias placas de
cultivos ya quiescentes y se lo mantiene a 37°C. Este procedimiento, se realiza horas antes de
usar el medio condicionado en el ensayo.

iv) Medio de Criopreservaciéon: la linea celular Swiss 3T3 se conserva en nitrégeno liquido en
el medio de congelacién que lleva 10% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO, SIGMA) y 20-25%
(v/v) de FBS en medio DMEM. Se prepara en condiciones de esterilidad, en el momento de
uso y se deja en hielo.

v) Medio sin glucosa: este medio, se utiliza en los ensayos de transporte de glucosa, y es DMEM
sin glucosa (GIBCO) al cual se le agrega NaHCO; 3,7 gr/l, fosfato de sodio monobisico
(NaH,PO4.H,0, SIGMA), 60 mg/l de penicilina (GIBCO), y 100 mg/l de sulfato de
estreptomicina (GIBCO). Se lleva a pH 7,2 con CO, y se esteriliza con el mismo procedimiento
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que el DMEM (ver punto A.1 i de esta misma seccién). Se mantiene en heladera por 40 a 45 dias.
En el momento de uso se lo calienta a 37°C.

vi) Buffer fosfato salino de Dulbecco-EDTA (DPBS-EDTA): se usa el buffer fosfato salino de
Dulbecco (DPBS, GIBCO), el cual se prepara siguiendo las instrucciones del fabricante y se le
agrega 2 gr/l de 4cido etilene diamino tetra acético (EDTA, MERCK). Se lleva a pH 7,2 con
hidréxido de sodio (NaOH), se esteriliza por autoclave, y se 1o mantiene en heladera por varios
meses.

vii) Solucién de Tripsina: La tripsina liofilizada (25 gr, GIBCO) se rehidrata en 20 ml de agua
estéril deionizada, obteniéndose una concentracién final de 10X. Se diluye 1/10 con buffer
DPBS-EDTA estéril, se separa en varios frascos, en menor volimen y se guarda en el freezer
a -20°C y se mantiene por varios meses.

viii) Solucion de 12-O-tetradecanoil 13-forbol acetato (TPA, SIGMA): Con el TPA 6 PMA
(forbol 12-miristato, 13-acetato, potente promotor tumoral en la piel de ratén), se prepara una
solucién de partida con una concentracién final de 100 mM, en DMSO. Se mantiene en freezer
a -20°C, por varios meses. De esta solucién, se hacen diluciones en etanol absoluto (1 mM), y
las diluciones finales, a hacer agregadas en los cultivos, se realizan en DMEM, en el momento
de uso.

ix) Solucién de Briostatina 1 (ICN): Se prepara una solucién de partida con una concentracién
final de 1 mM, en DMSO. Se mantiene en freezer a -20°C, por varios meses. De esta solucidn,
se hacen diluciones en etanol absoluto, y las diluciones finales, a hacer agregadas en los
cultivos, se realizan en DMEM, en el momento de uso.

x) Solucion de Prostaglandina F2a (PGF20, Upjohn): Es la principal prostaglandina luteolitica
del utero, su forma hidrofilica esta compuesta con trometamina (1:1), siendo su férmula: dcido
(5Z,9a,11a,13E,155)-9,11,15-trihidroxiprosta-5,13-dien-1-oico compuesto con 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanedoil. Se prepara una solucion de partida en agua bidestilada estéril,
con una concentracién final 10 mg/ml. Se mantiene en heladera por varios meses. Las
diluciones finales a hacer agregadas en los cultivos, se preparan en el momento de uso, en
DMEM.

xi) Solucion del Factor de Transformacion y Crecimiento beta uno (TGF1, R & D Systems):
Con este factor de crecimiento de naturaleza polipéptidica, se prepara una solucién de partida
con una concetracién final de 10 pg/ml, en una solucién 10 mM de detergente zwitteridnico, 3-
[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propano sulfonato (CHAPS, SIGMA), esterilizada por
filtracién. Se mantiene en heladera por varios meses. Las diluciones finales en el momento de
agregarlas en los cultivos se preparan en DMEM.

xii) Solucién del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF, SIGMA): Este factor de crecimiento
es un polipéptido de simple cadena que contiene 54 aminodcidos (aa). Se prepara una
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solucién de partida en solucidn fisioldgica estéril, con una concentracion final de 100 pg/ml.
Se mantiene en heladera por varios meses. Las diluciones finales, que se agregan a los
cultivos, se hacen en el momento de uso en DMEM.

xiii) Soluciéon de GF 109203X (GF, Glaxo): El GF 109203X es una bisindolilmaleimida 1,
inhibidor permeable a la célula y altamente selectivo de la quinasa de proteinas C (PKC), que
actda como un inhibidor competitivo de la adenosina trifosfato (ATP), por el sitio de unién a
la PKC. Estructuralmente similar a la estaurosporina, su férmula es 2-[1-(3-
dimetilaminopropil)-1H-indol-3-il]-3-(1 H-indol-3-il)-maleimida. Se prepara una solucién de
partida en DMSO, con una concentracién final de 50 mM. Se mantiene en freezer de -20°C,
por varios meses. Se hacen diluciones, que se agregan a los cultivos en el momento de uso,
en etanol absoluto y se agrega en un volumen tal que no supere el 0,25% (v/v) del volimen
final del medio de ensayo.

xiv) Solucion de 1-oleil-2-acetil glicerol (OAG, SIGMA): el I-oleil-2-acetil-sn-glicerol
(C18:1,[cis])-9/C2:0), es un andlogo permeable del diacilglicerol (DAG), activador eficiente
de la PKC dependiente de Ca™ y fosfolipidos. Se disuelve en etanol con una concentracion
final de 200 mg/ml. Se mantiene en freezer de -20°C, por varios meses. Se hacen diluciones a
hacer agregadas en los cultivos en el momento de uso, en etanol absoluto y se agrega en un
volumen tal que no supere el 0,25% (v/v) del volimen final del medio de ensayo.

xv) Solucién de Acido Okadaico (Ac. Ok., Cell Biology Products): Es un polieter derivado de un
dcido graso de Css y similar a un ionéforo; es un potente inhibidor de las fosfatasas 1 y 2A,
no afecta la actividad de las fosfatasas dcida, alcalina y de tirosina (Tyr). Provista por el
fabricante en una solucién con 10% (v/v) de DMSO, con una concentracién final de 0,5 mM.
Se mantiene en freezer de -20°C, por varios meses. Se hacen diluciones, a hacer agregadas en
los cultivos en el momento de uso, en etanol absoluto y se agrega en un volumen tal que no
supere el 0,25% (v/v) del volimen final del medio de ensayo.

xvi) Solucién de Insulina (Ins, Calbiochem): Con esta hormona de naturaleza polipéptidica, se
prepara una solucién de partida en solucién fisioldgica dcida ésteril (12 mN HCI), a una
concentracion final de 10 mg/ml. Se mantiene en heladera, por varios meses. Las dilulciones
finales, que se agregan a los cultivos, se preparan en el momento de uso, en DMEM.

xvii) Solucién de Prostaglandina E1 (PGE,, Upjohn): Esta prostaglandina es capaz de activar la
adenilato ciclasa via un receptor de acoplado a proteina G. Su férmula es acido (11a,13E,15S)-
11,15-dihidroxi-9-oxoprost-13-en-1-oico, y se prepara una solucién de partida en etanol
absoluto, con una concentracién final de 10 mg/ml. Se mantiene en freezer a -20°C, por varios
meses. Las diluciones finales que se agregan a los cultivos se preparan en el momento de uso
en DMEM.
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xviii) Solucién de H-89 2HCI, (H-89, Calbiochem): N-[2-((p-Bromocinamil)amino)etil] -5-
isoquinolinesulfonamida, HCI. Es un potente inhibidor, permeable a la célula, selectivo de
quinasa A (quinasa dependiente de AMPciclico, PKA). Se prepara una solucién de partida en
DMSO, con una concentracion final de 5 mM. Se mantiene en freezer de -20°C, por varios
meses. Se hacen diluciones, que se agregan a los cultivos en el momento de uso, en etanol
absoluto y se agrega en un volumen tal que no supere el 0,25% (v/v) del volimen final del
medio de ensayo.

xix) Solucién de PKI (PKI, Biomol): es un péptido (5-24) (Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Phe-lle-Ala-
Ser-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-lle-His-Asp), termo estable obtenido de musculo
esquelético, que inhibe a la PKA. Se une al sitio catalico de la enzima, desplazando a la
subunidad regulatoria. Se prepara una solucién de partida en agua estéril, con una
concentracidén final de 500 pM. Se mantiene en el freezer de -20°C, por varios meses. Las
diluciones finales a hacer agregadas en los cultivos, se hacen en DMEM, en el momento de
uso.

xx) Solucién de Genisteina (Gen, SIGMA): Su férmula es (47, 5, 7-trihidroxisoflavona), y es un
inhibidor de quinasas de proteinas en Tyr, compite con el ATP en el sitio catalico. Se prepara
una solucién de partida en DMSO, con una concentracién final de 50 mM. Se mantiene en
freezer de -20°C, por varios meses. Se hacen diluciones, que se agregan a los cultivos en el
momento de uso, en etanol absoluto y se agrega en un volumen tal que no supere el 0,25%
(v/v) del volimen final del medio de ensayo.

xxi) Solucién de Lovastatina (LOV, Merck, Sharp and Dome): Acido [1S-[1a(R*), 3a, 7P,
8B(2S*, 4S*), 8af3]]-2 metilbutandico 1,2,3,7,8,8a-hexahidro-3,7-dimetil-8-[2-(tetrahidro-4-
hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il) etil-1 naftalenil ester. Potente inhibidor de la B-hidroxi-B-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa, la enzima limitante en la biosintesis del colesterol.
Y subsiguientemente, inhibe la isoprenilacién de proteinas. La lovastatina fue convertida de
su forma prodroga lactona inactiva, a su forma de acido dihidroxi abierto activo, disolviendo
52 mg del compuesto en 1,04 ml de etanol 95% (v/v), al cual se le afiadié 813 ul de NaOH
IN. La solucién resultante fue neutralizada con HCI 1IN, llevando el pH a 7,2 y el volimen
final de la solucién a 13 ml con agua bidestilada. La solucién tiene una concentracién de 10
mM, se esteriliza por filtracién y se fracciona en pequeiios volimenes para conservala a —
20°C. Las diluciones finales a hacer agregadas en los cultivos, se hacen en DMEM, en el
momento de uso.

xxii) Solucion de Mevalonolactona (MEV, SIGMA): DL-B-hidroxi-B-metil-8-valero-lactona.
Precursor en la biosintesis del colesterol. Esta solucion se prepara en agua bidestilada estéril,
a una concentracién final de 10 mM. Se guarda en heladera por varios meses. Las diluciones
finales a hacer agregadas en los cultivos, se hacen en DMEM, en el momento de uso.
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xxiii) Solucion de PD 98059 (PD, Calbiochem). 2'-amino-3’-metoxilflavona. Es un inhibidor
selectivo y permeable de la quinasa que activa a la quinasa MAP (MEK), que actia
inhibiendo la activacién de la misma, y las subsiguientes fosforilaciones de los sustratos de
esta misma. Este compuesto se disuelve en DMSO, a una concentracién final de 10 mM. Se
mantiene en freezer de -20°C, por varios meses. Se hacen diluciones a hacer agregadas en los
cultivos en el momento de uso, en etanol absoluto y se agrega en un volumen tal que no
supere el 0,25% (v/v) del volimen final del medio de ensayo.

xxiv) Solucién de 2-deoxi-D-glucosa [1,2 3H] 2bOC 3H, ARC): se prepara una solucién de
partida, en agua bidestilada estéril, con una concentracién final de 1,5 mM de 2-deoxi-D-
glucosa, con una actividad especifica de 75 mCi/pl. La concentracién final en el ensayo es de
50 uM de 2-deoxi-D-glucosa, con una actividad especifica de 2,5 pCi/ml. Esta solucién se
prepara en el momento de uso.

xxv) Solucién de timidina [metil 3H] (NEN) para los ensayos de autorradiografia: se prepara
una solucién de partida, en agua bidestilada estéril, con una concentracién final de 100 pM
de timidina, con una actividad especifica de 300 pCi/ml. La concentracién final en el ensayo
es de 1 uM de timidina, con una actividad especifica de 3 pCi/ml. Esta solucién se prepara en
el momento de uso.

xxvi) Solucién de timidina [metil *H] (NEN) para los ensayos de incorporacion: se prepara
una solucién de partida, en agua bidestilada estéril, con una concentracién final de 300 uM
de timidina, con una actividad de 300 pCi/ml. La concentracién final en el ensayo es de 3 pM
de timidina, con una actividad especifica de 3 uCi/ml. Se prepara en el momento de uso.

xxvii) Solucion de Centelleo Liquido: la composicién de esta solucién es 70% (v/v) de tolueno
(MERCK), 30 % (v/v) de Tritén X-100 (TX-100, ROHM & HAAS), 3,4 gr/l de 2,5-
difeniloxazol (PPO, MERCK) y 40 mg/I de 1,4-bis[5-fenil-2-oxazolil]benceno;2,2-p-fenilene-
bis[-5-feniloxazol] (POPOP, MERCK).

xxviii) Solucién Mordiente: se prepara con 1 gr de gelatina (SIGMA), y 0,1 gr de sulfato de
cromo alimina (KCr(SOy),.12H,0, MERCK), en 100 ml de agua bidestilada estéril. Se
disuelve la gelatina en aproximadamente 50 ml agua, con calor y agitacién. Por separado y a
temperatura ambiente, se disuelve KCr(SOy),.12H,0 en aproximadamente 50 ml de agua.
Cuando la solucién de gelatina estd completamente disuelta, se deja enfriar hasta que alcance
la temp. amb. Luego se mezclan ambas soluciones y se lleva a 100 ml con agua bidestilada
estéril. Se filtra a través de filtro comun y se agregan unas gotas de formaldhefdo para evitar
que se contamine, finalmente se guarda en heladera a 4°C, por varios meses. Antes de usarla
se calienta a unos 40°C para que alcance el estado liquido, y se la enfria hasta que alcance la
temp. amb. antes de usarla.
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xxix) Solucién para revelado y fijacion de films utilizados en las autorradiografias: para las
placas de rayos X, KODAK X-OMAT, XAR-5, usadas en las técnicas de Western blot y
actividad de la MAPK, se usa el siguiente revelador y fijador:

Revelador: 2,2 gr de metol (MERCK), 8,8 gr de hidroquinona (MERCK), 70 gr de sulfito de
sodio (Na,SO;, MERCK), 48 gr de carbonato de sodio (Na,CO3;, MERCK), 4 gr de bromuro
de potasio (KBr, MERCK). Todo se disuelve en el orden mencionado en agua bidestilada y
se lleva a un volimen final de 1 litro.

Fijador: para 1 litro de agua bidestilada, se toman 158 gr de tiosulfito de sodio
anhidro(Na,S,03;, MERCK), y se disuelven en 500 ml de agua. Disolver en 100 ml de agua
hirviendo 10 gr de Na,SO;. Cuando esta solucién se enfria, agregar 15 ml de acético glacial
(AcOH, MERCK). Y finalmente agregarlo a los 500 ml de la solucién de Na,S,0; y llevar
esta solucién a un volumen final de 1 litro.

Para el film de grano fino sobre placa AR10 (KODAK) y para la emulsién tipo NTB2

(KODAK), ambos usados para autorradiografias en placas de cultivo con las células ya

fijadas, cuyos nicleos han incorporado timidina [metil 3H], se usa el revelador D19

(KODAK), y el fijador arriba mencionado, preparados segiin instrucciones de sus fabricantes.

xxx) Solucién de Colorante Giemsa: se prepara una solucién de partida con 3 gr de Giemsa
(MERCK), en 198 ml de glicerol. Se calienta 90-120 min. a 56°C. Al enfriarse se agregan 198
ml. de metanol, se mezcla y después de 7 dias se filtra. Para la tincién de células se hace una
dilucién 1/10 en agua bidestilada de la solucidn de partida. Ambas soluciones se mantienen a
temp. amb. en frasco de color caramelo para protegerlas de la luz.

xxxi) Emulsion para Autorradiografias Tipo NTB2 (KODAK): se prepara segun instrucciones
del fabricante. Se disuelven 9 ml. de agua bidestilada con 180 pl de glicerol a 45°C, y se
agregan 9 ml. de la emulsidn, disuelta previamente a 45°C. Esta mezcla disuelta a 45°C, es la
que finalmente se agrega a cada placa. Se conserva en un recipiente herméticamente sellado,
que impida el paso de la luz, en heladera. Todo la operacién se realiza en cuarto oscuro,
unicamente en presencia de una luz de seguridad.

A.2 Linea Celular

A.2.1 Linea Celular: la linea celular utilizada, fue la linea de fibroblastos de ratén Swiss 3T3,
establecida por Todaro y Green (1963). El establecimiento de esta linea celular, se realiz a
partir de embriones de ratén Swiss de 17 y 19 dias de gestacion, con un régimen de
transferencia cada 3 dias, y con una densidad del in6culo de siembra de 3 x 10° células por
placa de Petri, de 50 mm de diametro, con 4 ml de medio. De aqui su denominacion Swiss
3T3. El nimero modal de cromosomas es 74, cae en el rango de subtetraploide 6
hipotetraploide, como se encuentra invariablemente en las lineas celulares establecidas de
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ratén (son marcadamente heteroploides). La morfologia es virtualmente indistinguible de
fibroblastos normales. El didametro celular es de 16,8 um, en células tripsinizadas y
suspendidas en medio de cultivo. Cuando estdn separadas, son considerablemente planas y
aparecen finamente granuladas. Una vez que llegan a confluencia, se forma una fina capa tipo
sincicio, donde los bordes son dificiles de observar, sin tendencia a la multicapa. El tiempo
de duplicacién es cercano a las 24 horas, con una tasa de crecimiento constante, y una vez
que alcanzan el estado de monocapa confluente, son incapaces de seguir creciendo. Son
extremadamente sensibles a la inhibicién por contacto homdloga y cesa completamente su
crecimiento a medida que el cultivo alcanza la confluencia. Es decir, que conservan la
propiedad de inhibicién por contacto de las células normales, propiedad que se pierde en
algin grado en las células malignas y en muchas lineas celulares establecidas. Cabe aclarar
que, la inhibicién por contacto se da en ausencia de factores de crecimiento, ya que si se
agregan estos, se promueve al menos un ciclo de divisidn celular.

i) Mantenimiento de la linea celular Swiss 3T3: las células se conservan en nitrégeno liquido,
en medio de criopreservacién [DMEM + 20% (v/v) FBS + 10% (v/v) DMSO]. Cada vial se
descongela en medio para células de partida [DMEM + 10% (v/v) FBS], y se cultivan en
estufa a 37°C, con atm. himeda que contiene 10% de Pco,. La transferencia se realiza por
tripsinizacion (previo lavado de la monocapa con el buffer DPBS-EDTA), con un inéculo de
siembra de 1.10° células cada 10 ml de medio para células de partida, en placas de Petni de
plastico de 100 mm de diametro. A los 3 dias se les cambia el medio, y a los 4 dias se las
vuelve a transferir. De esta manera, se las mantiene con este régimen de transferencia hasta
que comienzan a aparecer en forma espontdnea, pequefios grupos de células creciendo en
multicapas (focos de transformacién) y también la diferenciacién espontdnea de estas células
a adipocitos. Esto comienza a observarse durante la doceava semana, aproximadamente, del
régimen de transferencia, una vez que se han descongelado. En este momento, se procede a
descongelar un nuevo vial de células. La contaminacién por micoplasmas, se determina por
autorradiografia de la incorporacién de timidina [metil *H] 6 tincién con orceina, y en todos
los casos las células estuvieron libres de micoplasmas.

ii) Congelamiento de Células: cada vez que se descongela un criotubo de células, una parte del
cultivo se propaga, para obtener mds células a ser conservadas en nitrégeno liquido. Se
tripsinizan 3 placas de partida y se levantan las células en medio DMEM con 6% (v/v) de
FBS. Se centrifuga 10 min. a temp. amb., 2000 xg (centrifuga de mesa, SORVALL), para
sedimentar las células en el fondo del tubo. Una vez sedimentadas, se retira el sobrenadante y
este se descarta. Las células son resuspendidas en medio de criopreservacién (ver parte A.l
iv). Permanecen 24-48 hs. en freezer a -80°C, y finalmente se las conserva en el tanque con
nitrégeno liquido.
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iii) Descongelamiento de Células: el vial de células es descongelado a 37°C, y se coloca en una
placa de 100 mm de diametro con 9 ml de medio para células de partida [DMEM + 10%
(v/v) FBS]. Se deja unos 30 a 40 min. en estufa a 37°C, 10% de Pco,. Cuando se observa que
las células se han pegado al fondo de la placa, se le cambia nuevamente el medio por otro
nuevo. De esta manera se diluye el DMSO, que es téxico para las células. Se las vuelve a
colocar en estufa hasta que formen una monocapa casi confluente (esto ocurre en 3 6 4 dias),
momento en el cual se las transfiere, como se explica en el mantenimiento de las células de
partida (ver A.2.1 i).

A.2.2 Condiciones de cultivo para los ensayos experimentales:

i) Condiciones Generales: se siembran 1,5.105 células, por tripsinizacién de las células de
partida, en 2 ml de medio para ensayos [{% (v/v) NBS + 6% (v/v) FBS + 1/3 WAY + 2/3
DMEM], en placas de Petri de 35 mm de didmetro. A los tres dias se les cambia el medio por
otro igual. Al cabo de 5 a 6 dias, las células llegan a confluencia y se aquietan, es decir que
no se observan figuras mitéticas, estin mds aplanadas, no se distinguen los bordes celulares,
y los nicleos estan mds redondos y dispuestos como en una calle empedrada. Es en este
momento, cuando se les agrega los distintos estimulos para estudiar sus respuestas. En las
placas de 60, 100 y 150 mm de diametro, la densidad de los indculos de siembra son 0.5.105,
1.10° y 1,5.10°, y los voliumenes del medio de cultivo son de 5, 10 y 40 ml, respectivamente.
En los multipocillos de 24, la densidad de siembra es de 3,6 x 10*, y el volimen de medio de
cultivos es de 0,5 ml.

ii) Cultivos tratados con TPA: estos cultivos son tratados con TPA durante 96 hs. para
retromodular la quinasa de proteinas C (PKC) y se procede de dos maneras. La primera es: al
tercer dia de transferidas las células, en el momento de cambiar el medio de cultivo [1% (v/v)
NBS + 6% (v/v) FBS + 1/3 WAY + 2/3 DMEM], se agrega a éste dltimo TPA con una
concentracién final de 800 nM. Cuando el cultivo estd confluente y aquietado en cuanto a
mitosis, se lavan las placas 3 veces con DMEM (calentado a 37°C), luego se agrega medio
condicionado (ver seccién Al iii), se deja en estufa a 37°C, 10% Pco,, 30 min. para que se
estabilice bien el medio y luego de este tiempo, se agregan los estimulos. La segunda forma
de proceder, es esperar que los cultivos estén aquietados y confluentes, luego se agrega TPA
(800 nM), y se espera unas 96 hs, hasta que las células se vuelven a aquietar y finalmente se
agregan los estimulos (previo lavado de las placas como en la forma anterior). En ambos
casos, el agregado de TPA induce divisidn celular, con lo cual estos cultivos tienen entre un
30 a 35% mas de células que los cultivos normales.

iii) Cultivos tratados con OAG: cultivos confluentes y quiescentes son pretratados con OAG
(100 pg/ml) durante 72 hs. Al igual que en los cultivos pretratados con TPA, luego de las 72
hs, las monocapas se lavan las placas 3 veces con DMEM (calentado a 37°C), luego se
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agrega medio condicionado (ver seccién Al iii), se deja en estufa a 37°C, 10% Pco,, 30 min.
para que se estabilice bien el medio y luego de este tiempo, se agregan los estimulos.

iv) Cultivos tratados con GF y OAG: cultivos confluentes y arrestados son pretratados una hora
con GF (10 uM), y luego se agrega OAG (100 ug/ml), y ambos quedan durante 72 hs. Al
igual que en los cultivos pretratados con TPA, luego de las 72 hs, las monocapas se lavan las
placas 3 veces con DMEM (calentado a 37°C), luego se agrega medio condicionado (ver
seccion Al iii), se deja en estufa a 37°C, 10% Pco,, 30 min., para que se estabilice bien el
medio y luego de este tiempo, se agregan los estimulos.

A.3. Medicion de la Proliferacion Celular: Sintesis de ADN y Nimero de Células.
A.3.1 Nuicleos Marcados. Método Autorradiografico.

Basado en el trabajo de Dulbecco y Stoker (1970) con algunas modificaciones. Se agrega a las
células confluentes y quiescentes, junto con los estimulos, timidina [metil *H) (18Ci/mmol),
obteniéndose una concentracién final de 1puM de timidina, con una actividad especifica de 3 n
Ci/ml. A las 28 hs (salvo que se indiquen diferentes tiempos de incubacién) se detiene la reaccién
de la siguiente manera: se aspira el medio y se realizan dos lavados con solucién fisioldgica fria,
seguido por una fijacién con 4cido tricloro acético (TCA) al 5% (v/v) frio durante 5 min, un
lavado con TCA al 5% (v/v), deshidratacién con EtOH absoluto frio durante 5 min., y un ditimo
lavado con este altimo. Una vez seco, se coloca la solucién mordiente y una vez que esta se seca,
se coloca un film 6 emulsién sensible a *H (film de grano fino AR-5 6 emulsién tipo NTB2,
Kodak) y las placas permanecen en oscuridad con atm. seca (silica gel) durante 4 dias. Después
del revelado (4 min.) y fijado (4 min., previo lavado con agua deionizada, 2 min.), las placas se
tifien con colorante Giemsa (10% (v/v) de la solucién de partida, previo lavado del fijador con
agua deionizada). Después de 5 min de tincién, las placas se lavan y se dejan secar a tem. amb.
Finalmente se evalia con el uso del microscopio éptico (100X) la cantidad de nicleos marcados.
Todos los nicleos son tefiidos de azul por el colorante Giemsa, y aquellos que incorporaron
timidina [metil *H], se obervan negros debido a que la radioactividad incorporada impregné la
plata del film, por lo tanto se los denomina nidcleos marcados. Se contaron como minimo 3
campos al azar por placa, cada uno de ellos con alrededor de 700 células, en condiciones
normales, y 1000 células en las monocapas tratadas con TPA.

Determinacion de la constante k: la entrada en fase S, es igual a la velocidad de iniciacién de
la sintesis de ADN, la cual se trata de un evento al azar, que ocurre con una probabilidad
caracteristica. Los gréficos de la figura N°5, se refieren a un indice acumulativo de marcacion y
por lo tanto, son una medida de la iniciacién de la sintesis de ADN. A diferencia de un
experimento realizado con marcacién por pulsos, las células permanecen en contacto con la
marca desde el comienzo de la estimulacién, lo cual significa que es también, una medida de la
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proporcién de células que alin no han entrado en la fase S (en otras palabras, 100% células
totales, menos el porcentaje de células en fase S, nos da la cantidad de nicleos que no han entrado
en fase S). Este dltimo proceso, es cuantificado por una tasa constante k, que se define como: el
porcentaje de las células no marcadas (y), en un tiempo dado (t), se grafica como logaritmo en
base 10 de y versus t en horas. Las lineas rectas dadas por logo y = a — b.t, se calculan para
tiempos mayores de 1S horas, en el caso de células no tratadas y 22 horas para las células
pretratadas con TPA. Las constantes k de primer orden, fueron calculadas por métodos
geométricos a partir de la tangente de la recta, dado que k = In 10 b. Los valores mdximos y
minimos de k varian dentro de un 10-15%.

A.3.2 Incorporacion de Timidina [metil *H]. Medicién de material precipitado por écido.

Los cultivos confluentes y quiescentes son marcados radioactivamente mediante la exposicién
de los mismos a timidina [metil 3H] (18Ci/mmol), a una concetracién final de 3 uM de timidina,
con una actividad especifica de 1 pCi/ml, junto a los estimulos, durante 28 hs (salvo que se
indiquen otros tiempos). Los cultivos realizados por duplicados, se procesan como se describe
para la autorradiografia, salvo que al final se realiza un tnico lavado con EtOH absoluto. Luego
se lisan las células con 1 ml de una solucién 1% (v/v) sodio dodecil sulfato (SDS) y 0.2N de
NaOH (preparada en el momento de uso, previo calentamiento de la misma a 37- 45°C) y se deja
unos 5 min. Se toma una alicuota de 500 pl a la que se afiaden 100 pl de una solucién de TCA
100% (p/v), para neutralizar el NaOH, y 3 ml de liquido de centelleo Tolueno-TX-100. La
radioactividad fue medida en cuentas por minuto (cpm), en un contador para emisores beta (LKB
Rack Beta, PHARMACIA) con el programa provisto por el fabricante para ’H.

A.3.3 Nimero de Células.

La cantidad de células por cultivo fue analizada después de 48 hs. de agregados los estimulos a
cultivos confluentes y quiescentes, después de la ronda de divisién celular. Las monocapas
celulares cultivadas en placas de 60 mm. de diametro, fueron tripsinizadas y contadas a través del
uso de la cdmara de Neubauer, como del uso del Coulter Counter, obteniéndose resultados
similares.

A.4. Transporte de Glucosa.

Cultivos confluentes y quiescentes de Swiss 3T3, en placas de 35 mm de diametro, fueron
estimuladas durante 6 hs, con los estimulos indicados en cada caso. Luego, las monocapas fueron
lavadas dos veces con medio DMEM sin glucosa, finalmente se dejaron en este medio. Después
del cambio de medio se vuelven a agregar los estimulos correspondientes, junto a una solucién de
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2-deoxi-D-glucosa [’H] (30 Ci/mmol), siendo la concentracién final de la misma 50 UM de 2-
deoxi-D-glucosa, con una actividad especifica de 2,5 uCi/ml. Luego de 10 min. de incubacidn a
37°C y 10% de Pco,, se realizaron dos lavados con solucién fisioldgica fria. Se agregé 1 ml/placa
de TCA 5% (v/v) y se incubaron durante 30 min. a 4°C. Se tomaron 0,5 ml de muestra y se les
agregd liquido de centelleo y se contaron las cpm en un contador para emisores beta (LKB Rack
Beta, PHARMACIA) con el programa provisto por el fabricante para *H.

A.5. Extraccion de Proteinas.
A.5.1. Método de la Precipitacién por Acido.

Este método, se utiliza generalmente para cuantificar las proteinas totales de los cultivos
celulares. Se aspira el medio de cultivo de las monocapas. Se lava una vez con solucién
fisioldgica. Se lisan las células con el agregado de | ml/placa de la solucién 1% (v/v) SDS, 0.2 N
NaOH (preparado en el momento de uso, ver seccién A.3.2.). Se toman por duplicado una alicuota
de cada placa y se precipita con TCA 100% (p/v), llevando su concentracién final a un 10 %
(v/v), y se deja 10 min. en frio. Se centrifuga durante 15 min. en una centrifuga clinica a 4000
rpm (Sorvall GLCH4). Se realiza un lavado del precipitado con una solucién de TCA al 5% (v/v), a
temp. amb. Se realiza una segunda centrifugacién igual a la primera. Se resuspende el precipitado
en | ml de agua y se le agrega 1 ml de la solucién A del método de Peterson (una modificacidn
del método de Lowry, ver seccién A.6.) y se continda con el protocolo de cuantificacién de
proteinas.

A.5.2. Extraccion con Buffer RIPA.

Este método, fue utilizado para extraer proteinas a ser utilizadas en la técnica de “western
blot”, para inmunodetectar la ciclina D1 (cyc D1), CDK4 y los receptores del TGF-B]. Se aspira el
medio de cultivo de la monocapa celular y se lava dos veces con PBS. Se agrega 1 ml/placa de
PBS y la monocapa se despega por accién mecanica, raspando la placa con una goma. Se junta la
muestra con pipeta automdtica y se la pasa a un microtubo de 1,5 ml. Se centrifuga en una
microcentrifuga refrigerada a 4°C (Eppendorf), a 4000 rpm, durante 5 min., para bajar las células.
Se descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 60 ul de buffer RIPA: 150 mM
NaCl, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 5% de deoxicolato (DOC), 0.1% de SDS, y 50 mM Tris-HCl,
pH 8. En el momento de uso se adicionan al buffer RIPA ortovanadato de sodio (100 pM,
Na3VOa), para metil sulfonil fluorido (2 mM, PMSF), leupeptina (10 pg/ml, Leu), y aprotinina
(20 pg/ml, Apro). Se deja en hielo durante 20 min. Se congelan a —80°C durante 20 min. Se pasan
nuevamente a hielo, durante 20 min. Se agitan vigorosamente (agitador mecénico Vortex), durante
10 segundos. Se realiza una centrifugacién a 15.000 xg (microcentrifuga refrigerada Eppendorf), a
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4°C, durante 10 min. Se guarda el sobrenadante a —80°C. Se cuantifican las proteinas por el
método de Peterson (ver seccién A.G.).

A.5.3. Extraccion con Buffer de Craqueo 6 Laemmli.

Se aspira el medio de las monocapas celulares y se lavan dos veces con PBS. Se lisan las
células con el agregado de 100 pl de buffer de craqueo 6 de Laemmli, para las muestras de
proteinas que van a ser separadas por electroforesis, concentrado 2X [1X= 125 mM Tris-HC] pH
6.8, 2% (p/v) SDS, 5% (v/v) glicerol, 0.003% (p/v) azul de bromofenol, y 1% (v/v) de B-
mercaptoetanol], calentado previamente a 95°C durante 5 min. Las células son despegadas
mecdnicamente por arrastre de la placa con una goma. Se junta la muestra con pipeta automdtica
y se pasa a un microtubo de 1,5 ml. Se hierven a 95°C durante 5 min. Se enfrian y para reducir la
viscosidad de la muestra se la hace pasar varias veces por jeringa con aguja de 26 gauge (6 bien
puede ser sonicada). Se centrifuga a 14.000 rpm en microcentrifuga refrigerada (Eppendorf) a 4°C,
durante 5 min., para remover el material insoluble. Se recupera el sobrenadante y las muestras son
cuantificadas con el método de Peterson, previa purificacion de las sustancias que interfieren con
la medicién. Las muestras son guardadas a —80°C. Este método, fue utilizado para extraer
proteinas a ser utilizadas en la técnica de “western blot” para inmunodetectar la PKCo, MAPK ,
CDK4 y los receptores del TGF-B].

A.5.4. Extraccion de proteinas para realizar la medicién de actividad de la MAPK.

Se aspira el medio de las monocapas celulares, después de los estimulos, y se lavan dos veces
con PBS. Se lisan las células con el agregado de 400 ! de buffer de lisis: 50 mM Tris-HCl pH
7.5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 40 mM Na,P,04, 200 uM Na3VOy,, 1% (v/v) TX-
100, 1,8 mg/ml PMSF, 75 pg/ml leu, 40 pg/ml apro. Se deja el buffer de lisis, en contacto con la
monocapa sobre hielo durante 20 min. Las células son despegadas mecanicamente por arrastre de
la placa con una goma. Se junta la muestra con pipeta automatica y se pasa a un microtubo de 1,5
ml. Para reducir la viscosidad de la muestra, se pasa esta varias veces por jeringa con aguja de 26
gauge (6 bien puede ser sonicada). Se centrifuga a 14.000 rpm en microcentrifuga refrigerada
(Eppendorf) a 4°C, durante 5 min., para remover el material insoluble. Se recupera el sobrenadante
y se procede a medir la actividad de la MAPK (6 bien son guardadas a —80°C, hasta el momento
de la medicién de la actividad, ver seccién A.9).

A.6. Cuantificacion de Proteinas.

Basado en el método de Peterson (1983, modificacién del método de Lowry). Reactivo A: 1
volimen de CTC [0.1% (p/v) de sulfato de cobre, 0.2% (p/v) de tartrato de sodio y 10% (p/v) de
carbonato de sodio], 2 vol. de agua y 1 vol de 0.8N NaOH. Reactivo B: 5 vol. de agua y 1 vol. del
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reactivo de Folin-Ciocalteau. A 1 ml. de muestra se le agregan 1 ml. de reactivo A, se dejan 10
min. a temp. amb. Luego se agregan 0.5 ml. del reactivo B y se dejan 30 min. a temp. amb. Se lee
la absorbancia a 750 nm. (espectrofotémetro GILFORD). En el caso de que haya sustancias que
interfieran con la medicién se procede de la siguiente manera: la muestra se la lleva a un volimen
final de I ml. y se agregan 0.1 ml. de una solucién de DOC de 0.15% (p/v), y se lo deja unos 15
min. Se agregan 0.1 ml. de una solucién de TCA de 72% (v/v). Se centrifuga durante 15 min. en
centrifuga de mesa (Sorvall GLC4). Se descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado en
1 ml. de agua y se sigue con el protocolo como se indica arrriba.

A.7. Electroforesis de Proteinas y Transferencia a Membrana de Nitrocelulosa (Técnica de
“Western Blot”).

El protocolo que se usa, estd descripto en el libro de técnicas de Sambrook et al. (1995). La
mezcla de acrilamida y bisacrilamida usada es de 30%, como indica el libro. El buffer de
electroforésis se compone de la siguiente manera: Tris (3.03 gr/l), glicina (14.4 gr/l) y SDS (I
gr/l), pH 8,3. El buffer de siembra de las muestras de proteinas: 125 mM Trnis-HCI pH6.8, 2%
(p/v) SDS, 5% (v/v) glicerol, 0.003% (p/v) azul de bromofenol, y 1% (v/v) de B-mercaptoetanol.
Los geles, salvo que se indique lo contrario, se realizan en las minicubas de Hoeffer. Cada gel se
somete a un corriente constante de 20 miliamperes. El porcentaje del gel se indica para cada caso
en particular y estd descripto en la leyenda de la figura correspondiente. Una vez finalizada la
electroforésis, las proteinas son transferidas a membranas de nitrocelulosa (con poros de 45 pum,
Whatman) en la cuba de transferencia de Bio-Rad. El buffer de transferencia utilizado es: Tris
(3.03 gr/l), glicina (14,4 gr/l), metanol (200 ml/l). Las transferencias en general, se realizan a
voltaje constante de 100 volts durante una hora, salvo que se indique lo contrario. Las proteinas
son visualizadas, tifiendo la membrana con una solucién de rojo Ponceau: una dilucién 1/10 (v/v)
en 1% (v/v) dcido acético de una solucion de partida de rojo Ponceau 2 % (p/v) en 30 % de TCA

(p/v).

A.8. Inmunodeteccion de Proteinas Transferidas a Membranas de Nitrocelulosa.

La inmunodeteccidn de proteinas, se realiza utilizando el sistema de quimioluminiscencia ECL
(Amersham). La membrana de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se bloquea durante una
hora en buffer PBS que contiene 0.1% (v/v) Tween-20 (T-20) y 10% (p/v) leche descremada. La
incubacién con el primer anticuerpo, se lleva a cabo toda la noche a 4°C en PBS con 0.1 % (v/v)
de T-20 y 5% (p/v) de leche descremada (salvo que se indique lo contrario). Las diluciones del
primer anticuerpo, se indican en la leyenda de la figura correspondiente. La incubacién con el
segundo anticuerpo anti inmunoglobulinas de ratén 6 conejo 6 cabra conjugados con peroxidasa
(SIGMA, DAKO), se llevan a cabo durante una hora a temp. amb. Las diluciones son en general
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1/5000 (v/v), salvo que se indique lo contrario, en PBS con 0.1 % (v/v) de T-20 y 5% (p/v) de
leche descremada. La deteccién de la quimioluminiscencia, se realiza segln indicaciones del
fabricante. La pelicula utilizada es KODAK X-OMAT, XAR-5, revelada con los reactivos
descriptos en la seccion A.l.xxvi.

A.9. Ensayo de Actividad de MAPK.

Se toma la muestra extraida como se explica en el paso A.5.4, y se le agrega 1 ul de anticuerpo
policlonal anti MAPK (también llamado anti ERK2, Santa Cruz). Se deja incubando dos horas en
hielo, con agitacién ocasional. Se afiaden 25 pul de proteina A-Sepharose (resina de Pharmarcia) y
se agita constantemente durante 10-15 min. a 4°C. Luego se realiza la siguiente serie de lavados:
3 X de PBS, 1% (v/v) NP-40, 2 mM Na3VOs; 1 X de 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 0,5 M LiCl; y 1
X del buffer de reaccién para quinasa (12,5 mM MOPS pH 7.5, 12,5 mM B-glicerofosfato, 7,5
mM MgCl,, 0,5 mM EGTA, 0,5 mM NaF, 0,5 mM Na3VQs). Finalmente, se resuspenden las
esferas de la resina proteina A-Sepharose en buffer de reaccién para la quinasa que contiene 3,3
UM DTT, 1 uCi ATP[P*%y, 3000 Ci/mmol], 20 uM de ATP, 1,5 mg/ml de proteina bdsica de
mielina (MBP, SIGMA). Después de 30 min. a 30°C, la reaccién se frena, con el agregado de 10
pl de 5X del buffer de craqueo 6 Laemmli. Las muestras se calientan a 95°C, durante 5 minutos y
las muestras son sometidas a electroforésis en un gel 12% de acrilamida-bisacrilamida, a 40 volts
toda la noche. Luego el gel se seca y por Gltimo se coloca una placa de rayos X para detectar la
marca radioactivo que hay en el mismo.

De la muestra se separa una alicuota de 30 6 50 ul que y las proteinas totales se someten a una
electroforesis en un gel 10 % de acrilamida-bisacrilamida. Luego se transfiere a una membrana de
nitrocelulosa y se realiza un western blot, utilizando como primer anticuerpo el policlonal anti
ERK?2 (Santa Cruz), y como segundo anticuerpo, un policlonal anti conejo conjugado con
peroxidasa (Sigma). El resultado se obtiene a través de la quimioluminiscencia revelada por el
sistema ECL (Amersham). Esto da una idea de la cantidad de proteinas especifica por muestra.

A.10. Detecciéon por Inmunofluorescencia de Smad4.

Luego de los estimulos, las células (que fueron crecidas sobre cubreobjetos N°2 de espesor, de
18 mm. de didmetro) se lavan dos veces con PBS (previamente calentado a 37°C). Se fijan las
células con una solucién 10 % (v/v) de formaldehido, durante 10 min. a temp. amb. Se realizan
tres lavados, de 5 min. cada uno, con PBS a temp. amb. Se permeabilizan las células con una
soluciéon Metanol-Acetona (1:1), durante 2 min. a temp. amb. Se realiza un lavado de 5 min. a
temp. amb., con PBS, 0,1 % (v/v) T-20. Se preincuban las células con una dilucién 1/10 de suero
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inactivado de cabra en PBS (segun el anticuerpo conjugado con el fluorocromo a ser utilizado),
durante 30 min. a temp. amb. Se incuban las células con el anticuerpo monoclonal anti Smad4
(200 mg/ml, Santa Cruz, Inc.), con una dilucién 1/10 en PBS, toda la noche a 4°C. Las células se
lavan tres veces (5 min. cada lavado) con PBS. Se incuba una hora a temp. amb. y en oscuridad,
con el segundo anticuerpo un policlonal anti inmunoglobulinas de ratén obtenido en cabra,
conjugado con fluoresceina (SIGMA), en una dilucién 1/50 en PBS. Finalmente, las células se
lavan tres veces con PBS (5 min. cada lavado), y se montan los cubreobjetos sobre portaobjetos
con una solucién PBS-Glicerol (1:1). Se observan los preparados en un microscopio con
fluorescencia para luz azul. Las fotos obtenidas se realizan con un rollo para fotos de 400 ASA,
blanco y negro (AGFA). El objetivo utilizado se indica en cada foto.
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