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RalA Participa en los Mecanismos de Transformacion

Inducidos por los Oncogenes v-Ras, v-Raf Y v-Src

RalA pertenece a la familia de GTPasas pequefias Ras y es un efector
de la misma. Como tal, posee un importante rol en los mecanismos de trans-
duccién de senales del protooncogén Ras. En esta Tesis se detallan los expe-
rimentos realizados a fin de investigar un posible papel de RalA en los meca-
nismos de transduccion oncogénica que promueven un aumento en la sobrevi-
da celular y una modificacion del citoesqueleto que deriva en una capacidad
migratoria incrementada. Para ello, se utiliz6 como modelo fibroblastos murinos
NIH3T3 sobreexpresando o no los oncogenes virales v-Ras, v-Raf 6 v-Src, y
coexpresando o no una mutante dominante negativa de RalA, S28N-RalA. Se
demuestra que RalA actua de forma independiente de otras vias de transduc-
cion activadas por Ras, tales como MEK/Erk y PI3K/PDK/Akt en la promocion
de la sobrevida celular y en la desorganizacion de las fibras de stress de actina.
Asimismo, se propone una nueva via mediante la cual RalA mediaria la inhibi-
cion de la activacion de p38 inducida por la sobreexpresion de oncogenes. Es-
tos resultados podrian explicar observaciones previas de que la inhibicion de la
actividad RalA por sobreexpresion de S28N-RalA impide por completo la tumo-

rigenicidad de fibroblastos transformados por v-Ras 6 v-Src.



RalA is Involved in the Transformation Mechanisms Induced by

the Oncogenes v-Ras, v-Raf and v-Src

RalA belongs to the Ras family of small GTPases and it is a Ras down-
stream effector. As such, it has an important role in the signal transduction
mechanisms of the Ras protooncogen. In this Thesis, there are shown the ex-
periments performed in order to investigate a possible role of RalA in the
mechanisms of oncogenic signal transduction leading to an increased cell sur-
vival and cytoskeleton modifications promoting an increase in the migratory ca-
pacity. This was achieved by using as a model mouse fibroblasts NIH3T3 over-
expressing or not the viral oncogenes v-Ras, v-Raf or v-Src, and coexpressing
or not a dominant negative mutant of RalA, S28N-RalA. Here, it is demon-
strated that RalA acts independently of other signal transduction pathways acti-
vated by Ras, such as MEK/Erk and PI3K/PDK/Akt in promoting cell survival
and actin stress fiber disorganization. Also, a novel pathway is proposed, in
which RalA would mediate the inhibition, induced by oncogene overexpression,
of p38 activation. These results may explain the previous observations that in-
hibition of RalA activity by overexpression of S28N-RalA completely inhibits the

tumorigenicity of NIH3T3 fibroblasts transformed by v-Ras or v-Src.
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Resumen 9

Se presenta al comienzo, y segun lo dispuesto por el Reglamento de
Tesis, un breve resumen, tanto en castellano como en inglés. Sin embargo, a
continuacion se ofrece un resumen expandido, a fin de promover la compren-
sion del modelo utilizado y de las vias de transduccidén que se propone estan
involucradas en la promocién de la tumorigénesis de células NIH3T3.

La transformaciéon maligna involucra profundos cambios fenotipicos en
los mecanismos de transduccion de sefales, que conducen a la alteracion de la
regulacion de la replicacion, la diferenciacién y la sobrevida celular, asi como a
la modificacion del entorno celular, tanto en lo que respecta a la matriz extrace-
lular (MEC) como a la capacidad de adhesién célula-célula o célula-MEC. To-
das estas alteraciones son producto de unos pocos cambios a nivel genotipico.
La determinaciéon y estudio de los cambios genotipicos involucrados en la
transformacién maligna promoveran un conocimiento que podra luego ser tra-
ducido en la generacion de terapéuticas racionales y dirigidas, en el corto o
mediano plazo, a fin de erradicar tanto el tumor primario como su diseminacion
metastasica.

Ras cuenta entre las moléculas mayormente modificadas, apareciendo
mutaciones de ésta en alrededor del 30% de los tumores humanos. Entre las
moléculas activadas rio abajo de Ras se encuentran PI3K, asociada con la in-
hibicion de la muerte celular, Raf, involucrada en la induccion de la proliferacion
y la familia de RalGEFs, activadores de RalA y RalB. Aunque estas ultimas pro-
teinas no han sido tan estudiadas como las anteriores, se sabe que Ral modula
el trafico vesicular y la proliferacion. Ademas, RalA induce la activacion de

RalBP1, la cual inhibe a su vez a CDC42. Esta ultima puede activar a p38, un
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miembro de la familia MAPK involucrado en la respuesta a stress celular y en la
induccién de apoptosis. Recientemente, nuestro laboratorio y otros han descrip-
to que la actividad de RalA es imprescindible para la tumorigénesis, la adquisi-
cion de un fenotipo metastasico y el aumento en la secrecion de proteasas in-
ducidos por oncogenes. En particular, en nuestro laboratorio, en colaboracién
con el Dr. David Foster (CUNY) y el Dr. Larry Feig (Tufts University) se ha de-
mostrado que la inhibicion de la actividad RalA por expresion de una variante
dominante negativa S28N-RalA es suficiente para abolir completamente la ca-
pacidad de induccion de tumorigénesis por la expresién de los oncogenes v-
Ras, v-Raf 6 v-Src.

Mucho resta por comprender en cuanto a los mecanismos por los cuales
la transformacién por oncogenes de las células NIH3T3 depende de una activi-
dad RalA intacta. El objetivo en el presente trabajo de Tesis fue determinar el
rol de RalA en la regulacion de varios aspectos de la transformacion maligna,
analizando su capacidad de mediar las senales inducidas por variantes virales
oncogeénicas de ras, raf y src (v-Ras, v-Raf y v-Src) en cuanto a la regulacion
de la configuracién del citoesqueleto, la formacién de la MEC, la capacidad mi-
gratoria y la sobrevida celular. Para ello, se utilizé un modelo de transformacién
maligna por transfeccidn estable con estos oncogenes en la linea continua de
fibroblastos murinos NIH3T3 y, a fin de estudiar las vias dependientes de RalA,
cotransfeccion o no con una variante dominante negativa de RalA, S28N-RalA.

Se demuestra que la actividad RalA es necesaria para la inhibicion de la
expresion de fibronectina y de su fibrilogénesis inducida por los oncogenes v-

Ras, v-Raf 6 v-Src. Asimismo, la desorganizacién del citoesqueleto de actina y
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de los complejos de adhesién focal (FAC) y la desregulacion de tropomiosinas
inducida por los oncogenes fue revertida por la inhibicion de RalA. La desorga-
nizacion del citoesqueleto de actina y de los FAC inducida por los oncogenes
desaparece si estas células se cultivan sobre una capa de fibronectina, sugi-
riendo que la unién a FN es suficiente para inducir fibras de stress (SFs) aun en
el contexto de la sobreexpresion de los oncogenes. Sin embargo, la unién de la
FN a su receptor integrina 1 demostré no ser necesaria para la formacion de
SFs en las células control. Asimismo, la desaparicion de las SFs en células
NIH3T3-v-Ras fue parcialmente revertida en presencia de inhibidores farmaco-
l6gicos de MEK o PI3K o por la sobreexpresion de MKKGED (una variante cons-
titutiva del activador de p38, MKK6) o V14-RhoA. La restauracion de las fibras
de stress y de los FAC por la inhibicion de RalA dependié de las actividades
p38 y RhoA, segun ensayos con el inhibidor farmacolégico de su actividad ca-
talitica, SB203580, o por la sobreexpresion transiente de una mutante domi-
nante negativa de p38 o de N19-RhoA, respectivamente. En conjunto, estos
resultados sugieren que el oncogén v-Ras (y posiblemente también v-Raf y v-
Src), induce la desaparicion de fibras de stress en fibroblastos NIH3T3 a través
de una via que involucra la activacion de RalA y la inactivacion de p38, de for-
ma paralela a la activacién de PI3K y Raf y en paralelo o rio arriba de Rho. Ni
la expresidon de los oncogenes ni la coexpresion de la dominante negativa indu-
jeron cambios mayores en la organizacién de los microtubulos. Ademas, se ob-
servo que la expresion de los oncogenes promovié un importante aumento de
la capacidad migratoria de células NIH3T3, mientras que la coexpresion de

S28N-RalA inhibié en un 50% este efecto.
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Dado que la actividad RalA es necesaria para la tumorigénesis inducida
por los oncogenes, se estudid si este efecto se debia a una mayor capacidad
de las células transformadas para sobrevivir in vivo. Como era esperable, se
observé que, si bien las células control mueren a los pocos dias de ser inocula-
das en la dermis de ratones singeneicos, la sobreexpresion de los oncogenes
permitié a estas células sobrevivir y multiplicarse. En cambio, la coexpresion de
S28N-RalA restaurd en gran medida la muerte observada en las células con-
trol, demostrando que la actividad RalA es necesaria para la sobrevida a corto
plazo in vivo y sugiriendo que la adquisicion de resistencia a la apoptosis es un
prerrequisito para la generacion de tumores in vivo. A fin de estudiar los meca-
nismos involucrados en la promocion de la sobrevida celular, se realizaron en-
sayos in vitro. La expresion de los oncogenes indujo una profunda inhibicion de
la muerte celular inducida por privacion de anclaje, privacion de suero o trata-
miento con cisplatino. En cambio, la inhibicion de RalA por la coexpresion de la
dominante negativa revirtid este efecto, demostrando que RalA es necesaria
para la promocion de sobrevida por estos oncogenes. El tratamiento de priva-
cion de suero indujo en las células control un marcado aumento en el nivel de
activacién de p38, que fue inhibido por la expresién de los oncogenes. La co-
expresion de S28N-RalA restauré la activacion de p38 a niveles similares al de
las células control. Mas aun, la inhibicién farmacolégica de p38 por pretrata-
miento con SB203580 inhibié la muerte por privacion de suero en todas las li-
neas celulares, demostrando la necesidad de p38 para la inducciéon de muerte
celular inducida por privacion de suero y sugiriendo que RalA podria mediar la

sobrevida a través de la inhibicién de la activacion de p38.
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En conclusién, en este trabajo se demuestran dos nuevos roles para la
proteina RalA como efector de los oncogenes v-Ras, v-Raf y v-Src en fibroblas-
tos NIH3T3: por un lado, la modulacién del citoesqueleto y la matriz extracelular
(con un importante efecto en la motilidad celular) y, por otro lado, la promocién
de sobrevida frente a estimulos proapoptéticos, nuevos posibles blancos tumo-
rales para la terapia contra la célula maligna.

A la luz de estos resultados y en el contexto de nuevas publicaciones
aparecidas durante la realizacion de estos estudios, se propone que RalA ten-
dria un papel fundamental en las vias de transduccion de sefales involucradas
en la transformaciéon maligna, tanto de células de estirpe mesodérmica como
de estirpe epitelial. RalA puede convertirse en un blanco interesante para el di-

sefio de terapias antitumorales.
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Introduccién

Numerosas evidencias, tanto experimentales como clinicas, sugieren
que las células tumorales se distinguen de sus pares normales en la expresion
y actividad diferencial e inapropiada de moléculas involucradas en procesos
celulares normales, como la proliferacién, la sobrevida, la diferenciacion y la
migracion celulares (revisado en el articulo de Hanahan y Weinberg, 1). La ex-
presion génica esta sujeta a una estricta regulacién por parte de la maquinaria
de senalizacion intracelular, y pequenas alteraciones en los componentes mo-
leculares de esta maquinaria pueden producir profundos cambios en el patron
de expresion proteica. El estudio de las vias de transduccion de sefales acti-
vadas o inactivadas en la célula maligna permitiria identificar nuevos blancos
moleculares para la prevencion de la transformacion maligna y la intervencion
terapéutica sobre el crecimiento y la diseminacion tumoral.

En la presente Tesis se propone una nueva via de transduccion de se-
Rales relevante para el entendimiento de la patogénesis de tumores con activa-
cion del oncogén Ras y moléculas relacionadas. Se ofrecen una introduccion a
las moléculas estudiadas en el contexto de la biologia tumoral y una breve des-
cripcion de cada uno de los métodos experimentales utilizados. A fin de facilitar
la comprensiéon de los resultados y dada la complejidad de la sefalizacion in-
ducida por Ras, la introduccién no intenta describir por completo todas las vias
de senalizacion posiblemente relacionadas, sino solamente aquellas relaciona-
das directamente a esta Tesis. Los resultados obtenidos en cuanto a la regula-
cion del citoesqueleto y la motilidad celular se presentan separados de los rela-
cionados con la respuesta a stress y sobrevida celular. Luego, a fin de juzgar

mas cabalmente los resultados en el contexto de las funciones conocidas de
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16 Introduccion

RB6A
ARL3
RASD1
RALA
RASM
RRAS
RASN
RASL
RASK
C-H-RAS
RIT
RIN
ROC2
REM
RRAD
GEM
RAN
RANT
RHOD
RHON
RAC2
RHOC
RHOA
RB23
RAH1
RB20
RB24
RB17
RAB33B
RB33
RB19
RAB8
RB3A
RB3D
RB18
RB25
R11B
R11A
RAB2
RB4A
RAB7
RAB9

Figura 1 — Arbol filogenético no exhaustivo de los genes de la familia
Ras en ratén, segun BLAST para la secuencia de RalA de ratén, ali-
neamiento multiple segun MACAW vy filogenia segun Phylip. Se utiliza-

ron las secuencias accesibles en 2001.



Introduccién

RalA, se ofrece una extensiva revision bibliografica que abarca sus multiples
facetas como regulador de la biologia celular. Se discuten finalmente los resul-

tados obtenidos a la luz del conocimiento actual.

LA SUPERFAMILIA RAS

La superfamilia Ras

La superfamilia de GTPasas monoméricas Ras cumple un rol clave en la
regulacion de las funciones celulares, actuando como nodo de integracion de
las distintas sefales, tanto intracelulares como extracelulares (2,3,4). Esta su-
perfamilia estda compuesta por decenas de proteinas, todas ellas con alta
homologia de secuencia (Figura 1), y se divide en dos familias, Ras y Ran
(Figura 2). Los miembros de la familia Ran tienen localizacion nuclear y su fun-
cion primordial es la de regular el transporte nucleocitoplasmatico. La familia
Ras, a su vez, se subdivide en las subfamilias Ras, Rho y Rab. Esta ultima
contiene a proteinas que regulan el transporte vesicular. La familia Rho, com-
puesta por las proteinas Rho, Rac y CDC42 (incluyendo todas las isoformas de
estas proteinas), tiene un papel fundamental en la regulacion del citoesqueleto,
la matriz extracelular (MEC), la adhesion y la migracién. La familia Ras esta
compuesta por las subfamilias Ras (H-Ras, N-Ras y K-Ras), Ral (RalA y RalB)
y Rap y sus funciones son variadas, desde el control del transporte vesicular
hasta la replicacion, la sobrevida, la diferenciacion y la migracion. Si bien cada
familia de proteinas tiene funciones bien conocidas, son muchas las funciones
que aun hoy se siguen descubriendo y el solapamiento de roles entre ellas es

cada vez mas notorio (5,6). Por ejemplo, es cada vez mas evidente que la fami-
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lia Rho juega un papel preponderante en la respuesta al stress celular y en el

control de la sobrevida celular (7).

Estructura y modo de activacion

Todas estas proteinas tienen una estructura similar, conteniendo domi-
nios estructurales muy conservados en toda la superfamilia (Figura 3A). Entre

los dominios mas importantes se encuentran el de unidon a activadores, el de

Familia Ras

Ran Ras
GTPasas nucleares GTPasas citosolicas

Ras Rho Rab
Ran Ras Rho Rab
RanB Ral Rac R27
Rap CDC42
Transporte Crecimiento Citoesqueleto Trafico
nuclear Sobrevida Migracién vesicular

Diferenciacion
Citoesqueleto
Trafico vesicular

Figura 2 — Composicion de la familia de GTPasas Ras. La agrupacion

corresponde a similaridad en estructura, secuencia y funcién de cada

miembro. Sélo se muestran algunos ejemplos de cada familia y/o

subfamilia.
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Uniona Dominio CAAX
GDP/GTP efector

B Molécula Inactiva

HGDP
Pi
Hz

GTP
GDP
O
GTP
GTP
GEF GAP

@GTP

Molécula Activa

Figura 3 — A. Estructura tipica de las GTPAsas de la familia Ras. Se
componen de un dominio de unién a guanina, un dominio efector me-
diante el cual unen y modulan la activacién de las moléculas de senali-
zacion rio abajo de ellas y un motivo carboxi-terminal CAAX mediante
el cual unen un grupo lipidico isoprenilico para su anclaje en membra-
na. B. Ciclo de activacion (reemplazo de una molécula GDP por GTP),
mediada por factores de intercambio de guanilo (GEFs), e inactivacion
(hidrélisis de la molécula de GTP a GDP), inducido por proteinas acti-

vadoras de la GTPasa (GAPs).

19



20 Introduccion

unién a GTP, el dominio efector y el dominio de farnesilacién/isoprenilacion
(8).Tanto el dominio de unién a activadores como el de union a efectores man-
tienen un patron estructural similar en todos los miembros, pero difieren en
aquellas secuencias que determinan la especificidad de unidén a sus proteinas
activadoras o efectoras, proporcionando de esta forma el mecanismo de espe-
cificidad de funcibn de cada una de ellas. EI dominio de farnesila-
cién/isoprenilacion es necesario para anclar estas proteinas a la membrana
plasmatica y se encuentra presente en toda la superfamilia, excepto en la fami-
lia Ran de GTPasas nucleares, a las que la presencia de este dominio dificulta-
ria su localizacién nuclear.

Ante un estimulo, estas proteinas desplazan una molécula de GDP uni-
da a ellas para ser reemplazada por una molécula de GTP (Figura 3B). Una
vez unidas a GTP, estas proteinas se encuentran en su forma activa y son ca-
paces entonces de unir y activar a sus proteinas efectoras. El fin de la activa-
cion es la hidrdlisis de la molécula de GTP a GDP, para lo cual es imprescindi-
ble la presencia de un residuo de serina cerca del extremo amino de la protei-
na. A esta capacidad hidrolitica deben su nombre de GTPasas.

El mecanismo de regulacion es muy parecido al mecanismo de las pro-
teinas G acopladas a receptores serpentina o de siete pasos transmembrana.
Sin embargo, éstas ultimas son proteinas triméricas de mayor peso molecular,
lo que les permite realizar su actividad de manera auténoma; en cambio, las
GTPasas monoméricas, de soélo 21 kDa, necesitan de proteinas auxiliares para
ejecutar los pasos de activacion e inactivacion. Estas proteinas, imprescindi-

bles en la regulacion de los procesos de transduccion de sefiales, pueden clasi-
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ficarse, segun su funcioén, en cuatro clases principales: GAPs, GDIs, GDSs y
GEFs.

Las GAPs (GTPase activator proteins) son proteinas inhibitorias, que
promueven la hidrdlisis de la molécula de GTP vy, por lo tanto, la inactivacion de
las GTPasas; las GDIs (guanine dissociation inhibition) actuan estabilizando la
unién a GDP vy, por ende, dificultando la activacion; las GDSs (guanine disso-
ciation stimulator) actuan desestabilizando la unién a la molécula de GDP; vy,
por ultimo, las proteinas GEFs (guanine exchange factor) realizan el intercam-
bio de GDP por GTP. Entonces, tanto las proteinas GDS como GEF son acti-

vadoras de las GTPasas.

Las vias activadas por Ras

Ras ejerce su actividad a través de la regulacién de distintos efectores.
Se han encontrado al menos doce efectores de Ras hasta el momento (3). Tres
de ellos son los que mas se han estudiado: Raf, PI3K y RalGDS. Si bien el so-
lapamiento de actividades de estas proteinas es notable, Raf, a través de la ac-
tivacion de la via MEKJ/Erk, esta descripta como un inductor fundamental de la
replicacion y la diferenciacion celulares; PI3K, por medio de la activacion de
PDK1/Akt es conocido como promotor de la sobrevida celular y RalGDS, a tra-
vés de la activacion de RalA y RalB, como regulador del transporte vesicular y
de la replicacion celular. Un sencillo esquema de las moléculas nombradas se
muestra en la Figura 4A. Un interesante modelo ampliamente utilizado para

demostrar los roles de cada una de estas vias en la sefalizacion rio abajo de
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Figura 4 — A. Principales vias de sefnalizacidon inducidas por Ras. La
unién de GTP por Ras permite a esta GTPasa unir y activar diversos
efectores rio abajo. Entre ellos, la subunidad regulatoria de PI3K, las
quinasas de treonina y serina Raf y varios factores GEF especificos pa-
ra las GTPasas RalA y RalB. B. Posicion de Ral en las vias de trans-
duccién de senales. Se muestran algunos activadores y vias reporta-

das activadas por Ral.
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Ras es un grupo de mutantes de Ha-Ras constitutivamente activas (Ha-
RasV12) que ademas contienen diferentes mutaciones en el sitio efector que

las convierten en activadores selectivas de una sola de estas tres vias (9).

La subfamilia Ral. Su lugar en la red de transduccién de senales

Se presenta aqui una breve descripcion de los mecanismos de sefaliza-
cion dependientes de Ral. Una detallada revision del tema se ofrece mas ade-
lante en la Discusion. La subfamilia Ral esta compuesta por dos proteinas, Ra-
IA y RalB, productos de dos genes distintos en los loci 7p14.1y 2cen q13, res-
pectivamente (10,11). La expresion de tanto RalA como RalB es ubicua, con
mayor intensidad en cerebro, testiculos y ovarios (12,13). Ral puede encontrar-
se en Drosophila y Echinococcus (14), pero no en levaduras (15). Son GTPa-
sas pertenecientes a la familia Ras y activadas por los GEFs RalGDS, Rgl1,
Rgl2 y RIf. Estas ultimas proteinas son efectores directos de Ras e inducen el
intercambio de GDP por GTP vy la activacién de RalA y RalB (16,17). Una vez
activadas, RalA y RalB translocan a membrana y son capaces de unirse a sus
efectores, entre los cuales se cuentan RalBP1, Arf6 y filamina (Figura 4B). Fi-
lamina esta involucrada en la morfologia celular y la estabilizacion del citoes-
queleto y en senalizacion intracelular (18,19,20). Cuando RalA se une a Arf6,
este dimero es capaz de unir y activar PLD1 (21,22), una fosfolipasa especifica
de fosfatidilcolina, la cual hidroliza esta molécula a acido fosfatidico y colina
(23). El acido fosfatidico es sustrato, a su vez, para la enzima PAP (ac. fosfati-
dico fosfatasa), siendo hidrolizado a diacilglicerol (DAG) y ortofosfato. EI DAG
asi generado puede activar a las isoformas clasicas y néveles de PKC (23).

RalBP1, el tercer efector de Ral, es una GAP especifica para CDC42 y, en me-
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nor medida, Rac (24). Estas GTPasas pertenecientes a la familia Rho regulan
el citoesqueleto, la respuesta al stress celular y la induccién de apoptosis
(25,26). RalBP1 también promueve la endocitosis de receptores de membrana
(27), posiblemente mediante la union a Reps1 (28), POB1 (29), la cadena u2
del complejo AP2 (30) o Arip2 (31,32).

Aunque se conocen en detalle algunos de los mecanismos moleculares
rio abajo de Ral, aun no se sabe el significado biolégico de estas relaciones.
Por ejemplo, Ral es capaz de inducir, por mecanismos aun desconocidos, la
activacién de NF-kB (33) y de AP1 (34,35,36) y la fosforilacion de miembros de
la familia Forkhead (37,38), todos ellos factores de transcripcion involucrados
en multiples procesos celulares, particularmente la regulacion de la sobrevida y
el control de la proliferacion celular. Asimismo, Ral puede ser activado de forma
independiente de Ras, por un aumento de la concentracion de calcio intracelu-

lar, posiblemente a través de la unién a calmodulina (39,40,41,42) (Figura 4B).

MIGRACION E INVASION

El movimiento celular comienza en los primeros estadios del desarrollo
embrionario y continua en toda la vida adulta. Muchos tipos celulares deben
viajar de un lugar a otro a fin de cumplir sus roles. Las células stem deben mi-
grar hacia donde se necesita una generacion de nuevas células, los componen-
tes del sistema inmune deben migrar hacia los sitios de inflamacion, etc. Para
ello, la célula debe ser capaz de reconocer distintos sustratos a fin de utilizarlos
como guia, degradar la matriz extracelular que bloquee su recorrido vy, final-
mente, cambiar constantemente su morfologia para lograr el movimiento. Ello

lo logra generando fuertes sitios de unién a la matriz extracelular en el frente de
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avance celular, ya sea a través de un lamelipodium o de filopodia (revisado en
43,44). A partir de estos sitios de union, genera luego la polimerizacion de acti-
na capaz de proveer la fuerza de tension suficiente para mover el citoplasma.
Esta tension se logra por la activacion de las miosinas que son las encargadas
de generar la contraccién de las fibras de actina. En la cola de la célula, los si-
tios de anclaje son degradados y la actina depolimerizada. Estos ciclos de po-
limerizacion y depolimerizacion se renuevan constantemente, proporcionando
la fuerza motriz necesaria para el movimiento migratorio e implica la capacidad
de la célula de adherirse al medio externo y, al mismo tiempo, despegarse de
él. Para ello, utiliza receptores de matriz extracelular (integrinas, ver abajo) y
proteasas, capaces de degradar la matriz circundante. Entre las proteasas mas
importantes para la migracion e invasion celulares, se cuentan la familia de las
metaloproteasas (MMPs) y el activador del plasmindégeno tipo uroquinasa

(uPA). Los roles de estas moléculas se han publicado ampliamente (45,46,47).

LA MATRIZ EXTRACELULAR

La célula depende de un entorno favorable para su existencia. Este en-
torno esta compuesto por las células adyacentes, moléculas solubles cercanas
y un lecho proteico que envuelve a la célula denominado matriz extracelular
(MEC). Los componentes moleculares de esta matriz varian segun la localiza-
cion, el tipo de célula al que envuelven y los tipos celulares adyacentes. Los
principales componentes de la MEC son los colagenos, la fibronectina, la vitro-
nectina y los proteoglicanos (48). Estas proteinas, casi todas ellas fibrilares,
forman un tejido que no solo provee un soporte fisico a la célula sino que tam-

bién cumple importantes roles bioldgicos, desde la union y regulacion de facto-

25



26 Introduccion

res de crecimiento hasta la unién directa a receptores en las membranas plas-
maticas (principalmente, de la familia de las integrinas). La célula esta constan-
temente recibiendo senales provenientes de la MEC, lo que resulta en respues-
tas bioldgicas correspondientes, que varian desde el crecimiento hasta el arres-
to o apoptosis. La MEC es asimismo imprescindible para la formacién y mante-
nimiento de la morfologia y la motilidad celulares.

La MEC es un ambiente en constante renovacién y cambio, sostenido
por la constante secrecion de componentes de la matriz por parte de los distin-
tos tipos celulares y por la accion continua de proteasas como las MMPs y
uPA, anteriormente mencionadas (48). Estas proteasas, ademas de promover
el recambio continuo de la MEC, son el medio para la liberacion de distintos
factores de crecimiento presentes en la MEC y retenidos por ésta. Por ultimo,
fragmentos de proteinas de la matriz extracelular pueden tener acciones distin-

tas a las del componente entero.

EL CITOESQUELETO

La generaciéon y mantenimiento de la morfologia celular es imprescindi-
ble para la funcion celular. Las distintas formas que puede adoptar una célula
quedan determinadas por un sistema proteico denominado citoesqueleto. Este
consta de varias “redes” de proteinas: los microtubulos (formados principalmen-
te por polimeros de tubulina), los microfilamentos (constituidos mayoritariamen-
te por polimeros de actina) y los filamentos intermedios (dependiendo del tipo
celular, formados por citoqueratinas o vimentinas).

Cada uno de estos componentes del citoesqueleto cumple ademas roles

especificos. Los microtubulos son indispensables para el trafico vesicular y pa-
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ra la division mitética. Los haces de actina proveen el soporte estructural basico
y la fuerza de tensién para el mantenimiento basico de la morfologia, asi como
para la formacién de proyecciones (filopodia o lamellipodia) y la migracién. Mi-
crotubulos y microfilamentos estan ambos altamente regulados por los comple-
jos de transduccion de sefiales y su generacion es dinamica, formandose vy
desarmandose constantemente para cumplir sus roles en la fisiologia celular

(49).

Mecanismos de regulacion de la polimerizacion de actina

La célula interactua con la matriz extracelular principalmente a través de
los receptores de tipo integrina. Esta interaccion induce el agrupamiento de in-
tegrinas y la formacién de acumulos en la membrana plasmatica. Las integrinas
son receptores heterodiméricos, formados por una subunidad a y una subuni-
dad B. Existes decenas de subunidades a y B y es la combinacion de ambas
subunidades lo que define a la integrina. Si bien ambas subunidades son nece-
sarias para la selectividad de unidon a componentes de la matriz, es la subuni-
dad B la responsable de la transduccion de sefiales. En cultivos bidimensiona-
les, los acumulos de integrinas inducidos por la union a componentes de la
MEC reclutan a su vez otras moléculas, entre ellas vinculina, para formar los
denominados complejos de adhesién focal (FACs) (84). En matrices 3D, los si-
tios de adhesion serian ligeramente diferentes (50). Estos complejos son los
puntos de inicio para la polimerizacién de actina G a actina F y la formacién de
fibras de stress (51). A su vez, puede producirse el mecanismo opuesto (meca-

nismo “inside-out”, en contraposicién con el mecanismo anterior, “outside-in”),
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Figura 5 — Activacién de las integrinas, formacién de las fibras de
stress y fibrilogénesis. Mediante el mecanismo “outside-in”, las fibrillas
de FN inducen la activacion de las integrinas, la formacion de comple-
jos de adhesion focal y la polimerizacion de actina. Por el contrario,
mediante el mecanismo “inside-out”, las fibras de stress de actina y vi-
as de transduccién activan a las integrinas, que luego seran las res-

ponsables de promover la polimerizaciéon de FN en fibrillas.
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es decir, que la polimerizacién de actina induce la formacion de FACs, los cua-
les activan a las integrinas (52,53). Estas integrinas inducen entonces la fibrilo-
geénesis, o formacién de fibrillas de FN. Estos mecanismos se muestran de for-
ma esquematica en la Figura 5.

La polimerizacién y depolimerizacion de la actina F es dinamica, y este
intercambio entre los estados polimerizados y depolimerizados son los que
permiten a la célula los cambios en su morfologia y la capacidad de migrar e
invadir (25,54). La formacion de fibras de stress en los frentes de avance, la
contraccion en el citoplasma y la depolimerizacion en la parte trasera de la cé-
lula proveen el anclaje y la fuerza necesaria para el movimiento hacia adelante
de la célula.

La familia Rho de GTPasas monomeéricas esta intimamente involucrada
en la regulaciéon de la polimerizacion de actina. Esta familia consta de cerca de
una decena de miembros, entre los cuales los mas estudiados son RhoA, Rac1
y CDC42. RhoA es quizas el regulador mas importante de la generacion y man-
tenimiento de fibras de stress, ya que induce la tension necesaria en las fibras
para su estabilizacién (a través de la via ROCK/MLCP/MLC) e inhibe la despo-
limerizacion de actina inducida por cofilina (a través de la ROCK/LIMK) (55)
(Figura 6). Rac1 promueve la formacion de lamellipodia (55). Estas estructuras
sirven de punto de inicio para la generacion de novo de fibras de stress desde
los sitios de anclaje (56,57). Para ello, Rac1 activa la nucleacién de actina me-
diada por el complejo Arp2/3 a través de WAVE y la remocion de la “tapa” de
los extremos libres de las fibras de stress a través de la activacion de PI-4P-5K

y la generacion de PIP; (565). CDC42 también puede promover la formacion de
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Figura 6 — Las principales vias de transducciéon que regulan la polimeri-
zacion de actina y la estabilidad de las fibras de stress. Rho, Rac y
CDC42 pertenecen a la familia Rho de GTPasas monoméricas, descrip-

ta previamente.

fibras de stress a través de la induccion de filopodia. EI mecanismo consistiria
en la activacion del complejo Arp2/3 a través de N-WASP (55). Tanto Rac1
como CDC42 inducen la activacion de PAK1, que a su vez promueve la fosfori-
lacion de MLC vy, por ende, la tension y estabilizacion de las fibras de stress de
manera similar a RhoA. PAK1 es capaz asimismo de inducir la fosforilacion e
inactivacién de cofilina (56).

Una vez formadas las fibras de stress son estabilizadas a través de en-
trecruzamientos entre ellas. Dos moléculas serian los principales responsables
de esta actividad, filamina y a-actinina (58,59). Asimismo, caldesmon serviria
como entrecruzador de actina y miosina (60), aunque inhibiria la contractilidad

de manera dependiente de Ca**/Calmodulina (61,62). Otra forma de promover
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la estabilizacidn de los polimeros de actina es por medio de la inhibicién de su
degradacion. Las tropomiosinas (63) son una familia de proteinas que impiden
la actividad depolimerizadora de ADF/cofilina (64) y gelsolina (65). Ademas, las
tropomiosinas unen tropomodulinas en el sitio barbado de actina y de este mo-

do promueven la estabilizacion de las fibras de stress (66).

LA TRANSFORMACION MALIGNA, TUMORIGENESIS Y CASCADA
METASTASICA

El cancer es una enfermedad genética. Anormalidades en un subconjun-
to de genes involucrados en la regulacién del comportamiento celular provocan
un crecimiento exacerbado, generalmente de origen monoclonal, de un tipo ce-
lular (67,68). El origen clonal del cancer se debe a la aparicion, al azar, en una
unica célula, de las primeras mutaciones que favorecen el crecimiento o in-
hiben la muerte celular. Asimismo, suelen observarse mutaciones en los meca-
nismos de respuesta al dafio en el DNA, las cuales son las responsables de la
heterogeneidad tumoral. Esta célula entonces, debido a las mutaciones adqui-
ridas, comienza a proliferar y da origen a una pequefia masa cuyos componen-
tes celulares podran adquirir progresivamente nuevas mutaciones. Aunque de
origen clonal, un tumor es, sin embargo, altamente heterogéneo. Esto se debe
a que, luego de la aparicion de las mutaciones originales, y debido a la falla en
los mecanismos de respuesta al dafio en el DNA, las distintas células que deri-
van de la célula original seguiran también proliferando y mutando, por lo que,
en conjunto, un tumor contiene unas pocas mutaciones compartidas y varias

otras dispersas por distintos grupos de células. De esta forma, aunque un tu-
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mor es de origen clonal, es una masa celular con alta variabilidad. Un tumor
puede pensarse como un pequefio sistema evolutivo acelerado, donde las célu-
las que adquieren mutaciones letales no prosperan, mientras que las células
que adquieren mutaciones que promueven el crecimiento o la sobrevida crecen
e imponen estas mutaciones, generando una poblaciéon mutante.

Los genes involucrados en la tumorigénesis pueden clasificarse en dos
grandes grupos, denominados protooncogenes y genes supresores de tumores
(67,68). Los primeros son genes cuyos productos proteicos estan involucrados
en la promocion del crecimiento celular o en la inhibicién de la apoptosis. Muta-
ciones en estos genes que provocan la sobreexpresion o hiperactivacion del
producto de traduccion son capaces de inducir un crecimiento de la masa celu-
lar con una menor dependencia de sefales de crecimiento exégenas. Cuando
un protooncogén contiene mutaciones de este tipo se denomina oncogén. El
producto de un gen supresor de tumores (o0, simplemente, gen supresor), en
cambio, tiene la funcién de inhibir el crecimiento, inducir la muerte celular o
promover la diferenciacion; mutaciones inactivantes en estos genes tienen un
efecto similar a la activacion de un protooncogén, ya que las células dejan de
responder a senales inhibitorias del crecimiento y, por ende, dejan a la célula
libre de proliferar y sobrevivir en condiciones en que normalmente no lo haria.

Sin embargo, una sola mutacién es insuficiente para generar un tumor
maligno. La célula contiene multiples mecanismos de regulacion que impiden la
transformacién maligna a la primera mutacion; es necesaria una acumulacion
de diversas mutaciones para la aparicion de un tumor maligno. Aun asi, los tu-

mores contienen algunos mecanismos de regulacién activos o, al menos, acti-
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vables. Asi, las células tumorales son capaces de sobrevivir y proliferar en
condiciones en las que una célula normal no lo haria, pero de ninguna manera

se vuelven completamente independientes de su entorno.

La transformacion in vitro

Aunque el término “transformacioén” puede utilizarse para nombrar cual-
quier modificacion en el patrén de comportamiento celular, el concepto de
“transformacion celular” suele estar intimamente relacionado con el de “trans-
formacion maligna”. Con éste, se resume un conjunto de modificaciones celula-
res, entre las que se incluyen aumentos en la tasa de crecimiento celular, la in-
hibicién de la muerte, una motilidad incrementada, cambios radicales en la es-
tructura de la matriz extracelular, etc. (1,67).

Ensayos in vitro de los cambios enumerados se utilizan para intentar
predecir la capacidad tumorigénica de un tipo celular. Asimismo, se utilizan ru-
tinariamente en el laboratorio a fin de determinar los mecanismos de regulacién
del crecimiento y sobrevida celular. Es posible evaluar cambios en la tasa de
crecimiento (tiempo de replicacién), resistencia a tratamientos proapoptéticos,
cambios en la motilidad celular o en la capacidad invasiva, habilidad de crecer
en suspensioén o en agar blando y muchos otros parametros. Sin embargo, nin-
guno de estos parametros por si solo es util para determinar la capacidad tu-
morigénica de una célula; es el conjunto de todos los cambios el que importa
para entender los diversos mecanismos y el unico ensayo final y necesario pa-
ra determinar la capacidad tumorigénica de una linea celular es el desarrollo de

tumores como consecuencia de la inoculacién de las células en animales.

33



34 Introduccion

Los ensayos de transformacion celular tienen una amplia historia en la
biologia celular y tumoral. Ya a principios del siglo XX, Rous demostro la exis-
tencia de una actividad transformante en el Virus del Sarcoma de Pollo (69).
Esta actividad fue descripta como v-src y hoy se sabe que v-src es un oncogén
con alta homologia con un protooncogén celular, c-src o simplemente src. Para
una revision actualizada de la actividad de este oncogén, ver (70). Muchos
otros oncogenes virales se han encontrado y han sido ampliamente utilizados
para el estudio de la transformacion celular y de las vias de transduccién de
sefales reguladas por éstos o por sus ortélogos celulares. Entre ellos, se cuen-

tan v-ras, v-raf, v-myc, v-erb, etc. (67,68).

Tumorigénesis

Desde los primeros eventos de transformacion celular hasta la formacion
de un tumor maligno, las células deben sufrir diversos cambios genéticos y epi-
genéticos. Histolégicamente, un tumor puede clasificarse en grados, depen-
diendo del avance de la transformacion. Dado que alrededor del 80% de los
tumores en adultos son de origen epitelial (71), se conoce mucho mas a fondo
la evolucién de los carcinomas, de origen epitelial, que la evolucion de tumores
de otros origenes tisulares. Sin embargo, la tasa varia enormemente en tumo-
res pediatricos (71), apareciendo solo cerca del 20% de tumores de origen epi-
telial y siendo preponderantes los tumores de origen mesenquimatico. El en-
tendimiento de la etiologia y la biologia de los tumores de origen mesenquima-
tico es fundamental para la generacidén de nuevas terapias dirigidas a los mis-

mos en forma especifica (72).
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Debido a la falta de una descripcion acabada de la progresion maligna
de sarcomas de tejidos blandos, se describe la progresion de tumores sélidos
epiteliales a fin de proveer una base conceptual de los mecanismos de tumori-
geénesis. El primer grado histopatolégico en un tumor sdélido epitelial se denomi-
na hiperplasia celular y consiste en un incremento anormal del contenido celu-
lar en un tejido. Una hiperplasia puede derivar luego en una displasia, el se-
gundo grado histopatolégico, que consiste en la observacién de células con
una morfologia diferente a la morfologia normal observable en las células veci-
nas. Estos cambios en numero y morfolégicos son producidos por las primeras
mutaciones y no implican un riesgo inmediato para el huésped. Una caracteris-
tica comun de estas etapas es una alta tasa de proliferaciéon acompafada por
una importante apoptosis, por lo que el balance de crecimiento neto es aun len-
to. La siguiente etapa en el proceso tumorigénico es el carcinoma in situ. Ya las
células poseen una gran tasa proliferativa con una menor muerte celular, la ta-
sa de crecimiento neta es alta y la independencia del medio externo esta in-
crementada. En este momento la masa tumoral sobrepasa la capacidad de irri-
gacion del tejido, por lo que se genera un estado de hipoxia tumoral; cambios
genéticos o epigenéticos adquiridos por las células tumorales inducen el proce-
so de angiogénesis, mediante el cual se forman nuevos vasos que irrigan el
tumor (1,67). Finalmente, las células tumorales adquieren nuevos cambios que
permiten invadir y crecer en el tejido adyacente; cambios en las moléculas de
adhesion, proteasas y componentes de matriz extracelular son los responsa-
bles de una reorganizacion del tejido circundante a fin de permitir la motilidad,

el crecimiento y la sobrevida por fuera de su sitio de origen (1,67,68). El au-
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mento de la capacidad motriz implica asimismo una desregulacién y un aumen-
to de la tasa de recambio del citoesqueleto (73,74,75).

Una caracteristica adicional imprescindible para la tumorigénesis y que
puede aparecer en cualquiera de estas etapas es la adquisicion de la capaci-
dad de proliferar indefinidamente (inmortalidad celular); ninguna célula somati-

ca normal puede replicarse ilimitadamente, ya que cada replicaciéon del genoma

lellelellelellelle)le)le)le)le

Epitelio normal

ol ie)lelle)e)

Hiperplasia

Displasia

== e

arcinoma invasivo

Figura 7 — Etapas de la transformaciéon maligna en un epitelio
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tiene como efecto una disminucién del tamano de los telémeros (76); las célu-
las tumorales adquieren esta capacidad a través de la activacion de la telome-
rasa, un complejo de ribonucleoproteinas capaz de regenerar los telémeros en
cada replicacion (77). Un ejemplo de las distintas etapas de la transformacién

maligna de un epitelio se muestra en la Figura 7.

La formacion de metastasis

El término clinico para el tumor original es el de tumor primario. Este
puede traer al paciente una serie de manifestaciones clinicas importantes pero,
salvo contadas excepciones, no es un serio reto a la vida del mismo. Es la apa-
ricion de metastasis, o crecimiento de células tumorales en 6rganos distantes,
la mayor preocupacion clinica. Las metastasis se forman por la aparicion y cre-
cimiento de células derivadas del tumor primario en diversos 6rganos. Este es
un proceso que implica numerosas etapas y adquisicion de caracteristicas di-
namicas que les permitan llevar a cabo cada uno de los pasos necesarios (es-
quematizado en la Figura 8). Las células tumorales deben penetrar los vasos
sanguineos o linfaticos mediante un proceso denominado intravasacion, viajar
con el flujo por el cuerpo y detenerse en un capilar rio abajo. Deben luego ex-
travasarse, es decir, atravesar nuevamente la pared del vaso sanguineo o linfa-
tico, para colonizar el nuevo tejido y, finalmente, ser capaces de sobrevivir en el
nuevo ambiente, proliferar y promover un nuevo proceso angiogénico que le
permita el flujo de nutrientes necesario para la formacién de las metastasis o

tumor secundario.
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Transformacion Angiogénesis Invasién
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Figura 8 — Eventos del proceso de la diseminacién metastasica. La cé-
lula tumoral degrada y atraviesa la membrana basal a fin de invadir el
estroma circundante. Luego, traspasa el endotelio e ingresa al torrente
sanguineo o linfatico y viaja en circulacion hasta arrestarse en un capi-
lar. Alli, cruza nuevamente el endotelio y accede al nuevo tejido. En el
nuevo microambiente, la célula tumoral debe ser capaz de sobrevivir y

crecer para formar un tumor secundario o metastasis.
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A nivel molecular, para la formacién de metastasis es imprescindible la modifi-
cacién de las moléculas de adhesion, es decir, separarse del tejido original,
unirse y desligarse de la pared de los vasos, ser capaz de unir la matriz del 6r-
gano blanco, etc.; el aumento de la secrecion de proteasas como uPA y MMPs,
a fin de permitir la intra- y extravasacion, la emigracion del tejido original y la
introduccién en el érgano blanco; la induccion de la capacidad motriz, ya que
sin ella la célula seria incapaz de alcanzar nuevos tejidos; y la secrecion de fac-
tores de crecimiento, angiogénesis y sobrevida, de manera de poder sobrevivir

y proliferar en el nuevo microambiente (1,67,68).

SARCOMAS

Los sarcomas son tumores derivados de células mesenquimaticas, y
pueden clasificarse principalmente en dos tipos: tumores derivados del hueso
(osteoscarcomas) y tumores no éseos (sarcomas de tejidos blandos) (78). La
aparicion de sarcomas se asocio de forma temprana a distintos tipos de predis-
posicion familiar, entre los que se encuentra el sindrome de Li-Fraumeni, debi-
do a la mutacion en la linea germinal de p53. Otros des6rdenes comunmente
asociados a la apariciéon de sarcomas son la ausencia de nf1 6 la inactivacién
de rb en pacientes sobrevivientes de retinoblastoma infantil. Ademas, la posibi-
lidad de aparicion de sarcomas se incrementa enormemente en los pacientes
que han recibido radiacién ionizante como tratamiento para otro tumor previo y
en los pacientes con inmunosupresion importante debido a un transplante o
HIV (sarcoma de Kaposi).

La principal caracterizacion de los sarcomas de tejidos blandos se basa

en la histologia. Si bien por medio de la histologia puede determinarse el origen
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de los tumores con alto grado de diferenciacion celular, en la practica clinica,
los tumores menos diferenciados han probado ser muy dificiles de caracterizar.
Ello es importante debido a la gran diferencia en la colonizacion de ganglios
regionales en los distintos tipos de sarcomas. Las metastasis originadas son en
su mayoria pulmonares y la sobrevida promedio luego del diagndstico de me-
tastasis es cercana al ano (79). El tratamiento de las metastasis es tan urgente
como ineficaz. Las drogas mas efectivas, doxorubicina o ifosfamida, no supe-
ran el 20% de eficacia (80). Por ello, el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a
las vias de sefalizacion involucradas en la tumorigénesis de la célula mesen-
quimatica es imprescindible a fin de mejorar el tratamiento de los pacientes con
sarcoma de tejido blando. En particular, inhibidores de receptores tirosina qui-
nasa como el imatinib probaron ser eficaces en el tratamiento de tumores del
estroma gastrointestinal (81) y del dermatofibrosarcoma protuberans metasta-

sico (82,83).

CAMBIOS EN LA MATRIZ, EL CITOESQUELETO Y LA MOTILIDAD CELULAR EN
LA TRANSFORMACION MALIGNA

La MEC vy el citoesqueleto sufren importantes cambios durante la trans-
formacion celular (84,85). Dependiendo del tipo celular, distintos componentes
de matriz extracelular pueden aumentar o disminuir y el citoesqueleto puede
organizarse de distintas maneras. Asimismo, la secrecion de proteasas capa-
ces de remodelar la MEC esta en la mayoria de los casos aumentada. La trans-
formacion celular induce profundos cambios en la dinamica de la polimerizaciéon

y depolimerizacién de fibronectina (FN), siendo el estado de equilibrio llevado
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hacia uno u otro extremo, dependiendo del tipo celular y de los cambios geno-
tipicos y fenotipicos involucrados. En fibroblastos, suele observarse que la
transformacién celular induce una marcada disminucion de la cantidad y tama-
Ao de las fibras de stress y de la expresion de fibronectina (84), mientras que
en ciertas células de carcinomas mamarios ocurre lo opuesto (86). Estas alte-
raciones estan inducidas principalmente por cambios en los niveles de activi-
dad de los miembros de la subfamilia Rho de GTPasas monoméricas (51,87) y
las vias de transduccion de sefales rio abajo de éstas. El grado de polimeriza-
cién de actina depende de un balance entre las moléculas inductoras de la po-
limerizacion y de sus opuestas, moléculas que inhiben la polimerizacion o que
inducen su depolimerizacion. La activacion e inactivacion de miembros de la
familia Rho pueden inducir tanto un aumento como una disminucion de la ca-
pacidad invasiva de la célula tumoral, dependiendo de la estirpe que se trate
(74).

Se conoce que Ras induce la desaparicidon de las fibras de stress por va-
rios mecanismos. Uno de ellos es la inhibicion de la actividad quinasa de
ROCK (88,89), una serino-treonin quinasa rio abajo de Rho e inductora de fi-
bras de stress (90). Ademas, Ras inhibe la expresion de tropomiosinas (TM-1 6
TM-2, dependiendo del tipo celular) y la reexpresion de estas moléculas es su-

ficiente para inhibir la transformacién inducida por Ras 6 Src (75,91,92,93).

PROLIFERACION Y SOBREVIDA

Los tumores malignos son esencialmente una acumulacién celular de
origen clonal, aunque sumamente heterogénea en cuanto a las propiedades de

las células que lo componen. El crecimiento o division celular es imprescindible,
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aunque en la mayor parte de los casos, insuficiente. Si bien la célula tumoral
contiene todos o al menos la gran mayoria de los genes necesarios para la in-
hibicion del crecimiento, la induccion de apoptosis o de diferenciacion celular,
es, sin embargo, incapaz de regular estos procesos de manera adecuada (78).
La tumorigénesis involucra dos mecanismos fundamentales: una prolife-
racion exacerbada y una disminucion de la tasa de muerte celular. Ambos pro-
cesos estan estrictamente regulados en la célula normal y las moléculas invo-
lucradas en esta regulacion son las mas comunmente alteradas en los tumores
tanto humanos como experimentales. Para comprender de qué manera la alte-
racion de los sistemas de regulacion puede inducir una neoplasia, es necesaria

una comprension cabal de los mecanismos operativos en una célula normal.

El ciclo celular

Un ciclo celular normal consta de cuatro fases: dos funcionales a la divi-
sion celular (la fase de sintesis del DNA o fase S y la division celular propia-
mente dicha, o fase M) y dos fases preparatorias denominadas G4 y G,. Se de-
nomina Gy al estado de quiescencia celular (ausencia de ciclos de replicacién).
A fin de realizar una division celular en tiempo y lugar apropiados, la célula de-
be poder “decidir’ cuando comenzara un nuevo ciclo de replicacion, es decir,
salir de Go. Ademas, es imprescindible que la célula haya completado la dupli-
caciéon del DNA (durante la fase S) y sintetizado todas las organelas necesarias
para las dos células hijas (mayormente en la fase G,) antes de comenzar la mi-
tosis, por lo que existen nuevos momentos de “decision” para continuar un ciclo
de replicacién ya comenzado. Estos momentos decisivos se denominan puntos

de control o checkpoints. Un esquema de las fases del ciclo celular y la ubica-
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cion temporal de los puntos de control puede observarse en la Figura 9A. La
fase G1 contiene dos puntos de control, denominados “competencia” y “restric-
cion”. El primero es el que regula la salida de Gy y entrada en ciclo. El segundo
es el que determina si termina la fase G4 y comienza la fase S.

Estos puntos de control estan estrechamente regulados por un sistema
compuesto por tres familias de proteinas: las ciclinas, las quinasas dependien-

tes de ciclinas (CDKs) y los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas
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Figura 9 — A. Fases del ciclo celular y posiciones temporales de los
puntos de control. B. Actividad del complejo Ciclina/CDK e inhibicién
por union de un CDKi. C. Rol de las ciclinas en la regulacién de pRB y

E2F.
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(CDKIs) (94) (Figura 9B). Las ciclinas son moléculas cuya expresion varia a lo
largo del ciclo celular, por lo que ejercen su accion en una ventana determinada
de tiempo y espacio. Las CDKs, por el contrario, suelen estar constitutivamente
expresadas y su mecanismo de activacion se basa en la unién directa a deter-
minadas ciclinas y en fosforilaciones. CAK, una quinasa que también forma
parte de la familia CDK, fosforila y activa las demas CDKs (94). Ademas, otras
quinasas inducen la fosforilacion del sitio de uniéon a ATP e inhiben la actividad
CDK; una fosfatasa, CDC25, es la responsable de liberar la actividad mediante
la remocién de dicha fosforilacién (95). Finalmente, cuando un CDK no es mas
necesario, es degradado por el sistema ubiquitina-proteosoma. Los CDKIs se
unen a las CDKs inhibiendo su actividad catalitica y su expresion aumenta
siempre que la célula determine que debe frenar su ciclo celular, ya sea debido
a algun dafio celular o a sefiales externas (94).

La salida de Gy esta regulada principalmente por las ciclinas D. Estas se
unen a las CDK 4 y 6 y el complejo activo entonces fosforila al producto del gen
supresor Retinoblastoma (Rb). La funcién principal de Rb es la de unir y de es-
ta forma inhibir la actividad de los factores de transcripcion E2F; al ser fosfori-
lada por los complejos Ciclina D/cdk4 6 6, Rb es incapaz de unir E2F y enton-
ces este factor queda libre para inducir la expresion de moléculas promotoras
del ciclo celular. Entre ellas, induce la expresion de ciclina E, la cual se una a la
cdk2, formando un complejo activo que es el responsable principal de la entra-
da en fase S (96).

Ante un dafio en el DNA, las células normales activan una respuesta de

reparacion del dafio y freno del ciclo celular o induccion de muerte celular, a fin
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de evitar que el dafo en el genoma se propague a las células hijas. Esta res-
puesta estd mediada en gran parte por los productos de los genes supresores
ATR, ATM y p53 (97). p53 es un factor de transcripcion que esta siendo cons-
tantemente sintetizado y degradado por el sistema ubiquitina-proteosoma.
Cuando el DNA recibe un dano, la degradacién de p53 se inhibe y por lo tanto
ésta se acumula, induciendo la expresion de p21VAFYCP! una CDKI que inhibi-
ra la actividad catalitica de los complejos ciclina D/cdk 4 6 6 y ciclina E/cdk2,
impidiendo el inicio de la fase S. Si el dafio ocurriera en la fase G,, p53 induce
el arresto celular en la misma fase G, e impide el inicio de la mitosis. p53 indu-
ce asimismo la expresion de MDM2, una molécula encargada de promover la
exportacion del nucleo al citoplasma y la degradacién final de p53, siendo éste
un posible mecanismo de terminacién de la sefial de p53 (98,99).

La expresion y actividad del complejo de regulacion formado por las ci-
clinas, las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y sus inhibidores (CDKls)
(para una revision de este complejo proteico, ver 100, 101) estan moduladas
por la actividad de diversas moléculas de transduccion de senales, entre ellas
Ras y PI3K. La activacion de receptores de factores de crecimiento induce la
activacién posterior de estas moléculas y ellas a su vez inducen la expresion de
ciclinas (principalmente ciclinas D1 y A) y CDKs, al tiempo de inhibir la expre-
sion de CDKIls. De esta manera, promueven el ciclo celular induciendo la fosfo-

rilacion e inactivacion de pRb (Figura 9C).

Apoptosis

La apoptosis (102) es un proceso altamente regulado de muerte celular.

La muerte celular apoptdtica puede inducirse por diversas razones, como ser la
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aparicion de un dano irreparable en el DNA, la ruptura de la estructura del ci-
toesqueleto, la falta de una matriz extracelular adecuada o de factores de cre-
cimiento y sobrevida necesarios, etc. (Figura 10A). La apoptosis es parte de los
mecanismos fisiolégicos normales que mantienen la homeostasis celular, como
balance de la proliferacion.

La célula depende continuamente de sefiales de sobrevida, otorgadas
por factores solubles (103,104,105), la matriz extracelular (106) y el contacto
célula-célula (107) a fin de proseguir con su actividad y no morir. En particular,
son muy comunes los ensayos de induccion de apoptosis por privacion de sue-
ro (que consiste en la eliminacién de los factores de sobrevida presentes en el
suero) y por inhibicion de anclaje (denominado anoikis, basado en la incuba-
cion de las células en suspension a fin de impedir la interacciéon con una matriz
extracelular). Las sefales intracelulares inducidos por estos factores incluyen la
activaciéon de Ras, Src y PI3K; la ausencia de actividad de estas proteinas es la
causante de la induccioén de apoptosis.

La morfologia de la célula apoptética presenta una serie de caracteristi-
cas distinguibles, entre las que se cuenta la condensacion y fragmentaciéon de
la cromatina, el burbujeo o “blebbing” de la membrana plasmatica y la degrada-
cion celular por medio de la generacion de cuerpos apoptéticos, fragmentos de
membrana que envuelven parte del contenido celular, incluyendo citoplasma,
organelas y porciones del nucleo (Figura 10B). Las células apoptéticas pueden
distinguirse de las células viables mediante simples tinciones nucleares y ob-
servacion al microscopio (108,109). Una de las caracteristicas claves de la

muerte apoptoética es la fagocitosis por las células vecinas. Ello se debe, entre
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Figura 10 — A. La apoptosis puede ser inducida por diversos estimulos
internos o externos a la célula. Entre ellos, la activaciéon de receptores
por linfocitos T citotéxicos (CTLs), daino al DNA o al citoesqueleto, se-
nalizacién en el desarrollo y/o ausencia de factores de sobrevida o de
componentes de la matriz extracelular necesarios para la sobrevida ce-
lular. B. Caracteristicas morfolégicas de la apoptosis. La célula en pro-
ceso de apoptosis muestra condensacion de la cromatina, burbujeo
(blebbing) de la membrana plasmatica, fragmentacion nuclear y la ge-
neracion de cuerpos apoptéticos, o fragmentos de citoplasma, organe-
las y nucleo envueltos por membrana plasmatica, que son luego fagoci-

tados.
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otros, a la aparicion de moléculas de fosfatidilserina en la capa externa de la
membrana plasmatica, en contraposicion con una célula viva que sélo contiene
fosfatidilserina en la capa interna (110,111). La exposicion de este fosfolipido
es una senal de fagocitosis para la célula vecina y puede ser detectada facil-
mente mediante la tincion con derivados de la Anexina V, una molécula que re-

conoce especificamente fosfatidilserina (112,113).
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Figura 11 —-Esquema mostrando algunas de las moléculas involucradas
en la senalizacion intracelular de la induccion y control de la apopto-
sis. Se ejemplifica la via extrinseca por activaciéon del receptor Fas y la
regulacion de la via intrinseca por liberacion de citocromo c y activa-

cién de caspasa 9.
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El control intracelular de la apoptosis

Como es esperable debido a la extrema importancia del proceso apopto-
tico, varias familias de proteinas intervienen en la regulacion, control y ejecu-
cion de la apoptosis. Existen multiples vias de induccién de apoptosis (Figura
11). La primer via, denominada extrinseca, se debe a la activacion de recepto-
res triméricos transmembrana de la familia TNF-a (114). Estos a su vez activan,
a través de una serie de proteinas acopladas, una familia de proteasas especi-
ficas de secuencias que contienen un residuo aspartato, denominadas caspa-
sas (114,115) (Figura 12A). Dependiendo del tipo celular, esta activacion puede
ser suficiente para inducir apoptosis o necesitar superar un nuevo punto de
control, situado en la mitocondria. Ademas, sefales intracelulares de stress in-
ducen cambios en la mitocondria y subsiguiente activacion de caspasas, lo que
se denomina via intrinseca. Alli, la familia de proteinas Bcl-2 regula la apertura
de un canal mitocondrial y con él el potencial transmembrana mitocondrial. La
familia Bcl-2 (Figura 12B) consiste en miembros antiapoptéticos (Bcl-2, Bel-x,,
Bcl-w) y proapoptoticos (Bax, Bad, Bid, Bak, Bcl-xs) (116,117). Los miembros
de esta familia se caracterizan por la presencia de dominios BH (o de homolo-
gia a Bcl-2), que son los responsables de promover la interaccion entre estas
moléculas. En particular, el dominio BH3 es el unico presente en toda la familia
Bcl-2, y aquellas proteinas que contienen soélo el dominio BH3 funcionarian
como inhibidores de los miembros antiapoptoticos; distintas proteinas ‘soélo
BH3’ suelen ser activados por vias especificas. Los miembros proapoptéticos
funcionan promoviendo la apertura del canal y la pérdida de potencial mitocon-

drial, mientras que los miembros antiapoptéticos funcionan impidiendo estos
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cambios. Una vez perdido el potencial mitocondrial, se libera citocromo ¢ (118),
el cual difunde al citoplasma y se une a un complejo proteico que esta com-
puesto por APAF-1, Caspasa 9 y ATP, denominado apoptosoma
(119,120,121). El apoptosoma es capaz de clivar y activar a las caspasas efec-
toras 3,6 y 7 y de esta manera inducir la muerte celular (Figura 12). Un nuevo
punto de control, es la expresion y liberacion al citosol de reguladores de la ac-
tividad caspasa, entre los que se cuentan las IAPs (inhibidores de la actividad
catalitica de las caspasas) y Smac/Diablo, inhibidor a su vez de las IAPs. Para
una revision de la regulacion de la apoptosis, se pueden consultar las referen-
cias 122,123,124.

El rol de las SAPKs

JNK y p38 son dos subfamilias de MAPKs (comunmente denominadas
proteinas quinasas activadas por stress, SAPKs). Estas quinasas se cuentan
entre las moléculas mas importantes de respuesta a stress e inductoras de
apoptosis (125).

Se ha observado que tratamientos inductores de stress y promotores de
apoptosis como la inhibicion de anclaje o la privacion de suero provocan una
franca activacion de p38 en fibroblastos (126,127). Esta activacion es necesaria
para la inducciéon de muerte celular, ya que su inhibicion farmacolégica o por
expresion de formas dominante negativas de p38 es capaz de impedir la muer-
te celular (127). En células epiteliales p38 puede inducir tanto apoptosis como
arresto celular (128,129,130). Aunque en ciertos casos también pueden inducir
sistemas de sobrevida (131), la activacion forzada de p38 es capaz de inhibir la

transformacion celular y la tumorigénesis (131,132).
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La funcion de JNK es aun mas dificil de entender; existen reportes que
sugieren que JNK estéa involucrada en la promocion de sobrevida, en la induc-
cion de apoptosis, en promocion de proliferacién y en transformacién celular
(133,134,135,136). Se ha publicado que la expresion de JNK puede inducir la
expresion de Fas y su ligando FasL, induciendo de este modo la muerte celular
(137,138). Sin embargo, el rol de las JNK en la regulacion de la apoptosis es
controversial y, dependiendo de la intensidad y del estimulo, podria funcionar
también generando senales de sobrevida (139).

Es posible que las funciones de las SAPKs dependan en gran medida de
diferentes condiciones, como el tipo celular, las isoformas expresadas y el con-
texto en el que se originan las sefiales recibidas por la célula, pudiendo tener

funciones muy disimiles en distintas oportunidades.

Mecanismos de inhibicion de la muerte celular

El control de la muerte celular recae sobre dos familias de proteinas, la
familia de las caspasas y la de Bcl-2. Las caspasas pueden ser moduladas por
fosforilacién —por ejemplo, la caspasa 9 es inhibida por AKT en células huma-
nas (140) aunque no en ratén (141,142)— o por la modulacion de su expresion
(143), pero el principal mecanismo de regulacion es a través de la modulacion
de su actividad proteolitica. Las IAPs (o inhibidores de la apoptosis) son una
familia de proteinas capaces de unirse a las caspasas e inhibir su actividad. Su
expresion esta regulada por la actividad, entre otros, de NF-kB (144) y PI3K
(145). La familia Bcl-2 tiene multiples formas de regulaciéon, como ser la proteé-
lisis (146,147,148,149), la fosforilacion (150,151,152) y la regulacién de la ex-

presion (153,154).
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Las vias de transduccion de sefales activadas por Ras principalmente, y
por otros oncogenes, pueden promover sobrevida a través de varios de estos
mecanismos, tanto a través de modificaciones post-traduccionales directas co-
mo por la regulacion de factores de transcripcion encargados de regular su ex-
presion, de una forma compleja y dependiente del contexto de senalizacion

(155).

PAPEL DE RALA EN LA TRANSFORMACION MALIGNA

Se conoce que la activacion de los oncogenes Ras contribuye a la for-
macion de alrededor del 30% de las neoplasias humanas. Asimismo existen
numerosos datos que avalan la participacion de las vias reguladas por Ras en
los complejos procesos involucrados en la transformacion maligna y la progre-
sion tumoral. Estas evidencias han determinado el interés creciente en la eluci-
dacion de dichas vias (3,156). La existencia de Ral como molécula activada por
Ras se conoce desde la década del ‘80, pero recién en la segunda mitad de la
década pasada se comenzo a describir su papel en la transformacién maligna.
Ral es necesaria para la induccion de la proliferacion por variantes constitutivas
de Ras (157). Una probable via de activacion de la proliferacién puede ser la
induccién de la expresion de la ciclina D¢ a través de la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, asi como la induccion de la expresion de c-Fos a través de
RIf (34). Por otra parte, la introduccion de una forma constitutivamente activa
de Ral en fibroblastos Swiss3T3 inhibe la formacion de fibras de stress e indu-
ce filopodia, a través de la modulacién de la localizacion intracelular de filami-
na, sugiriendo que cumple alguna funcioén en la determinacion de la morfologia

y migracion celular (18). Asimismo, se ha reportado que la inhibicion de RalA
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inhibe la induccién de la migracién inducida por tratamiento con EGF (158).
Como ya se ha mencionado, a través de Arf6, RalA promueve la activacion de
PLD1 vy, por consiguiente, la produccion de ac. fosfatidico y diacilglicerol (21).
Tanto un lipido como el otro poseen actividad mitogénica, por lo que ésta es
otra via probable de regulacion de la replicacién celular. Mas aun, la sobreacti-
vacion de PLD es suficiente para promover la transformacion celular (159).

Se ha demostrado que la expresién constitutiva de los oncogenes v-Src
y v-Ras induce la transformacion in vitro de las células NIH3T3, y que dicho
efecto es dependiente de una sefal mediada por la pequefia GTPasa RalA y
PLD1 (160). Asimismo se demostrd que Ral coopera con el receptor de EGF en
la transformacion de fibroblastos de rata 3Y1 (161) y que una forma activa de
Ras, que solo puede transmitir la sefal a través de Ral (RasV12G37), es capaz
de transformar a las células NIH3T3 alcanzando un fenotipo tumorigénico com-
pleto en ratones desnudos (162).

En nuestro laboratorio, se ha demostrado previamente que el aumento
de la secrecion de uPA y MMP-2 y -9 inducido en fibroblastos NIH3T3 por el
oncogén v-Src, asi como el aumento de la secrecion de uPA por v-Ras, requie-
ren de la actividad de RalA (163). Mas importante aun, la inhibicion de RalA
impidié la adquisicién de la capacidad de crecer en agar blando y la formacién
de tumores de las células NIH3T3 transformadas por v-Ras ¢ v-Src inyectadas
de forma subcutanea, asi como la capacidad de colonizar el pulmén cuando
fueron inoculadas por via endovenosa (163) (Figura 13).

Mas recientemente, se ha reportado que RalA seria un efector de Ras impres-

cindible para la transformacién maligna de células humanas (164).
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Dado que la capacidad de los oncogenes v-Ras, v-Raf 6 v-Src de inducir
un fenotipo oncogénico en las células NIH3T3 depende de una actividad RalA
intacta, el objetivo fue dilucidar qué mecanismos promotores de la transforma-
cion son regulados por esta via, a fin de comprender el rol de RalA en la trans-
formacion maligna y las vias involucradas en la oncogénesis en general. La
hipotesis de trabajo fue que RalA podria promover la transformacién maligna
por multiples vias, incluyendo cambios en el citoesqueleto, induccién de la pro-
liferacion e inhibicion de la apoptosis.

Los objetivos especificos fueron investigar el rol de RalA en:

o la alteracidn de la morfologia celular inducida por la sobreexpresion
de variantes virales de Ras, Raf 6 Src en fibroblastos NIH3T3.

° la produccién de componentes de la matriz extracelular y la expre-
sion y localizacion de sus receptores de membrana.

o la desregulacion del citoesqueleto y de los complejos de adhesion
focal en las cascadas dependientes de oncogenes.

o la interdependencia entre la modulacion de la matriz extracelular, los
complejos de adhesion focal y el citoesqueleto, y si estos mecanis-
mos estan asociados causalmente entre si.

o la capacidad migratoria celular.

o la capacidad de sobrevivir in vivo de los fibroblastos transformados.

o la sobrevida celular inducida por oncogenes in vitro, frente a diferen-
tes tratamientos inductores de stress y muerte celular.

o Las vias de transduccién involucradas en la induccién de sobrevida

por oncogenes.
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MODELO EXPERIMENTAL. CULTIVO CELULAR

Se utilizaron células NIH3T3 transfectadas de forma estable con vecto-
res conteniendo las variantes virales de Ras, Raf 6 Src o el vector vacio con
resistencia a G418 (Neo). Estas lineas fueron luego transfectadas con un vec-
tor conteniendo la secuencia de una mutante dominante negativa de RalA,
S28N-RalA (165), analoga a la mutante 17N-Ras (166,167), generando en total
7 lineas celulares, denominadas NIH3T3-Neo, -v-Ras, -v-Ras/S28N-RalA, -v-
Raf, -v-Raf/S28N-RalA, -v-Src y -v-Src/S28N-RalA. Las 7 lineas se mantuvieron
en DMEM (GIBCO BRL) conteniendo 10% de suero fetal bovino (Gen S.A.), 80
pg/ml gentamicina y 250 pg/ml G418 (Calbiochem) a 37 °C y 5% CO; en at-
mosfera humeda. Las células fueron provistas por el Dr. Foster, City University

of New York, USA.

FLUORESCENCIA, INMUNOFLUORESCENCIA E INVUNOHISTOQUIMICA

Para la realizacion de estos ensayos las células se sembraron en cu-
breobjetos pretratados para cultivo celular y luego de 24 hs. se fijaron con 3%
p-formaldehido en PBS por 15-30 min. Para la observacion de los microfila-
mentos, las células se permeabilizaron con triton 0,2% en PBS por 10-15 min. y
se tiferon por 1 h. a temperatura ambiente (TA) con faloidina conjugada con
FITC 6 TRITC (Sigma Co.) y se montaron en glicerol:PBS 1:1.

Para la observacion de vinculina, integrina B1 o tropomiosinas, células
crecidas en cubreobjetos por 24 hs se fijaron con p-formaldehido 3% en PBS,
se permeabilizaron con tritén 0,2% en PBS por 10-15 min. y se bloquearon con

leche 5% en PBS-0,1% tween-20. Luego, se incubaron toda la noche (ON) a
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4°C con anti-vinculina (Sigma) o anti-integrina 1 (Transduction Labs) en solu-
cion de bloqueo y, posteriormente, se incubaron con un anticuerpo anti-ratén o
anti-conejo -FITC 6 -TRITC. Para los ensayos de doble marcacion, se incuba-
ron conjuntamente los segundos anticuerpos con faloidina-FITC 6 -TRITC. En
la mayoria de los experimentos, la incubacion de los anticuerpos secundarios
se realiz6 en presencia de 1 pg/ml Hoechst 33258 para tefir los nucleos. Se
utilizé Vectashield (Vector) como solucion de montaje debido a su actividad in-
hibitoria del “fading” de FITC.

La observacion de FN se realiz6 de manera similar, excepto que no se
permeabilizaron las células, que fueron incubadas por 30 min. con H,O, 3% pa-
ra eliminar la actividad peroxidasa enddgena y que luego de la incubacion ON
con el anticuerpo anti-FN celular (Sigma) se incub6 1 h. a TA con un anti-ratén
IgM biotinilado (Sigma), posterior incubacion por 45 min. a TA con estreptoavi-
dina-HRP (GIBCO) y que el revelado se realizé por adicion de DAB (Sigma)
con H,O, 0,3% en PBS. Se realizaron asimismo tinciones para fluorescencia

por incubacion con estreptoavidina-FITC.

ENSAYOS DE MIGRACION CELULAR

La capacidad migratoria se analizé por el ensayo de “wound”, o herida
en la monocapa. Se sembraron 6x10° células en placas de Petri de 35 mm de
diametro y al cabo de 24 hs, las células alcanzaron un 100% de confluencia. La
herida de aproximadamente 400 um se realiz6é con la punta de un tip de 200 pl
a lo largo de la monocapa. Las placas se lavaron repetidas veces con PBS a fin
de eliminar las células desprendidas y se observaron inmediatamente en un

microscopio de contraste de fase y fotografiaron para establecer el grosor ini-
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cial de la herida. Al cabo de diferentes tiempos las placas fueron nuevamente
fotografiadas para determinar la capacidad de las células de volver a cubrir la
zona dafada. Las fotografias obtenidas se analizaron por densitometria (soft-
ware Molecular Analyst, BIO-RAD) a fin de calcular el area de migracion.

Dado que el ensayo anterior depende de la formacion de una monocapa
y que las células NIH3T3-v-Raf no forman monocapas enteras (ver Resulta-
dos), se realizaron asimismo ensayos de migracion en camaras Transwell
(Costar) de poro de 8 um. Para ello, las células se sembraron sobre el lado su-
perior del filtro en MEM 10% SFB. Se utilizé el mismo medio en el lado inferior,
a fin de medir la migracion espontanea y no la quimiotaxis, lo que fue posible
dada la alta tasa migratoria de estas células. Luego de 16 h., las células se fija-
ron en formol neutro y se eliminaron las células no migrantes que quedaron so-
bre el lado superior del filtro mediante un hisopo. Las células que migraron se
tineron luego con Hoechst 33258 por 1h y se contaron los nucleos presentes en

el lado inferior del filtro bajo microscopia de fluorescencia.

OBTENCION DE LISADOS CELULARES Y WESTERN BLOT

Se sembraron 5x10° células por placa de 35 mm de diametro en DMEM
+ 10% SFB. Con el objetivo de minimizar los efectos de los factores presentes
en el suero y al mismo tiempo preservar la viabilidad celular, al cabo de 24 hs.,
las células, en un 80% de confluencia, fueron lavadas 2 veces por 10 min. con
medio de cultivo y mantenidas ON con DMEM + 0,5% SFB. A la mafana si-
guiente, las células se lavaron nuevamente dos veces con DMEM y se mantu-
vieron 6 h en DMEM sin SFB. En este lapso se adicionaron los inhibidores de

quinasas en los experimentos que lo requirieron o0 DMSO como control. Otras
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placas se mantuvieron todo el tiempo en DMEM 10% SFB. Al fin de la incuba-
cion, las células se lisaron por adicion de 100 ul de buffer de siembra conte-
niendo inhibidores de fosfatasas y de proteasas (Sigma) y 5% B-
mercaptoetanol. Los lisados se sonicaron, calentaron a 100 °C por 5 min. y cla-
rificaron por centrifugacion 10 min. a 13000 rpm.

Los lisados se separaron por SDS-PAGE (Bio-Rad) y las proteinas se
transfirieron a membranas PVDF (Amersham) por transferencia liquida o semi-
seca (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con 5% leche en PBS-0,1%
Tween 20 por 1 h. a t. amb. y luego se incubaron ON. con anticuerpos contra
FN (Sigma), integrina 1 (Transduction Labs), tropomiosinas (Sigma), vinculina
(Sigma), Erk (Transduction Labs), p-Erk1/2 (Santa Cruz Biotechnology), Akt
(Cell Signaling), p-Akt (Cell Signaling), actina (Santa Cruz), Bcl-2 (Santa Cruz),
Bcl-x_ (Santa Cruz) o Bax (Santa Cruz).

Los segundos anticuerpos utilizados fueron anti-IgG ratén-HRP (Vector),
anti-lgM ratén biotinilado (Sigma), anti-conejo-HRP (Vector) o anti-rata biotini-
lado (Sigma). En los casos de anticuerpos biotinilados se realizd un tercer paso
de incubacién con estreptoavidina-HRP (Gibco). El revelado por luminiscencia
se realizd por adicion de una solucion de coumarina/luminol/H,O, (Sigma) o
ECL (Amersham) y exposicién a placas radiograficas. Las placas fueron digita-
lizadas mediante el uso de un densitometro (BIO-RAD) y las bandas se cuanti-
ficaron mediante el programa Molecular Analyst (Bio-RAD).

Los controles de siembra (marcaciones contra 3-actina o contra las for-
mas no fosforiladas de las proteinas) se realizaron en las mismas membranas,

por eliminacién de los anticuerpos (“stripping”) de las membranas y remarca-



Materiales y Métodos

cion siguiendo el mismo protocolo. En algunos casos, se comprobo la siembra
por tincion de la membrana completa con Rojo Ponceau 6 Coomasie Blue R-
250. Los valores de fosforilacion se expresaron como el valor de la banda de la

proteina fosforilada sobre el valor de la banda de proteina total.

CUANTIFICACION DE LA APOPTOSIS

El numero de células apoptéticas se determind principalmente por re-
cuento al microscopio de células que presentaban la tipica morfologia apoptoti-
ca (108) luego de tincion con Hoechst 6 naranja de acridina, como ya se ha pu-
blicado previamente (168). En sintesis, células creciendo sobre cubreobjetos se
fijaron con un volumen de p-formaldehido 6% directamente sobre el medio de
crecimiento (concentracion final 3%), a fin de minimizar la pérdida de células
apoptéticas débilmente adheridas al vidrio. Luego de dos lavados con PBS, los
cubreobjetos se tifieron con 1 yM Hoechst 33258 por 30 min. y se montaron en
glicerina:PBS 1:1. Mediante observacién al microscopio de fluorescencia, se
contaron como apoptéticas las células que presentaron nucleos condensados
y/o fragmentacion nuclear, pero sin observacién de cromatidas individuales,
signo de célula en profase mitética. Se realizaron asimismo ensayos de cuanti-
ficacion colorimétrica del numero de células viables (kit CellTiter, Promega) y

tinciones con Anexina V (Sigma) segun indicaciones de los fabricantes.

ENSAYOS DE SOBREVIDA IN VIVO

10° células se inocularon en la dermis de ratones singeneicos (cepa
BALB/c), junto con una solucién de azul tripan para delimitar el sitio de inocula-

cion. Los ratones se mantuvieron por 3-7 dias con comida y bebida ad libitum'y

63



64 Materiales y Métodos

luego se sacrificaron y se recuper6 el sitio se inoculacion, que se fijé con gluta-
raldehido 3,5% en PBS. Luego, se realizaron cortes de 1 ym de grosor, se tifie-
ron con 1% Azur Il y 1% azul de metileno en agua por 5 minutos y se observa-

ron y fotomicrografiaron a 400 y 1000X.

CULTIVOS EN SUSPENSION

Para impedir el anclaje de las células y analizar su susceptibilidad a la
muerte por anoikis, se cultivaron células en suspension. Para ello, se recubrie-
ron placas de Petri de 60 mm de diametro con una capa de agar 1% en medio
de cultivo. Sobre ella, se sembraron 10° células en suspensién en 5 ml de
DMEM + 10% SFB y se incubaron por 3-7 dias. Previamente a la obtencion de
las fotografias, una alicuota se analizé por tincion con azul tripan para determi-
nar la viabilidad celular y luego las células se fijaron con una solucién de formol

neutro.

INDUCCION DE APOPTOSIS CON CISPLATINO O PRIVACION DE SUERO

Se sembraron 2x10* células en cubreobjetos y luego de 24 hs se some-
tieron por otras 24 hs a diferentes tratamientos. Para los ensayos con cisplatino
(Sigma), el medio de cultivo fue reemplazado por DMEM fresco con 10% de
SFB adicionado con diferentes concentraciones (10-1000 yM) de cisplatino. Pa-
ra los ensayos de privacion de suero, las células fueron lavadas 3 x 10 min. con
PBS a fin de eliminar el remanente de suero e incubadas en DMEM sdlo. Du-
rante las incubaciones con cisplatino o DMEM, se agregaron los inhibidores de

quinasas en los experimentos que lo requirieron (ver mas adelante).
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Al cabo de las incubaciones, las células se fijaron en formol neutro y se
tineron con Hoechst (1 h. a TA) o naranja de acridina (5 min), se montaron con
una solucion glicerol:PBS 1:1 y se observaron en un microscopio Nikon E400
de epifluorescencia a 400X y 1000X. Se contaron las células con evidencias de
alteraciones en la morfologia nuclear (ver mas arriba) y se expresaron como

porcentaje del total. Se contaron al menos 250 células por cubreobjetos.

EFECTO DE INHIBIDORES DE QUINASAS SOBRE LOS COMPORTAMIENTOS
CELULARES REGULADOS POR RALA

La actividad quinasa de Mek1/2, PI3K 6 p38 se inhibié por adicion de
50uM PD98059 (Sigma), 20 uM LY294002 (Sigma) 6 2 uM SB203580 (Sigma),
respectivamente, en tratamientos de 6 a 24 hs. Las células asi tratadas fueron

analizadas por Western blot o por tincién con Hoechst y fluorescencia.

TRANSFECCIONES TRANSIENTES

A fin de analizar la actividad transcripcional NF-kB 6 AP1 se realizaron
ensayos de genes reporteros. Asimismo, el rol de p38 y de Rho se analizé me-

diante transfecciones transientes.

Ensayos de genes reporteros

Estos ensayos fueron realizados en monocapas en un 80% se confluen-
cia creciendo en multiplacas de 6 6 24 wells. Las células fueron transfectadas
con una mezcla de 0,5 pg de un plasmido 3x kB-Firefly Luc 6 4x AP1-Firefly
Luc y 0,1 ug de plasmido CMV- Renilla Luc (plasmido de referencia) en pre-

sencia de Fugene (Roche) en relaciones ul Fugene:ug DNA 2:1 por cada well
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de placa de 6 wells. Las células se mantuvieron en presencia del plasmido por
un minimo de 24 h. Los ensayos con los inhibidores se realizaron en las 24 h
siguientes. Luego se lisaron las células y se midieron las actividades luciferasa
siguiendo el protocolo del fabricante (Promega Dual Luciferase Kit). La activi-

dad NF-kB 6 AP1 se expresé como actividad Firefly Luc / Renilla Luc.

Analisis de mutantes la familia Rho y de la via p38

Monocapas en un 80% se confluencia creciendo en multiplacas de 6
wells fueron transfectadas con una mezcla de 2 ug de plasmido (Rho WT,
RhoV14, RhoN19, DNp38, MKK6Eb) y 0,5 ug de pEGFP (como marcador de
transfeccion) en presencia de Fugene (Roche) en relaciones ul Fugene:ug DNA
3:1 (por well de placa de 6 wells). Luego de 48 hs., las células se sembraron
sobre cubreobjetos para determinar el estado del citoesqueleto o se trataron

para inducir muerte celular.

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de expresion de proteinas o de estado de fosforilacién fue-
ron analizados por ANOVA multifactorial y posterior Scheffé. Los porcentajes
de apoptosis fueron analizados por Chi cuadrado. Se asumieron como diferen-

cias significativas aquellas que produjeron un valor de p<0,05.
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RALA EN LA REGULACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR, LA MATRIZ

EXTRACELULAR, EL CITOESQUELETO Y LA MIGRACION

La alteracién de la morfologia en fibroblastos transformados

depende de RalA

La linea celular NIH3T3 deriva de fibroblastos murinos no transforma-
dos. Estas células crecen in vitro adheridas al sustrato, formando monocapas
con una marcada inhibicion por contacto. La transformacion de estas células
induce tipicos cambios en la morfologia celular, que incluyen redondeamiento,
pérdida de la inhibicion por contacto, aumento de la cantidad de finas y elonga-
das proyecciones celulares y crecimiento en domos o en suspension
(136,169,170,171,172).

La sobreexpresion de variantes virales de Ras, Raf 6 Src en fibroblastos
NIH3T3 indujo todos los cambios arriba descriptos (Figura 14A), si bien la mor-
fologia inducida por cada oncogén mantuvo aspectos caracteristicos de cada
uno. La expresion de v-Ras produjo un importante redondeamiento celular y
una disminucion de la adhesividad, asi como la formacién de proyecciones ce-
lulares que llegaron a medir algunas centenas de micrones de largo. Se pudie-
ron observar asimismo estructuras que semejaban podosomas que fueron con-
firmadas por tincion contra actina (Figura 14B), ya que los mismos son comple-
jos citoplasmaticos de actina, vinculina y otras moléculas que estan involucra-
dos en la adhesion y secrecidon de proteasas de células invasivas (173). No se

vieron diferencias en la presencia de los podosomas en presencia de S28N-
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RalA (datos no mostrados). A mayor confluencia, se produjeron multiples focos
de sobrecrecimiento en estrecho contacto con la monocapa circundante.

Por otro lado, la expresion de v-Raf produjo un redondeamiento celular
mucho mayor aun y una importante disminucion de la adhesién celular al sus-
trato plastico, observandose continuamente células en suspensién que se man-
tenian viables. Este efecto se confirmé al observar que la siembra de las célu-
las NIH3T3-v-Raf que se encontraban en el sobrenadante del cultivo genero el
mismo patrén de crecimiento, conteniendo células adheridas y no adheridas
(datos no mostrados). En cambio, la expresién de v-Src mostré una menor in-
fluencia en la morfologia celular. Se observé sobrecrecimiento sélo en alta con-
fluencia y abarcando toda la monocapa, siendo menor la formacion de domos
(Figura 14A).

La inhibicidon de la actividad RalA en las células transformadas por estos
oncogenes, mediante la coexpresiéon de S28N-RalA, una variante dominante
negativa de RalA, revirtié estas modificaciones, observandose un gran aumento
de la adhesion al plastico con disminucién del redondeamiento y un importante
aumento del spreading. Se observd crecimiento en estricta monocapa con una
fuerte inhibicion por contacto. Es importante destacar que las células adquirie-
ron al mismo tiempo nuevas caracteristicas no observadas ni en las células
control ni en sus derivadas transformadas, como ser aumento del tamafio celu-
lar y una notoria alineacion intercelular (Figura 14A).

También observamos diferencias en su comportamiento adhesivo y de
spreading si las células expresaban S28N-RalA. Estas diferencias se mantuvie-

ron independientemente del tiempo de cultivo, o que sugiere que no se deben
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Figura 14 — A, Imagenes de microscopia de contraste de fase, mostran-

do los cambios morfolégicos inducidos por los oncogenes. Puede ob-
servarse la induccién de procesos y el redondeamiento celular por la
sobreexpresiéon de v-Ras o v-Raf y la capacidad de crecer en multiples
capas inducida por cualquiera de los oncogenes. Estas y otras caracte-
risticas morfolégicas fueron revertidas por la coexpresion de la domi-
nante negativa de RalA, S28N-RalA. 200X. B, Ejemplo de observacion
de podosomas en células NIH3T3-v-Ras segun tincion con faloidina

(1000x).
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a un aumento del tiempo necesario para que las células transformadas por los
oncogenes lleguen al mismo estado que las células control o doble transfectan-
tes. Ademas observamos que durante los primeros 30 minutos las células
transformadas por v-Ras se pegaron y extendieron mas rapidamente que las
células Neo o que las v-Ras/S28N-RalA, pero que, a partir ese tiempo, primero

desaparece y luego revierte (datos no mostrados).

RalA modula la expresion de fibronectina

Uno de los principales reguladores de la morfologia celular es la matriz
extracelular. Se conoce que la transformacién por Ras en fibroblastos inhibe la
expresion de fibronectina (174,175). Por ello, en primer lugar se estudio si la
transformaciéon con v-Ras, v-Raf 6 v-Src modulaba la expresion de fibronectina
y la capacidad de formar una matriz fibrilar en forma dependiente de la activi-
dad de RalA. Para ello, se realizaron ensayos de Western blot, inmunohisto-
quimica e inmunofluorescencia contra fibronectina (FN) en las siete lineas celu-
lares. Se observd que, mientras que la expresion de los oncogenes indujo una
profunda inhibicion de la expresion de FN, la inhibicion de la actividad RalA por
la coexpresion de S28N-RalA restaurd los niveles de expresion a valores seme-
jantes a los de las células control (Neo) (Figura 15A), sugiriendo que estos on-
cogenes precisan de la actividad RalA para ejercer su efecto inhibitorio de la
expresion de FN. Asimismo, la capacidad de inhibir la fibrilogénesis se perdié

por la expresion de S28N-RalA (Figura 15B).
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A

Neo v-Ras v-Src Neo v-Raf
S28N-RalA - - + - + - - +

FN|w e | -

Figura 15 — Western blot (A) e inmunohistoquimica (B) contra fibronec-
tina (FN) de células NIH3T3 expresando los distintos oncogenes y/o
S28N-RalA. Obsérvese que tanto la expresion como la fibrilogénesis de
la fibronectina endégena se vio notoriamente disminuida por la expre-
sién de los oncogenes, mientras que la coexpresion de S28N-RalA fue
capaz de restaurar los valores a niveles similares a los controles. Re-

sultados representativos de al menos 3 experimentos independientes.
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La configuracion del citoesqueleto de actina depende de la actividad

RalA

A continuacion se estudio del papel de RalA en la configuracién del ci-
toesqueleto de actina de las células NIH3T3 transformadas con los distintos
oncogenes. Los fibroblastos NIH3T3 no transformados (vector control, Neo)
mostraron un citoesqueleto de actina organizado en haces denominados fibras
de stress, con escasa actina cortical (Figura 16A) segun ensayos de fluores-
cencia por tincion con faloidina conjugada con Rhodamina. Estas células, de
morfologia mayoritariamente bipolar y elongada, contenian haces de actina que
atravesaban todo el citoplasma, asi como haces mas cortos en lamelas o filo-
podia.

En cambio, la transformacién con los diferentes oncogenes indujo una
marcada desaparicion de las fibras de stress, observandose una relocalizacion
de la actina fibrilar hacia la periferia celular, formando un anillo de actina corti-
cal (Figura 16A). Este efecto fue evidente en mas del 90% de las células ob-
servadas. Soélo en algunas células con prominentes lamellipodia pudo obser-
varse una pequefia formacion de fibras, muy finas y cortas, sobre el frente de
avance, que nunca se vio acompafnada de la formacién de fibras de stress ma-
duras que atravesaran el citoplasma (no mostrado).

La coexpresion de S28N-RalA no sélo fue suficiente para reestablecer
las formacion fibras de stress en estas células, sino que el numero de fibras y
su tamano fueron notoriamente mayores a los observados en las células con-

trol (Figura 16A). Estas células mostraron un grado de spreading mayor que las
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v-R: 28N-RalA V- R‘f‘Z‘N R‘A ‘ ‘“Z‘N R‘A

Neo v-Ras v-Ras/S28N-RalA

Figura 16 — Imagenes de fluorescencia contra actina (A), B-Tubulina (B)

A

Actina

B

Tubulina

C

Vimentina

y Vimentina (C). Nétese la disminucion de las fibras de stress de actina
inducida por la expresiéon de los oncogenes (A). La coexpresion de

S28N-RalA indujo un aumento de la cantidad y tamaro de las fibras por



Resultados

células transformadas e incluso mayor que las células control. Todas las pro-
yecciones celulares contenian una importante red de fibras de stress. La res-
tauracion de las fibras de stress fue observada en la vasta mayoria de las célu-
las estudiadas.

Imagenes similares a las observadas por tinciéon con faloidina se obtuvie-
ron mediante ensayos de inmunofluorescencia contra actina (datos no mostra-

dos).

La contribucion de RalA seria menor en la conformacion de los

microtubulos y de los filamentos intermedios

Al contrario que en el caso de los microfilamentos de actina, la organiza-
cion de los microtubulos no mostré mayores diferencias en ninguna de las célu-
las estudiadas (Figura 16B). Se ha descripto que la sobreexpresion de oncoge-
nes es capaz de alterar la organizacion de los microtubulos (176,177). Aunque

se observd en estas células que al expresar los oncogenes aparecia una tin-

Figura 16 (Continuacion) — sobre los niveles control. En cambio, el
efecto de la expresion de las distintas construcciones fue minimo en la
localizacién de los microtubulos (B). Si bien la expresién de Ras indujo
una marcada deslocalizacién de los filamentos intermedios de vicenti-
na (C), la coexpresion de S28N-RalA fue incapaz de restaurar comple-
tamente la estructura observada en las células control. Campos repre-
sentativos de al menos duplicados por tipo celular por tincién en tres

experimentos independientes. 1000X.
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cion difusa con mayor intensidad que en las células control (sugiriendo la exis-
tencia de tubulina soluble), en todos los casos se observé una importante red
de microtubulos que recorria todo el cuerpo celular.

Se estudié asimismo el rol de la via Ras/Ral en la organizacién de los fi-
lamentos intermedios. Se observd que la expresion de v-Ras fue capaz de alte-
rar la distribucién de vimentina en estas células; sin embargo, la coexpresion
de S28N-RalA restaurd tan sélo muy parcialmente esta organizacion (Figura
16C). Asi, las células doble transfectantes mostraron un cierto grado de forma-
cion de filamentos intermedios hacia la periferia celular, siendo muy escaso el
numero de células que mostraron una red importante de vimentina por todo el
citoplasma. No se observé una asociacion entre el grado de polimerizacién de
vimentina y la morfologia y spreading celulares, segun la observacién por con-

traste de fase (datos no mostrados).

La formacion de complejos de adhesion focal es inhibida por la

actividad RalA

Dado que se han observado cambios dependientes de RalA tanto en la
conformacién de la MEC como de los microfilamentos de actina, se estudio si
los oncogenes modificaban las estructuras que unen estos dos sistemas, los
complejos de adhesion focal (FACs). Para ello, se realizaron ensayos de Wes-
tern blot e inmunofluorescencia contra vinculina, una molécula estructural de
los FACs y comunmente utilizada como marcador de estas estructuras (84) e
integrina 34, un receptor de moléculas de MEC capaz de inducir la formacion de

FACs.
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Faloidina o Vinculin Superposicion

Neo

v-Raf/ v-Ras/
S28N-RalA v-Raf S28N-RalA v-Ras

v-Src

v-Src/
S28N-RalA

Figura 17 — Imagenes de tincion con faloidina para la deteccién de acti-
na F (verde) e inmunofluorescencia contra Vinculina (rojo) para la de-
teccion de las FAC. En la columna de la derecha puede observarse la
superposicion de las dos imagenes. Las zonas marcadas en amarillo

sugieren colocalizacion entre los complejos de adhesién focal, segun
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Las células NIH3T3-Neo mostraron un importante marcacion contra vin-
culina similar a la reportada para los FACs en ésta (62,178) y otras (179) lineas
celulares, que se distribuyd, segun ensayos de doble marcacion con anti-
vinculina y faloidina, en los extremos de las fibras de stress (Figura 17), confir-
mando que los acumulos detectados eran bona fide complejos de adhesion fo-
cal. La expresion de los oncogenes indujo la deslocalizacién de vinculina, ob-
servandose una marcacion difusa en toda la periferia celular. En cambio, la co-
expresion con S28N-RalA revirtié estos cambios vy, al igual que lo observado en
la distribucién de actina, el numero y el tamano de los FACs fue aun mayor que
en las células control (Figura 17). Del mismo modo que en las células Neo, es-
tos complejos de adhesion focal colocalizaron con los extremos de las fibras de

stress.

Los oncogenes inducen la delocalizacion de integrina 1 por una via

que depende de la actividad RalA

La integrina 31 es un importante receptor de moléculas de la MEC y fun-
ciona como nexo entre ésta y el citoesqueleto. Por ello, se estudio la expresion
y localizacion de esta molécula en funcién de la actividad de los oncogenes y

de RalA. Ni la sobreexpresion de los oncogenes v-Ras 6 v-Src, asi como tam-

Figura 17 (Continuacion) — la tincidon contra vinculina y los extremos de
las fibras de stress, segun la tinciéon con faloidina. Nétese la tincién di-
fusa y la ausencia de colocalizacion en las células transformadas por
los oncogenes y su reaparicion por la coexpresion de S28N-RalA.
Campos representativos de triplicados en al menos 3 experimentos in-

dependientes. 1000X.
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poco la coexpresion de S28N-RalA modificaron el nivel de expresion de integri-
na B4, segun ensayos de Western blot (Figura 18A). La sobreexpresion de los
oncogenes impidié la distribucién localizada de esta proteina en puntos de
membrana plasmatica, induciendo en cambio una marcacién difusa. La coex-
presion de S28N-RalA restaurd la localizacién de integrina B4, sugiriendo que
los oncogenes modifican, de forma dependiente de RalA, la localizacién y no el

nivel de expresion total de integrina 31 (Figura 18B).

v-Ras inhibe la expresion de Tropomiosina (TM)-2 de forma

dependiente de RalA

La familia de las tropomiosinas cumple la funcién de estabilizar la actina
F polimerizada en fibras de stress al inhibir la accion de gelsolina y
ADF/cofilina, moléculas promotoras de la despolimerizacion de actina
(63,64,65). En células que presentan fibras de stress las moléculas de TMs co-
localizan con ellas. Dado que es sabido que variantes activadas de Ras repri-
men la expresion de tropomiosinas (especialmente 1y 2) y que la desaparicion
de las fibras de stress inducida por este oncogén depende de la inhibicién de la
expresion de TMs, se estudié por Western blot la expresién de estas molécu-
las. Para ello se utiliz6 un anticuerpo que reconoce varias proteinas de esta
familia, ya que los fibroblastos NIH3T3 expresan multiples isoformas, siendo
TM-1 y TM-2 formas predominantes (91,93,180). Se observa en la Figura 19A
que la expresion de v-Ras, pero no de v-Raf, reprimié fuertemente la expresiéon
de TM-2 de forma dependiente de RalA ya que la coexpresion de S28N-RalA
restaurd su expresion a un nivel similar al de las células Neo. v-Src indujo una

menor disminucion de la expresion de TM2. Este resultado fue confirmado por

79



80 Resultados

Neo v-Ras v-Src

S28N-RalA - . + 5 +

Integrina 3, . —  — A—— —

Actina . . ‘ . '

Neo v-Ras v-Ras/S28N-RalA

Figura 18 — Ensayos de Western blot (A) e inmunofluorescencia (B)
contra integrina 1. Nétese que si bien la expresion de los oncogenes o
de la dominante negativa de RalA no modificaron los niveles de expre-
sion de esta integrina, el oncogén indujo la pérdida de su localizacién
en la periferia celular, mientras que la coexpresion de S28N-RalA fue
capaz de restaurarla. Resultados representativos de al menos tres ex-

perimentos independientes. B, 1000X.
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RT-PCR contra a-tm (que codifica para TM-2, 3, 5a, 5b y 6) o B-tm (codificante

para TM-1) (Figura 19B).

La expresién de los oncogenes v-Ras, v-Raf 6 v-Src induce una

delocalizacion de las restantes TMs dependiente de RalA

Si bien el nivel de inhibicidn de la expresion de TM-2 depende del onco-
geén expresado, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia a fin de estudiar
si la localizacién de estas moléculas podia ser regulada por estos oncogenes.
Las células control mostraron una localizacion de tropomiosinas en fibras a lo
largo de la célula (Figura 19C). La desaparicidon de las fibras de stress inducida
por los oncogenes se acompaid de la delocalizacion de las TMs, observable
por una tincion difusa citoplasmatica. Este efecto fue dependiente de la activi-
dad RalA, ya que la coexpresion de S28N-RalA restauro la localizacién de las
TMs de manera similar a la reaparicion de las SFs. Ensayos de doble marca-
cion demostraron una completa colocalizacion entre TMs y actina F en todas

las células que presentaron fibras de stress (datos no mostrados).

La senalizacion de RalA es independiente de Mek1/2 y PI3K

En distintos modelos la actividad de Mek 6 PI3K pueden mediar la trans-
formacion inducida por Ras y que la dominante negativa S28N-RalA podria es-
tar interfiriendo con la activacion de estas moléculas. Por ello, se decidié estu-
diar, a modo de control del modelo, si la coexpresiéon de S28N-RalA modulaba

la activacion de Mek 6 PI3K inducida por los oncogenes. Segun ensayos de
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A Neo v-Ras v-Raf v-Src
S28N-RalA - - + - + - +

- - — =TM1

— L R -TM2

Cald1 m

Bactin

v-Ras/S28N-RalA v-Raf/S28N-RalA
Figura 19 — Ensayos de Western blot (A), RT-PCR (B) e inmunofluores-

v-Src/S28N-RalA

Tropomiosina

cencia (C) contra Tropomiosina 2. N6tese que, si bien sélo la expresiéon
de v-Ras es capaz de inhibir la expresion de TM-2 tanto a nivel de pro-
teina como de mRNA (A y B), los tres oncogenes inducen la delocaliza-
cion de las tropomiosinas (C). La expresion de S28N-RalA restaura no
séblo la expresion de TM-2 en el contexto del oncogén v-Ras, sino la lo-
calizacion sobre las fibras de stress en las tres lineas. Resultados re-
presentativos de tres (A y C) o dos (B) experimentos independientes. C,

1000X.
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Western blot en ausencia de suero, no se encontraron diferencias en los nive-
les de fosforilacion Erk1/2 y Akt, moléculas rio abajo de las cascadas de estas
Mek y PI3K respectivamente (Figura 20). Estos resultados demuestran que
RalA no modula la activacién de Mek 6 PI3K y aseguran que la expresion de la

mutante dominante negativa impone una inhibicion selectiva a la via Ral.

A Neo v-Ras v-Raf v-Src

S28N-RalA - - + - + - +

B Neo v-Ras Neo v-Raf Neo v-Src

S28N-RalA -

==
v e - d SSES

Figura 20 — La expresion de la dominante negativa S28N-RalA no inhibe
la activacion de las vias Raf/MEK/Erk 6 PI3K/PDK/Akt, segun determina-
ciones del estado de fosforilacion de Erk1/2 (A) o Akt (B). En ambos pa-
neles, arriba se muestra el Western blot contra la forma fosforilada de la
proteina, mientras que abajo se muestra el resultado del revelado contra
la proteina total en la misma membrana. Resultados representativos de

dos experimentos independientes.
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La activacion de las vias MEK/Erk y PI3K/Akt es necesaria para la
desaparicion de fibras de stress inducida por v-Ras de forma

paralela a RalA

Ras puede promover la desaparicion de fibras de stress por multiples
mecanismos. Para entender con mayor profundidad este sistema, se analizé la
distribucion de la actina F en estas células en presencia de inhibidores de las
quinasas activadas por este oncogén. La Figura 21 muestra que la inhibicion de
la via Raf/Mek/ERK por tratamiento con PD98059 6 de PI3K/AKT por trata-
miento con LY294002 inhiben, al menos en parte, la accion del oncogén Ras
sobre las fibras de stress de actina. Al igual que en las células control, en las
células NIH3T3-v-Ras/S28N-RalA estos inhibidores no modificaron sustancial-
mente la conformacion de las fibras de stress. Estos resultados demuestran
que, ademas de RalA, las vias Raf/Mek/Erk y PI3K/Akt son necesarias para la
desaparicion de las SFs.

Se estudio entonces si estas vias conducian a cambios en los niveles de
expresion o en la localizacion de TMs. Se encontré que la inhibicién farmacolo-
gica de Mek 6 PI3K inducen la relocalizacion de TMs en fibroblastos transfor-
mados por el oncogén de forma similar a la formacion de fibras de stress (datos
no mostrados). Sin embargo, estos tratamientos fueron incapaces de restaurar
la expresion de TM-2 de cultivos paralelos de células transformadas con v-Ras

(Figura 22). Tampoco fueron capaces de modificar la expresion
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DMSO PD98059 LY294002

Figura 21 — Ensayos de fluorescencia para la determinacién de la orga-

Neo

v-Ras

v-Ras-
S28N-RalA

nizacién de actina segun tincion con faloidina en presencia de inhibido-
res de Mek 6 Akt. Células creciendo en cubreobjetos fueron tratadas
por 24 hs con 50 yM PD98059 (inhibidor de MEK) 6 20 uM LY 294002 (in-
hibidor de PI3K). Né6tese la reaparicion de las fibras de stress de actina
en las células transformadas por v-Ras en presencia de los inhibidores.
Campos representativos de duplicados en tres experimentos indepen-

dientes. 1000X

basal de las células control o de las doble transfectantes v-Ras/S28N-RalA. Es-

tos resultados sugieren que las distintas vias rio abajo de Ras inducen la des-
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aparicion de las SFs por diversos mecanismos, tanto dependientes como inde-

pendientes de la regulacion de TM-2.
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Neo v-Ras v-Ras/S28N-RalA
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Figura 22 — Ensayos de Western blot para la deteccion de TMs en célu-
las NIH3T3 incubadas por 24 hs con 0.5% DMSO (control), 50 uM
PD98059, 20 uM LY294002 6 10 uM SB203580. Nétese la ausencia de
efecto de estos inhibidores en la expression de TM-2. Resultados re-

presentativos de dos experimentos independientes.

RalA inhibe la activacién de p38

Uno de los efectores de RalA es RalBP1, una molécula con actividad
GAP especifica para CDC42 y Rac. Estas moléculas tienen como efectores, a
su vez, a las MAPKs de la subfamilia SAPK (proteina quinasas activadas por
stress) JNK y p38. Se estudié entonces la capacidad de los oncogenes y de
RalA de modular la activacién de estas quinasas. La expresidén de los oncoge-
nes indujo un importante aumento en el nivel de fosforilacién (activacién) de
JNK, el cual no fue modulado por la coexpresién de la dominante negativa
S28N-RalA (datos no mostrados). En cambio, la expresion de los oncogenes
disminuy¢ drasticamente el nivel de fosforilacion de p38 en ausencia de suero y
este efecto fue revertido por la coexpresién de la dominante negativa de RalA

(Figura 23). En presencia de suero todas las lineas mostraron un bajo nivel de
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Neo v-Ras v-Raf v-Src

S28N-RalA -~ } + B + - +
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Figura 23 — Ensayos de Western blot para la determinacién del estado
de fosforilacion (activacion) de p38. Células en subconfluencia fueron
incubadas por 24 hs en presencia (paneles inferiores) o ausencia (pa-
neles superiores) de 10% SFB previamente a la lisis. Como control po-
sitivo de activacion, células creciendo en presencia de 10% SFB fueron
tratadas por 30 minutos con 0.5 M NaCl. Obsérvese que los oncogenes
fueron capaces de inhibir la activacion de p38 inducida por a ausencia
de suero, y que la coexpresion de S28N-RalA restaura dicha activacion.

Resultados representativos de tres experimentos independientes.

activacion de p38 (comparar contra el control positivo, tratamiento de 30 minu-
tos con NaCl 0,5 M). Los oncogenes, en cambio, no fueron capaces de impedir
la activacion de p38 en respuesta a un stress intenso (tratamiento de 30 minu-

tos con NaCl 0,5 M, datos no mostrados).
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La activacion de p38 es necesaria para la reaparicion de las SFs

inducida por la inhibiciéon de RalA

El balance entre Erk y p38 regula la expresion de TMs en fibroblastos
(181), por lo que se estudid si p38 esta involucrada en la regulacion de las fi-
bras de stress y la expresién de TM-2 mediada por RalA en estas células. Para
ello, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia (Figura 24A y C) y de Wes-
tern blot (Figura 21 y Figura 24B) de células tratadas con un inhibidor farmaco-
l6gico de p38 (SB203580) o de células transfectadas de forma transiente con
una variante dominante negativa de p38a. La Figura 24 muestra que las células
NIH3T3-v-Ras-S28N-RalA fueron incapaces de formar fibras de stress cuando
p38 se mantuvo inhibida por cualquiera de los dos mecanismos (Figura 24 A 'y
C). Asimismo, las TMs mantuvieron una marcacion difusa en estas condiciones
(Figura 24C). Sin embargo, la inhibicion de p38 en las células Neo O v-
Ras/S28N-RalA fue incapaz de inhibir la expresion de TM-2 (Figura 22 y Figura
24B) de forma comparable al efecto inducido por v-Ras, por lo que RalA podria
inhibir la formacién de fibras de stress por mas de un mecanismo.

Mas aun, la activacion forzada de p38 en células NIH3T3-v-Ras por so-
breexpresion transiente de una variante constitutiva de MKK6 indujo la reapari-
cion, al menos parcial, de las fibras de stress (Figura 25). Dicha actividad fue
abolida por el tratamiento con el inhibidor de p38, SB203580 (Figura 25), sugi-
riendo que la via MKKG6/p38 seria suficiente para restaurar la configuracion de
los microfilamentos, aun en el contexto del oncogén v-Ras y la via RalA funcio-

nal.
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Figura 24 — A. Ensayos de tincion con faloidina en células NIH3T3-v-
Ras expresando o no eGFP y una variante dominante negativa de p38a.
Las flechas marcan las células expresando eGFP como indicador de
transfeccion. Notese que el la pérdida de las SF por expresion de la
dominante negativa de p38 sblo se observa en las células que expresan
también eGFP y no en las células vecinas no transfectadas. B. Ensayo
de Western blot para la determinacion de la expresién de TMs en célu-
las transfectadas de forma transiente con la misma construccion domi-
nante negativa o con una construccion constitutiva de MKK6, MKKG6ED.

Resultados representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 24 — Continuacién. C. Fluorescencia contra actina (verde) y TMs
(rojo). Notese la pérdida de las fibras de stress y colocalizaciéon de ac-
tina y TMs inducida en las células Neo y en las doble transfectantes por
tratamiento durante 24 hs. con 10 uM SB203580. Resultados represen-
tativos de dos experimentos independientes en duplicado. A y C,

1000X.
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Figura 25 — Ensayos de tincion con faloidina en células NIH3T3-v-Ras
expresando o no eGFP y una variante constitutiva de MKK6, MKK6EDb.
Nétese que la sobreactivacion de MKK6 indujo la reaparicion de las fi-
bras de stress en estas células en ausencia, pero no en presencia de
un inhibidor farmacolégico de p38. Resultados representativos de dos

experimentos independientes en duplicado. 400X
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RhoA es capaz de modular la formacion de fibras de stress y la
contractilidad celular aun en presencia de v-Ras en forma paralela o

rio debajo de RalA

RhoA es el principal regulador de la conformacion del citoesqueleto de
actina en multiples tipos celulares. Dado el alto grado de interaccion entre las
distintas GTPasas y que tanto Ras como RalA pueden regular la actividad de
proteinas de la familia Rho, se decidi6 estudiar si RhoA mantenia su capacidad
de regular la formacion de fibras de stress en el contexto de la sobreexpresion
del oncogén v-Ras y/o de la expresion de la dominante negativa S28N-RalA.
Como se muestra en la Figura 26, una variante constitutiva de RhoA, V14-
RhoA (182), incapaz de hidrolizar la molécula de GTP, pero no Rho Wt, fue ca-
paz de inducir en ensayos de transfecciones transientes, una muy pronunciada
contraccion y formacion de gruesas fibras de stress en las células NIH3T3, aun
en la presencia del oncogén v-Ras. Asimismo, la formacion de fibras de stress
se vio reducida, tanto en las células NIH3T3-Neo como en las células NIH3T3-
v-Ras/S28N-RalA por la sobreexpresion transiente de N19-RhoA (una mutante
dominante negativa de esta molécula similar a la mutacion S28N en RalA)
(182), incapaz de unir GTP (Figura 26). Estos resultados sugieren que RhoA

seria una via paralela o rio abajo de la via Ras/RalA.
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Figura 26 — Estructura de los microfilamentos segun tincion con faloi-
dina-TRITC (rojo) en células expresando EGFP (verde) y un vector vacio
(EGFP), RhoA (WT-Rho), una variante constitutiva (V14-Rho) 6 una do-
minante negativa de RhoA (N19-Rho). Las flechas marcan las células
transfectadas. Nétese la induccidon de gruesas fibras de stress por la
sobreexpresion de V14-Rho en las células NIH3T3-v-Ras y de una gran
contraccion en las células NIH3T3-Neo. Obsérvese también el aspecto
mas relajado con ausencia de fibras de stress en células Neo y v-
Ras/S28N-RalA sobreexpresando N19-Rho. Resultados representativos

de dos experimentos independientes en duplicado. 1000X
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Relacién entre la capacidad de formacion de fibrillas de fibronectina

y la configuracién del citoesqueleto de actina

Se conoce que existe tanto regulacion “outside-in” (regulacién del ci-
toesqueleto por la MEC a través de la formacion de FACs) como “inside-out”
(activacién de la integrina 31 en los FACs por la polimerizacion de actina y, co-
mo consecuencia, fibrilogénesis) (53). Habiendo mostrado que los oncogenes
v-Ras, v-Raf y v-Src en una via dependiente de RalA, inducen profundos cam-
bios tanto en la MEC como en la conformacién de los microfilamentos y en la
distribucion de los FACs en fibroblastos NIH3T3, se realizaron ensayos para
determinar a cual de los dos mecanismos (“outside-in” ¢ “inside-out”), si a algu-
no de ellos, se debian los efectos observados en este modelo.

En primer lugar, se determino si la ausencia de FN era la responsable de
la desaparicion de los FACs y de las fibras de stress inducida por la sobreex-
presion de los oncogenes. Para ello, fibroblastos NIH3T3 sobreexpresando los
oncogenes v-Ras, v-Raf 6 v-Src se cultivaron sobre cubreobjetos a los que se
les adhirié previamente FN (ensayo de coating) y se comparé la estructura del
citoesqueleto luego de 24 h de incubacion con la de fibroblastos crecidos sobre
vidrio desnudo o recubierto con una proteina inespecifica (albumina sérica bo-
vina, BSA). Las células transformadas por los oncogenes y crecidas sobre BSA
mostraron una relocalizacién de la actina de fibras de stress a actina cortical
similar a la de las mismas crecidas sobre vidrio desnudo. En cambio, estas cé-
lulas, crecidas sobre fibronectina, mostraron una rica trama de fibras de stress,
similar a la de las células control NIH3T3-Neo (Figura 27), sugiriendo que la so-

la presencia de FN es suficiente para inducir la formacién de fibras de stress y



Resultados
BSA FN
24 Hs 24 Hs 96 Hs
(o]
(]
Z
0
©
o
>
[T
©
e
>
o
@
>

Figura 27 — Organizacién de los microfilamentos en células NIH3T3
transformadas por los distintos oncogenes en cubreobjetos pretrata-
dos o no con fibronectina (FN) e incubados por 24 6 96 hs. Nétese la
reaparicion de las fibras de stress luego de 24 hs de incubacién sobre
FN, pero no BSA y su desaparicién luego de 96 hs. Resultados repre-

sentativos de dos experimentos independientes en triplicado. 1000X
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la existencia de un mecanismo de regulacién “outside-in". La presencia de FN
exdgena indujo asimismo la formacion de complejos de adhesion focal en los
fibroblastos transformados (datos no mostrados). A las 96 h de incubacion las
células que expresaban los oncogenes volvieron a su fenotipo anterior, sugi-
riendo que la FN ejerce su efecto de forma transitoria y que al desaparecer la
FN exdgena derivada del coating por actividad de proteasas, este efecto des-
aparece.

Luego, se realizé el ensayo opuesto, es decir, se bloqued la activacion
de las integrinas por la fibronectina enddgena, producida por las propias células
NIH3T3 control o por las células NIH3T3 transformadas con los oncogenes v-
Ras, v-Raf 6 v-Src y cotransfectadas con la dominante negativa de RalA
(Figura 15). Se cultivaron las células sobre vidrio desnudo (para estudiar solo la
FN producida por las mismas células) en presencia o ausencia de péptidos an-
tagonistas (conteniendo las secuencias RGD 6 LDV) o anticuerpos bloqueantes
de la unién FN-integrina B4. Ningun tratamiento impidié la formacion de fibras
de stress o de los complejos de adhesion focal en estas células (Figura 28 y
datos no mostrados), indicando que, si bien la presencia de FN es suficiente
para la organizacién de los microfilamentos en fibras de stress y para la forma-
cion de los FACs, a la vez la fibronectina no seria necesaria para estos efectos,

sugiriendo que otros mecanismos deben estar jugando un rol importante.
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v-Ras/S28N-RalA v-Raf/S28N-RalA v-Src/S28N-RalA

Figura 28 — Conformacién del citoesqueleto de actina en presencia de

+LDV +RGD DMEM

IgG

Anti (3,

péptidos antagonistas (conteniendo las secuencias RGD 6 LDV) o un
anticuerpo bloqueante de la funcién integrina 1 en células NIH3T3-Neo
6 expresando un oncogén y S28N-RalA. Nétese la ausencia de cambios
por estos tratamientos. Resultados representativos de dos experimen-

tos independientes en triplicado. 1000X
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RalA es necesaria para el aumento de la migracién celular inducido
por v-Ras, v-Raf y v-Src

La migracién celular depende en gran medida de la conformacién del ci-
toesqueleto y de la matriz extracelular (43,56,57). Dado que ambas estructuras
se hallan modificadas en las células NIH3T3 transformadas por los oncogenes
y que ello depende de la actividad de RalA, se investigd si los oncogenes indu-
cian la migracion celular por una via de transduccion dependiente de la activi-
dad RalA. Para ello, se realizé un ensayo de migracion en herida utilizando las
células transformadas con v-Ras 6 v-Src y sus doble transfectantes con S28N-
RalA. Como puede observarse en la Figura 29A, la expresidén de estos oncoge-
nes induce un marcado aumento en la capacidad migratoria, llegando a cubrir
toda la superficie de la “herida” en menos de 12 hs. En cambio, la coexpresion
de S28N-RalA reduce notoriamente la capacidad de migracién celular, obser-
vandose solamente una cobertura del 50% de la zona en el mismo lapso.

Dado que este experimento requiere de la formacion previa de una mo-
nocapa y que las células NIH3T3-v-Raf son incapaces de formar una monoca-
pa entera, se decidio estudiar también la capacidad migratoria mediante ensa-

yos de migracion en camaras Transwell de poro de 8 um. Este ensayo consiste
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Figura 29 — Determinaciéon de la capacidad migratoria de las distintas
lineas celulares. A. Ensayo de herida en monocapa. Monocapas con-
fluentes en placas de 6 wells fueron “heridas”, generando lineas sin cé-
lulas con la punta de un tip. Luego de lavados con PBS para eliminar
las células no adheridas, se fotografiaron zonas de la herida (10X) y se
incubaron por 12 hs en medio completo. Las mismas zonas se fotogra-

fiaron nuevamente (10X) y por medio de analisis de imagenes se
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en sembrar células en un lado de una membrana porosa y contar, luego de la
incubacioén, células que atravesaron la membrana a través de sus poros. Para
ello, se agrega medio de cultivo a ambos lados del filtro y las células se siem-
bran en la camara superior y se incuban por el tiempo deseado. En este expe-
rimento en particular, tanto el medio de cultivo de la parte superior como el me-
dio de la parte inferior fueron idénticos y contenian sélo 10% SFB. Luego de
16 h de incubacion, las células se fijaron en formol neutro y se contaron las cé-
lulas del lado inferior del filtro. La Figura 29B muestra que todos los oncogenes
indujeron un marcado aumento de la capacidad migratoria celular, que fue no-
toriamente inhibido en las células que coexpresaban la dominante negativa
S28N-RalA, apoyando la idea de que RalA, a través de la regulacién de la con-
figuracién del citoesqueleto, media el aumento de la migracion celular inducido

por los oncogenes.

Figura 29 (Continuacion) — determiné el porcentaje de cobertura de ca-
da “herida” (derecha). B. Ensayo de migracion en camara de Boyden.
Las células se inocularon en la zona superior de un filtro de 8 pm, se
incubaron por 16 hs en medio completo y luego se cuantificé el numero
de células del lado inferior del filtro. Se grafica la media * SD del nime-
ro de células por campo. *, p<0.05 vs Neo; **, p<0.05 vs oncogén sélo
(n=3). Resultados representativos de al menos tres experimentos inde-

pendientes
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RALA EN LA MODULACION DE LA SOBREVIDA CELULAR

La sefalizacién oncogénica implica mas que un aumento de las capaci-
dades migratoria y proliferativa. Para ser capaz de generar tumores, una célula
debe poder sobrevivir frente a diversas situaciones y estimulos que provocarian
la muerte a células no transformadas. Estos estimulos incluyen la ausencia de
una matriz adecuada, interacciones inadecuadas entre células, falta de factores
de crecimiento o sobrevida o inclusive la presencia de factores inductores de
muerte, asi como también hipoxia, bajos niveles de nutrientes, etc. Los onco-
genes promueven la resistencia a estos estimulos mediante cascadas intrace-
lulares de sefalizacion, que derivan en la inhibicién o represién de moléculas
proapoptoéticas y en la expresion y activacién de moléculas antiapoptoticas. Es-
to implica que la célula transformada activa mecanismos generales de sobrevi-
da que luego promoveran la resistencia a drogas quimioterapicas y radiacién
terapéutica

Por ello, es de suma importancia reconocer las senales de sobrevida ce-
lular con todo detalle, de forma de poder en el futuro cercano inhibir dichas vi-
as, ya sea mediante la utilizacién de drogas, terapia génica o cualquier otra es-
trategia, y asi promover la sensibilidad de las células tumorales al tratamiento

anticanceroso utilizado.

La actividad RalA es necesaria para la sobrevida celular in vivo

Como ya se menciond, en nuestro laboratorio y en otros se ha demos-

trado previamente que RalA es necesaria para la produccién de tumores por
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v-Ras-
S28N-RalA

Figura 30 — Sobrevida in vivo a corto plazo. 10° células fueron inocula-
das en la dermis de ratones singeneicos BALB/c en 50 ul de PBS con
tripan blue como marcador del sitio de inyeccion. Luego de 7 dias, se
recupero el sitio de inoculacién y fijé con glutaraldehido 3,5%. Cortes
de <1 ym de espesor se tifieron con azul de metileno. Nétese que la
mayoria de las células Neo o S28N-RalA presentan indicadores morfo-
I6gicos de apoptosis (flechas blancas), mientras que las células v-Ras
se mantienen viables, observandose ademas numerosas mitosis (pun-
tas de flecha negras) y casi ninguna apoptosis. Resultados representa-

tivos de cuatro experimentos independientes. 40X.
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células transformadas con distintos oncogenes (163,164). Dado que un requisi-
to indispensable para la oncogenicidad es la adquisicion de la capacidad de
sobrevivir in vivo, se investigod si la actividad RalA es necesaria para la induc-
cion de la resistencia a la apoptosis in vivo. Particularmente, se estudié si la in-
hibicién de la actividad RalA por la coexpresion de la dominante negativa impi-
de la sobrevida a corto plazo (3-7 dias) de fibroblastos NIH3T3 transformados
con las variantes virales de los oncogenes Ras, Raf 6 Src. Se encontré que los
fibroblastos control (Neo) fueron incapaces de sobrevivir en estos plazos en la
dermis de ratones singeneicos (BALB/c), observandose un alto numero de cé-
lulas en apoptosis. En cambio, los fibroblastos transformados por los oncoge-
nes no solo fueron capaces de sobrevivir, sino que se encontraron numerosas
imagenes de mitosis en los sitios de inoculacién. Por el contrario, la cotransfec-
cion con S28N-RalA restaurd la muerte celular en este plazo, sugiriendo que un
mecanismo por el cual RalA mediaria la adquisicion de un fenotipo maligno es
la promocion de la capacidad de sobrevivir in vivo (Figura 30 y datos no mos-

trados).

RalA regula asimismo la sobrevida in vitro

A fin de investigar los mecanismos moleculares que median la adquisi-
cion de sobrevida dependiente de RalA, se estudié en primer lugar si este efec-
to se observa también in vitro. Para ello, se realizaron tratamientos proapoptoti-
cos en las distintas lineas transfectadas a fin de inducir el proceso apoptético y
se analizo la capacidad de cada una de ellas de sobrevivir a estos tratamientos.
Las células control NIH3T3-Neo fueron altamente sensibles frente a tres trata-

mientos proapoptéticos ensayados, sin relacion entre si: privacion de anclaje
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Figura 31 — Sobrevida in vitro frente a la privacién de anclaje (anoikis).
Células NIH3T3 expresando los distintos oncogenes en presencia o au-
sencia de la expresion de S28N-RalA fueron incubadas en medio com-
pleto en placas previamente recubiertas con un gel de agar 1.5% para
impedir el anclaje. Luego de 72 hs, los cultivos se fotografiaron y la
viabilidad de los mismos se analizé por medio del ensayo de exclusion
de azul Tripan. Las flechas marcan la presencia de muerte celular. 10X.
Campos representativos de ensayos por triplicado en cuatro experi-

mentos independientes.
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(Figura 31), privacion de suero (Figura 32A) y tratamiento con cisplatino (Figura

32B), observandose la aparicién de células con una morfologia caracteristica-

mente apoptdtica, es decir, disminucion del citoplasma, redondeamiento, com-

pactacion y fragmentacion nuclear y aparicion de cuerpos apoptoticos. La viabi-

lidad celular fue confirmada por tincién con azul Tripan (datos no mostrados) y
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Figura 32 — Sobrevida in vitro frente a la privacién de suero (A) o trata-
miento con cisplatino (B). Las células creciendo sobre cubreobjetos
fueron incubadas por 24 hs en DMEM sélo (A) 6 DMEM + 10% SFB +
100 pM cisplatino (B). Luego, las células fueron fijadas y tenidas con
Hoechst. Se grafica la media = SD del porcentaje de nucleos con morfo-
logia apoptoética (recuento minimo de 250 células en duplicado por tra-
tamiento). *, p<0.05 vs Neo; **, p<0.05 vs oncogén (test de Chi cuadra-

do, n=2). Representativo de al menos cinco experimentos independien-

tes.
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el caracter apoptoético de la muerte celular fue confirmado por tincién con An-
exina V-FITC (Figura 33).

La sobreexpresion de los oncogenes indujo un muy marcado aumento
de la sobrevida celular frente a los tres estimulos proapoptéticos estudiados,
observandose pocas diferencias en cuanto al efecto de cada uno de los onco-

genes entre si (Figura 31 y Figura 32). En cambio, la coexpresion de S28N-

Control 200 ug/ml Cisplatino

Hoescht Annexin V Hoescht Annexin V

Neo

v-Ras

v-Ras/S28N-RalA

Figura 33 — Morfologia nuclear segun Hoechst (Azul) y tinciéon con An-
exina V-FITC (verde) de células NIH3T3 creciendo sobre cubreobjetos y
tratadas o no por 24 hs con 100 uM Cisplatino. Obsérvese que la mayo-
ria de las células con marcaciéon para Anexina V muestran condensa-
cion y/o fragmentacion nuclear caracteristicas de la apoptosis. Campos
representativos de dos cubreobjetos en dos experimentos indepen-

dientes. 400X.
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RalA redujo significativamente la resistencia inducida por los oncogenes en los
tres ensayos realizados, sugiriendo que RalA media un mecanismo de sobrevi-

da general y no la respuesta a un estimulo proapoptético particular.

La regulacion de la sobrevida celular in vitro seria independiente de

la expresion de proteinas de la familia Bcl-2

Dado que los miembros de la familia Bcl-2 juegan un rol crucial en la re-
gulacién de la sobrevida celular y que existen multiples mecanismos de regula-
cion de la expresion de estas moléculas, se realizaron estudios de Western blot
contra Bax, Bad (dos miembros proapoptoticos), Bel-x y Bcl-2 (miembros antia-
poptoticos). Mientras que no se detectd expresion de Bad, si se pudo detectar
expresion de los restantes tres miembros. Sin embargo, ni la expresién de los
oncogenes ni la coexpresion de S28N-RalA fueron capaces de modular dicha
expresion (datos no mostrados), sugiriendo que la regulacién de la expresion
de estas moléculas no seria un mecanismo de promocion de sobrevida en este

sistema.

RalA promueve la sobrevida celular de forma independiente de MEK

6 PI3K

Asimismo, se realizaron ensayos de sobrevida frente a la privacién de
suero en los cuales se estudio el sinergismo entre las vias rio abajo de los on-
cogenes. Para ello, fibroblastos NIH3T3 transformados por los oncogenes vy
sobreexpresando o no la dominante negativa de RalA fueron incubados en au-
sencia de suero (a fin de inducir apoptosis) y en presencia o no de inhibidores

farmacoldgicos de Mek (50 pM PD98059) 6 PI3K (20 pM LY294002 6 100 nM
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Figura 34 — Efecto de la inhibicion farmacolégica de Mek 6 PI3K por tra-
tamiento con 50uM PD98059 6 100 nM Wortmannina en la sobrevida
frente a la privacion de suero en células NIH3T3. El ensayo y la cuanti-
ficacion se realizé de forma similar a la Figura 32 (minimo 200 células
en duplicado por tratamiento). *, p<0.05 vs DMSO (test de Chi cuadrado,

n=2). Representativo de tres experimentos independientes.
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Wortmannina). Ambos tratamientos inhibieron en algunos experimentos par-
cialmente la actividad antiapoptética de los oncogenes (Figura 34 y datos no
mostrados). La inhibicion conjunta de RalA por la coexpresién de la dominante
negativa y de Mek 6 PI3K por tratamientos farmacolégicos indujo, el caso de
las células transformadas con v-raf o v-ras, respectivamente, un mayor grado
de muerte celular, sugiriendo la independencia de estas tres vias de transduc-
cion de senales (Figura 34). Estos tratamientos fueron suficientes para impedir
la activacién de Erk y Akt, respectivamente, segun ensayos de Western blot

contra las formas fosforiladas de estas quinasas (datos no mostrados).

La regulacion de p38 seria un mecanismo de promocion de la

sobrevida celular

La MAPK p38 esta intimamente involucrada en la respuesta a stress y la
induccién de apoptosis en fibroblastos (126,127). Como ya fue mostrado pre-
viamente, la expresién de los oncogenes reduce notoriamente la activacién de
esta quinasa y la coexpresion de S28N-RalA restaura los valores de fosforila-
cion a los de las células control (Figura 23). Dado que en estas células nivel de
actividad de esta quinasa pareceria correlacionar con la sensibilidad a los tra-
tamientos proapoptoticos, a continuacion se determind si la activacion de p38
es necesaria para la aparicion de apoptosis en este modelo. Para ello, las dis-
tintas lineas transfectadas fueron sometidas a ensayos de privaciéon de suero
en presencia o ausencia de un inhibidor farmacologico de p38, SB203580. Se
encontré que la inhibicién de p38 impidié la muerte celular en todas las lineas
celulares, demostrando que la actividad de esta quinasa es necesaria para la

induccion de muerte celular en este modelo y apoyando la nocién de que RalA
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podria mediar las sefales de sobrevida por medio de la modulacion de la acti-

vidad de p38 (Figura 35).

Ni el oncogén v-Ras ni RalA inducirian la activaciéon de los
promotores AP1 6 NF-kB

Tanto AP1 como NF-kB han sido extensamente estudiados en relacion
con la activacion de oncogenes y tumorigénesis. Ademas, ambos pueden pro-
mover sefales de sobrevida y serian activados por una via que involucra RalA
(33,34,35,36). Por todo ello, se realizaron ensayos de genes reporteros con el

gen de la luciferasa de luciérnaga bajo la regulacion de las secuencias de union



a AP1 6 NF-kB. Sin embargo, contra lo esperado, la activacion de Ras por so-
breexpresion de v-Ras no fue capaz de inducir un aumento de la actividad AP1
0 NF-kB en estas células. Ademas, S28N-RalA no sélo no disminuyo la activi-

dad NF-kB sino que, en algunos experimentos, indujo su activacion, aunque de
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La transformacién tumoral es un proceso extremadamente complejo, en
el cual intervienen multiples factores y se produce en diferentes etapas. Para
mayor dificultad, los actores moleculares que intervienen en la division, la so-
brevida y la diferenciacion de la célula tumoral son en esencia los mismos que
participan en estos procesos en las células normales. Sin embargo, pequefas
diferencias en los mecanismos de transduccion de sefales pueden transformar
una sefal normal en una sefal aberrante y estas pequenas diferencias son las
responsables de la transformacion tumoral y los potenciales blancos a atacar
con nuevas terapias (1). Tanto los oncogenes como los genes supresores de
tumores tienen un rol preponderante en las redes de transduccion de sefales,
siendo la mayoria de ellos parte de mas de una via de transduccién. Entender
los mecanismos mediante los cuales estos genes regulan la tumorigenicidad, y
el entorno de sefalizacion necesario para dicha regulacidén, aparece entonces
como una prioridad para el estudio del cancer. Dado que las diferencias entre
una célula normal y su contraparte tumoral son esencialmente minimas, sélo un
cabal entendimiento de la biologia tumoral permitira la generacion de las tera-
pias mas eficaces contra el cancer (1).

Asimismo, es necesario diferenciar entre las caracteristicas que deter-
minan la tumorigenicidad de aquellas que regulan la progresion tumoral, es de-
cir, aquellos cambios necesarios para la aparicion del tumor de los implicados
en la malignizacion del mismo y la invasién del tejido circundante (183).

Finalmente, es reconocido que la causa prioritaria de mortalidad en los
pacientes oncologicos no es la portacion del tumor primario o su recurrencia

local, sino la aparicidon de metastasis, o diseminacion de las células tumorales.
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Por ello, es imprescindible entender cabalmente el mecanismo implicado en la
formacion de metastasis, las moléculas involucradas en cada una de las etapas
de la cascada metastasica y qué determina la capacidad de crecer en el 6rgano

secundario (1,183).

EL ROL DE RALA EN LA RED DE TRANSDUCCION DE SENALES Y SU
RELACION CON LA TRANSFORMACION MALIGNA. UNA REVISION
BIBLIOGRAFICA

En los ultimos anos la funcién de Ral ha sido estudiada con mayor deta-
lle y su rol en la biologia celular ha sido descripto en numerosos articulos. Por
ello, a continuacién se provee una detallada revision bibliografica que permitira
comprender mejor algunas de las funciones de esta molécula.

RalA forma parte de la superfamilia de proteinas con actividad GTPasa
pequefas, o superfamilia Ras (3,5). Dicha superfamilia contiene decenas de
proteinas y aun sigue creciendo. Son proteinas monomeéricas, de alrededor de
21 kDa y cuya unica actividad catalitica conocida es la hidrélisis de GTP a GDP
mas ortofosfato. Su proteina fundadora, Ras, funciona como un nodo en el cual
se integran las sefales provenientes del exterior celular con las senales que
derivan del estado celular interno y desde el cual se transmiten nuevas sefales
a moléculas rio abajo, o efectores, de Ras (3). Distintos miembros de esta fami-
lia poseen caracteristicas unicas, aunque existe también un gran solapamiento
(184). Estos efectores forman parte de los mecanismos de regulacion de casi
todas las funciones celulares, incluyendo sobrevida, crecimiento, diferencia-

cion, morfologia y migracion, asi como formacién y remodelacion de la matriz
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extracelular. Los efectores mas importantes de Ras son Raf-1, PI3K y RalGDS.
Si bien Raf-1 se ha descripto como una molécula involucrada en la regulacion
de la replicacién celular y PI3BK como una molécula inhibitoria de la apoptosis,
hoy se sabe que ambas pueden ejercer las dos funciones (ver, por ejemplo,
185,186,187,188). Existen en la literatura multiples reportes de la funcion de la
via Raf/MEK/Erk en sobrevida, asi como de la via PISK/PDK/Akt en la regula-
cion de la proliferacion.

La via Ral es, historicamente, el tercer efector de Ras en importancia.
Sin embargo, los trabajos publicados en el ultimo lustro sugieren fuertemente
que Ral es un efector de Ras al menos tan importante como los dos anteriores.
Ras activa una serie de factores intercambiadores de guanina (GEFs) especifi-
cos para RalA y RalB (189), denominados RalGDS (190), Rgl1 (35), Rgl2 (191)
y RIf (192). Otra molécula de la misma familia, Rgr, fue clonada como un onco-
gén producto de una fusién con rHR 23A en un carcinoma de células escamo-
sas inducido por DMBA; esta molécula posee el dominio GEF homodlogo a
RalGDS y es capaz de activar a las proteinas Ral pero carece del sitio de union
a Ras (171,193). Ras serviria para promover la colocalizacion en la membrana
plasmatica de Ral con sus activadores (194,195). Sin embargo, este no seria el
unico mecanismo por el cual Ral puede ser activado. Otra molécula activada
por Ras, PDK1 (por medio de la activacion de PI3K y la generacién de 3-OH
PIPs) (196), uniria RalGDS y de esta manera liberaria al sitio catalitico de la
autoinhibicion del dominio N-terminal (197). Asimismo, Ral puede ser activado
por un aumento de Ca"" citoplasmatico (39) y ello se deberia a la union directa,

dependiente de calcio, de las formas isopreniladas de RalA y RalB a calmoduli-
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na (41,42) que induciria la unién a GTP y activacién de Ral (40). Sin embargo,
este mecanismo implica mas de un dominio de union en las proteinas Ral y
ambas isoformas serian diferencialmente reguladas por calmodulina (42).
Ademas, ha sido reportado que la expresion de RalGDS dependeria de la acti-
vidad JAK/STAT3 (198) y que otra GTPasa de la misma familia, TC21, podria
inducir la activacion de RalGDS vy, por ende, de Ral (199). En Drosophila, sin
embargo, el mayor activador de RalGDS seria Rap y no Ras (200). En cambio,
células Jurkat y en linfocitos T humanos primarios, Ral mediaria la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducida por Ras, un efecto que seria
contrarrestado por una via dependiente de Rap1 y PI3K (201).

Si bien se puede encontrar a Ral en la membrana plasmatica (158), ma-
yormente se localiza en la membrana de vesiculas intracelulares, particular-
mente en neuronas y plaquetas (202,203,204,205), sugiriendo un rol en trans-
porte vesicular, endocitosis y exocitosis. Se ha encontrado que Ral promueve
la endocitosis de receptores de membrana (27,31,206) a través de la unidn
mediada por RalBP1 a Reps1 (28), POB1 (29), la cadena p2 (207) del complejo
AP2 (30), Arip2 (31) 6 PLD2 (206). Asimismo, Ral regularia la exocitosis y el
envio de vesiculas a determinadas localizaciones de la membrana plasmatica
en células polarizadas (205,208) a través del complejo exocyst
(205,208,209,210, 211,212,213,214), un complejo proteico (215,216) involucra-
do en el envio de vesiculas derivadas del aparato de Golgi a la membrana ba-
solateral de células epiteliales (217). Asimismo, se demostrd, utilizando sinap-
tosomas derivados de ratones transgénicos que expresan en neuronas la mu-

tante dominante negativa S28N-RalA, que esta GTPasa es necesaria para el
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incremento mediado por PKC del pool de vesiculas liberables y para el rellena-
do dependiente de calcio de las mismas (210). Recientemente, se ha publicado
que RalA y RalB son necesarias para la ramificacion de neuritas en cultivos
primarios de neuronas de ganglio superior cervical de rata (218), un proceso
involucrado en la formacién de conexiones interneuronales. Es interesante, sin
embargo, que el cerebro de los ratones transgénicos para S28N-RalA no mos-
tré malformaciones visibles, aunque en el articulo no se comenta acerca de la
capacidad de aprendizaje u otros parametros de comportamiento de los rato-
nes (209). Esta observacion contradice la hipotesis de que Ral tendria un im-
portante papel durante el desarrollo, basada en estudios genéticos en Drosop-
hila (200,219,220,221,222), y en estudios de embriones de Xenopus (223). Si
bien no existen ratones deficientes en RalA 6 RalB, la ausencia de RalGDS no
induce malformaciones congénitas (224)

Aunque un papel de Ral en la regulacion del desarrollo en mamiferos
queda por demostrarse, el rol de Ral no se limita a la regulacién del trafico ve-
sicular. Ral promueve la capacidad proliferativa y la actividad de varios factores
de transcripcion: induce la expresion de ciclina D1 a través de la activacion de
NF-kB (33) y promueve el crecimiento a través de la expresion de c-Fos (34,35)
y fosforilacion de c-Jun (36) en células de mamifero, pero inhibe la fosforilacién
de Jun en Drosophila (219). A través de la modulacion de AP1 induciria la ex-
presion, entre otros, de uPAR (225). Ral modula asimismo la actividad de AFX,
un miembro de la familia forkhead (también denominada FoxO) de factores de
transcripcion, de forma independiente pero paralela con Akt (37,38). Estos fac-

tores de transcripcion estan intimamente involucrados en la regulacion de la
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proliferacion y sobrevida celular (226). Mas recientemente, por medio de la uti-
lizacién del sistema de reclutamiento reverso de Ras, una variante del clasico
doble hibrido (227), se encontré que RalA se une al factor de transcripcidon
ZONAB/RYB A (228). Esta union es directa y promueve la inhibicion de ZONAB
(228), un factor de transcripcion que reprime la actividad de promotores con
secuencias CAAT inversas en condiciones de baja densidad celular y es regu-
lado por ZO-1, una molécula residente de las uniones estrechas (229). ZO-1
colocaliza con ZONAB y RalA en uniones estrechas (228) y contiene un domi-
nio PDZ, al igual que Arip2, otra molécula de membrana capaz de unir RalBP1
(31), sugiriendo que RalA y RalBP1 podrian interactuar con ZONAB en un
complejo con ZO-1, aunque esta posibilidad no ha sido explorada.

La regulacion de factores de transcripcion intimamente involucrados en
la induccion de proliferacion y el hecho de que Ral es activado por Ras indujo a
estudiar su posible funcion en la oncogénesis. Si bien la sobreexpresion de Ral
no induce la tumorigénesis per se (160), varios reportes demuestran un impor-
tante papel en la transformacién maligna inducida por otros oncogenes. Asi,
RalA coopera en la transformacion por Ha-Ras 6 Raf (160), de forma similar a
RalGDS 6 una variante de Ras que no activa Raf 6 PI3K, RasV12G37
(172,230). Ral también coopera con el receptor de EGF para transformar fibro-
blastos de rata 3Y1 (161). Ademas, RIf promueve el crecimiento de fibroblastos
NIH3T3 en condiciones de bajo suero (34) y otro GEF para Ral, Rgr, fue clona-
do por su funcidon como oncogén cuando esta fusionado con rHR 23A
(171,193). Ral promueve también el crecimiento independiente de anclaje de la

linea de fibrosarcoma humano HT1080 a través de la disminucién de la expre-
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sion de p27 (231). Asimismo, RalGEF mediaria la delocalizacion de p27 induci-
da por N-Ras (232) e inhibiria la diferenciacion de células PC12 inducida por
NGF, un mecanismo mediado por la via Ras/Raf (233) y promoveria el creci-
miento independiente de estrégenos mediado por el receptor de EGF de lineas
de cancer de mama (234). Ademas, la RalA atenuaria el arresto en G2 inducido
por p53 luego de stress genotdxico (235). Sorprendentemente, se demostro
asimismo que Ral estaria involucrado en el ensamblado y funcionamiento del
aparato mitético, a través de la unidn a cytocentrin, una proteina que se asocia
de forma transitoria al huso mitético (236). Ademas, RalA seria fosforilada en la
serina 194 por Aurora Quinasa A (237), una molécula implicada en la regula-
cion del centrosoma, el huso mitético y la segregacidon cromosdémica
(238,239,240).

En nuestro laboratorio, se demostré previamente que la inhibicion de
RalA por expresion de la dominante negativa S28N-RalA impide la formacion
de tumores y metastasis experimentales por parte de fibroblastos NIH3T3
transformados por variantes virales de Ras 6 Src. Asimismo, se asocio esta
pérdida de la capacidad tumorigénica y metastasica a la disminucion de la se-
crecion de proteasas (UPA y MMPs -2 y -9) y a la inhibicidon de la capacidad de
crecer en agar blando (163). Todo ello sugiere que Ral cumple un papel tras-
cendental en la tumorigénesis y progresion tumoral inducida por algunos de los
oncogenes mas comunmente encontrados en tumores humanos. Mas recien-
temente, se ha demostrado que RasV12G37 y RalGDS-CAAX (una fusion de
RalGDS constitutivamente activa) promueve la capacidad metastasica de célu-

las NIH3T3 en ensayos de metastasis experimentales (162). RasV12G37 tam-
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bién promueve la tumorigénesis de ciertas cepas de la linea NIH3T3 (172).
Ademas, una nueva mutante de H-Ras, V12G34, que retiene la capacidad de
unir y activar RalGDS pero no Raf ¢ PI3K, retiene su capacidad de transforma-
cion en fibroblastos NIH3T3; la misma mutacion en N-Ras 6 R-Ras inhibe la
capacidad de activar RalGDS y de promover transformacion de las células
NIH3T3, sugiriendo un importante rol de RalGDS en la transformacién por Ras
(241). En el mismo orden, mas recientemente se demostré que la sobreexpre-
sion de RalA es suficiente para promover la capacidad metastasica de fibro-
blastos embrionarios de hamster transformados espontaneamente o por infec-
cion con RSV (242,243). RalA, pero no RalB, se encuentra sobreexpresada en
carcinomas nasofaringeos, segun un estudio de microdiseccion por captura la-
ser y expresion geénica por gene arrays (244). En células de cancer de pulmén
no pequenas, el tratamiento con RNAI contra caveolina-1 inhibe el crecimiento,
la fosforilacion de FAK y la expresién de RalA, pero no RalB (245). En su con-
junto, la bibliografia muestra que una mutante de Ras que solo puede activar
Ral induce un completo fenotipo maligno y que la inhibicion de Ral impide la
transformacion por variantes oncogénicas de Ras u otros oncogenes, demos-
trandose que esta proteina esta intimamente involucrada en la maquinaria de
sefalizacion implicada en la transformacion maligna.

Mucho resta sin embargo por descubrir en cuanto a los mecanismos por
los cuales Ral promueve la transformacion celular, la tumorigénesis y la capa-
cidad metastasica, asi como cuales son los mediadores en la modulacién de
NF-kB, AP1, AFX 6 ZONAB. Los primeros efectores de Ral en ser descubiertos

fueron PLD1 (165,246,247) y RalBP1 (24). Ral promueve la activacion de PLD1
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a través de la formacion de un complejo ternario con Arf6 (21,22,248), una
GTPasa de la familia de factores de ribosilacion de ADP (Arf) involucrada en
transporte vesicular (249), activacion de enzimas modificadoras de lipidos y
modulacién de estructuras de actina (250). Arf6 induciria la activacion de PIP-
5K (251), necesaria para la produccién de 4,5-PIP,, que a su vez es imprescin-
dible para la actividad de PLD (252). 4,5-PIP, mediaria asimismo la inhibicién,
inducida por v-Ras, de la formacion del complejo contarctina/actomiosina Il y de
esta manera promoveria la desaparicion de las fibras de stress de actina (253).
Ademas, a través de la activacién de Rac, Arfé promoveria la formacion de es-
tructuras protrusivas y el spreading (254,255,256). Estas actividades de Arf6
son reminiscentes de las funciones también observadas en PLD y RalA. ARf6
induce la ramificacion de neuritas en neuronas de hipocampo (257), lo que es
congruente con el rol de Ral en las neuronas del ganglio cervical superior
(218). Sin embargo, al contrario que RalA (233), Arf6 induciria la formacion de
neuritas en células PC12 (258), sugiriendo la presencia de otros importantes
mediadores de la actividad Ral, ademas del complejo con PLD1 y Arf6.

Existen dos isoformas de PLD, siendo PLD1 parte del complejo activable
por Ral (252), aunque Ral también podria unir al menos en algunos casos
PLD2 (206). PLD1 se localiza mayoritariamente en membranas perinucleares y
en el aparato de Golgi, mientras que PLD2 se encuentra principalmente en la
membrana plasmatica (252). PLD, junto con RalA, coopera con el receptor de
EGF en la transformacion de fibroblastos de rata 3Y1 (161), inhibe el arresto
celular inducido por sobreexpresion de Raf-1 (259) y seria necesaria para la

transformacion inducida por v-Ras en fibroblastos Rat-2 (260). PLD media la
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induccién de la formacion de fibras de stress por PMA en fibroblastos de rata
Rat-2 (261) y por SPP 6 LPA en células epiteliales de via aérea humanas
(262). En estas células, el efecto pudo ser reproducido por la simple adicién de
acido fosfatidico (PA), el producto de la actividad catalitica de PLD (262). Es
interesante notar que RalGDS, junto con PI3K, también mediaria la activacion
inducida por Ras de colina quinasa (263).

RalBP1 (también llamado RLIP) interactua directamente con RalA y
RalB en estado activado y posee actividad GTPasa especifica para CDC42 v,
en menor medida, Rac1 (24,264). Estas GTPasas de la familia Rho estan invo-
lucradas en la regulacion de la polaridad, la formacién de filopodia y lamellipo-
dia y la migracién celular, pero también en la modulacion de las respuestas a
stress (5,25,54,55,74). Especificamente, en fibroblastos NIH3T3, CDC42 esta-
ria involucrado en la inhibicion de la progresion G1/S del ciclo celular inducida
por suero, en un mecanismo que requeriria de la activacion de p38 (265). En
células Cos7 y HelLa, CDC42 mediaria la activacion de p38 por intermedio de
PAK (266,267). En células Cos7, CDC42 y Rac promueven también la activa-
cion de otra SAPK, JNK (268). Rac también promoveria la activacion de p38 a
través de un complejo con Tiam1 y JIP2 (269). Como ya se nombro previamen-
te, RalBP1 también interactuaria con Rep1 (28), POB1 (29) y el complejo AP2
(30). Mas recientemente, se demostréo que RalBP1 formaria un complejo, en
células no estresadas, con HSF1, HSP90 y a-tubulina, que deriva en la repre-
sion de la actividad HSF-1 y que se desarmaria con la activacion de Ral por
stress térmico (270). Ral mediaria asimismo la activacion de c-Src por el recep-

tor de EGF y promoveria la activacion de STAT3 (271).
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El rol de Ral en la promocion de la capacidad metastasica y el hecho de
que RalBP1 es una GTPasa para CDC42 sugiere que Ral podria modular la
migracion y la morfologia celular. Recientemente se ha demostrado que RalA
es activado en lamellipodia de células tratadas con EGF (272). EI mismo articu-
lo propone que RalA seria también necesaria para la formacion de lamellipodia,
sugiriendo un mecanismo de retroalimentacion positiva entre RalA y las lame-
las. La sobreactivacion de RalA también induciria la formacion de filopodia a
través de la unién a filamina (18), al tiempo de promover la relocalizacion de la
actina a zonas corticales. RalA seria necesaria para la induccion de migracion
por EGF de células de carcinoma humano de vejiga T24 (158) y la quimiotaxis
de mioblastos esqueléticos C2C12 (273). Mas recientemente, se sugirid que
RalA mediaria la induccidon de la migracién por Aurora quinasa A (237). Asi-
mismo, se propuso que RalB mediaria la motilidad celular a través del complejo
exocyst (274).

En el presente trabajo, se utilizO un modelo de fibroblastos NIH3T3
transformados por la sobreexpresion de variantes virales de Ras, Raf 6 Src a
fin de determinar el rol de RalA en la sefalizacion por estos oncogenes. Para
ello, la actividad Ral fue inhibida por la coexpresion de la dominante negativa
S28N-RalA. De esta forma, se analizo la funcion de la actividad de RalA en el
contexto de una célula transformada por la sobreactivacion de diversas vias
oncogenicas. El objetivo fue estudiar qué mecanismos serian los responsables
del efecto de la expresion de la dominante negativa en la inhibicion de la trans-
formacion celular y tumorigénesis. Se profundiz6 el conocimiento de la partici-

pacion de RalA en la regulacion de la matriz extracelular, de la conformacion
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del citoesqueleto y de la capacidad migratoria, asi como en la modulacién de la

sobrevida celular.
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RALA EN LA REGULACION DE LA MEC Y DE LA MORFOLOGIA CELULAR

Los cambios en la composicion del citoesqueleto, matriz extracelular y
capacidad migratoria observados en las células transformadas tienen frecuen-
temente su correlato en amplios cambios morfolégicos de las mismas. Particu-
larmente en fibroblastos, la transformacién celular induce la pérdida de la bipo-
laridad (apareciendo células con multiples polos), el crecimiento en multiples
capas, la formacion de largos procesos celulares y, en algunos casos, redon-
deamiento. Es posible que todos estos cambios sean consecuencia de una
desregulacion de la adhesividad de la célula normal a la MEC, tanto por varia-
ciones en la composiciéon de los receptores de membrana como de la confor-
macion del citoesqueleto y por cambios en las moléculas y en la polimerizacion

de la MEC misma.

RalA en la regulacion de la morfologia de la célula transformada

La sobreexpresion de los oncogenes v-Ras, v-Raf 6 v-Src produjo impor-
tantes cambios en la morfologia celular in vitro, comparables a los reportados
por otros laboratorios en la misma linea celular (136,169,170,171,172). Mien-
tras que las células control mostraron la tipica morfologia de los fibroblastos
NIH3T3, es decir, cuerpos alargados, bipolares, con alta adhesion al plastico y
ocasionales lamelas, v-Ras y, especialmente, v-Raf, indujeron una marcada
disminucién de la adhesion al plastico, observandose una gran cantidad de cé-
lulas redondeadas y/o creciendo en suspension. Asimismo, la expresion de
cualquiera de los tres oncogenes indujo la pérdida de la inhibicidn por contacto

celular, esto es, el freno de la replicacion al formar una monocapa completa. De
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este modo, las células comienzan a sobrecrecer, unas por encima de otras. Es-
ta caracteristica es un marcador clasico de transformacién celular. Todos los
oncogenes indujeron la pérdida de la bipolaridad, observandose una mayoria
de células tripolares a estrelladas. En cambio, las células que coexpresaban la
dominante negativa S28N-RalA no solo recuperaron la adhesividad al plastico y
la bipolaridad, sino que mostraron una gran inhibicién por contacto, observan-
dose muy pocas células creciendo por sobre otras. La recuperacion de la in-
hibicién por contacto correlaciona con la incapacidad de crecer en agar blando
y, sobre todo, con la pérdida de la tumorigenicidad inducida por la expresion de
los oncogenes (163). Ademas, los tres oncogenes, aunque v-Ras principalmen-
te, indujeron la aparicion de estructuras que semejaban podosomas, los cuales
fueron raramente observados en las células que coexpresaban la dominante
negativa. Estas son estructuras adhesivas que promoverian la degradacion de
la matriz extracelular en células altamente invasivas (173). Si bien fueron des-
criptas originalmente en macrofagos y otras células de origen monocitico
(275,276), han sido luego reportados en fibroblastos transformados por v-src
(173,277,278,279). Es notorio que en este trabajo se ha observado que v-Ras
fue mas eficiente que v-Src en inducir la aparicion de estas estructuras. Asi-
mismo, no se han observado las estructuras de “Roseta” que se han descripto
en fibroblastos transformados por v-Src (173,277). v-Ras indujo, asimismo, la
formacion de largos procesos celulares que llegaban a medir varias veces el
soma celular. La aparicion de estos procesos ha sido descripta en detalle pre-

viamente (170).
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RalA esta involucrada en la regulacién de la formacion de la matriz

extracelular de fibronectina

Otra caracteristica tipica del fibroblasto transformado es la inhibicién de
la expresion de fibronectina (FN) y la pérdida de la capacidad de generar fibri-
llas de FN, o fibrilogénesis (174,175,280). Ensayos de Western blot, inmunohis-
toquimica e inmunofluorescencia demostraron que la expresiéon de los oncoge-
nes v-Ras, v-Raf 6 v-Src, como era esperable, fue suficiente para inhibir la ex-
presion de FN enddgena y la polimerizacion de la fibronectina (fibrilogénesis)
aportada por el suero. Sin embargo, tanto la pérdida de la expresion de FN co-
mo de la capacidad de generar fibrillas en las células transformadas, fueron in-
hibidas por la coexpresion de S28N-RalA, sugiriendo fuertemente que los on-
cogenes estudiados, al menos en fibroblastos inmortalizados, transducen la in-
hibicion de la expresion de FN y su fibrilogénesis a través de una via de sefali-
zacion de depende de la actividad RalA. Dado que Ras y Src promueven la in-
hibicion de la sintesis de FN a nivel de la regulacién del mensajero (174,175),
es interesante especular que la RalA podria mediar la actividad transcripcional
del gen de fibronectina o la estabilidad del mMRNA. Los cambios en la capacidad
de formacién de fibrillas de FN sugirié la posibilidad de los oncogenes modula-
rian, de forma dependiente de RalA, los niveles de expresién o activacion de su
principal receptor, la integrina 1. Si bien los oncogenes no fueron capaces de
modificar el nivel de expresidon de esta integrina, se encontrd que la localizacion
de integrina B1 en los complejos de adhesion focal se pierde en las células
transformadas y reaparece al inhibir RalA, sugiriendo un posible rol de RalA en

la regulacién de la actividad de dicha integrina.
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RalA es necesaria para la desapariciéon de los complejos de
adhesién focal y de las fibras de stress, inducidas por los

oncogenes

Se ha sugerido previamente que RalA podria inducir cambios en la con-
formacion del citoesqueleto de actina debido a la observacién de que una va-
riante constitutiva de RalA, V23-RalA (homdloga a V12-Ras 6 v14-RhoA), indu-
ce la formacion de filopodia de forma dependiente de la unién a filamina (18),
aunque dicha sugerencia no ha sido luego explorada por los autores. Ademas,
el hecho de que RalA induciria a través de RalBP1, la hidrélisis de la molécula
de GTP de CDC42 (24,264), una GTPasa de la familia Rho (25,26) permite
hipotetizar un rol de RalA en la regulacion del citoesqueleto. Asimismo, el
hecho de que los cambios inducidos por los oncogenes tanto en la morfologia
celular como en la expresion de FN y su fibrilogénesis dependen de la actividad
RalA, indujo a la hipétesis de que esta GTPasa podria mediar los cambios in-
ducidos por la transformacion celular de los complejos de adhesién focal y el
citoesqueleto. Para estudiar dicha hipétesis, en esta Tesis se realizaron ensa-
yos de inmunofluorescencia para elementos que componen los complejos de
adhesion focal y para los distintos componentes del citoesqueleto. Ademas, se
utilizé un compuesto con alta afinidad por la actina-F, la faloidina, para estudios
mas detallados de la composicion de los microfilamentos.

En las células control NIH3T3-Neo, la actina se mostré organizada en fi-
bras de stress, en haces perpendiculares que generalmente atravesaban todo
el cuerpo celular en el eje principal, obteniéndose tinciones comparables a las

encontradas en reportes previos (49,136,241). Sin embargo, en las células
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transformadas por cualquiera de los tres oncogenes, la actina adopt6 una loca-
lizacion difusa citoplasmatica y una acumulacién en la membrana plasmatica
(actina cortical), lo que sumado al notorio efecto en la morfologia celular consis-
tid en un dramatico cambio en la organizacion de los microfilamentos, sugirien-
do una modificacion de la activacion o expresion de proteinas asociadas a acti-
na (imagenes similares a las obtenidas en esta Tesis pueden observarse en
136,241). Sélo unas pocas células mostraron haces de actina muy cortos y fi-
nos, sobre las puntas de las proyecciones celulares. Del mismo modo, los
complejos de adhesion focal observados en las células control en los extremos
de las fibras de stress se desorganizaron en la gran mayoria de las células
NIH3T3 transformadas con los oncogenes, como lo demuestra la tincidon contra
vinculina, una molécula estructural de los FACs (281). Tanto la organizacion de
la actina en fibras de stress como la formacion de los complejos de adhesion
focal fueron restauradas completamente por la coexpresiéon de S28N-RalA,
demostrando que la actividad de esta GTPasa es indispensable para la altera-
cion de la MEC de fibronectina, de los microfilamentos y de los FACs. De forma
similar a lo observado en las tinciones contra vinculina, la organizacion de la
integrina B1 en regiones discretas de la membrana plasmatica se perdi6 con la
expresion de cualquiera de los oncogenes y la coexpresion de S28N-RalA fue
capaz de restaurar la organizacion de este receptor. Estos resultados mostra-
ron una alta correlacion entre la organizacién de la fibronectina, la localizacion
de vinculina e integrina 1 y la formacién de las fibras de stress de actina. La
expresion de la dominante negativa S28N-RalA no solo no inhibié sino que in-

clusive promovio la aparicion de filopodia en estas células, por lo que estos re-



130 Discusioén

sultados no avalan la nocién de que RalA induce la formacion de filopodia por
union a filamina (18). Queda por comprobar la posibilidad de que la sobreex-
presion de V23-RalA sea suficiente para la induccion de filopodia, mientras que

otras vias suplen dicha funcién en presencia de S28N-RalA.

La fibronectina: suficiente, pero no necesaria

La matriz extracelular es un regulador fundamental de la morfologia ce-
lular. A través de la unién a integrinas, induce la activacion de cascadas de
transduccion de sefiales que promueven, entre otros, la reorganizacién del ci-
toesqueleto de actina y la formacion de fibras de stress (51,52,53,54,282,283).
Dada la alta correlacion observada entre los cambios en el nivel de expresion y
capacidad de fibrilogénesis de FN y la formacion de fibras de stress y comple-
jos de adhesion focal inducidos por la expresion de v-Ras, v-Raf 6 v-Src y la
coexpresion de S28N-RalA, se estudid si los cambios observados en ambas
estructuras mantenian una relacion causal entre si. El crecimiento de células
NIH3T3 sobre una capa (coating) de FN permitié una organizacion de la actina
en fibras de stress que no fue inhibida por la expresion de los oncogenes, sugi-
riendo que, al menos en parte, la desorganizacion de los microfilamentos indu-
cida por los oncogenes puede deberse a la pérdida de la expresion y de la ca-
pacidad fibrilogénica de FN que ocurre durante el proceso de oncogénesis. El
hecho de luego de 96 hs en cultivo los microfilamentos de las células NIH3T3-
Ras, -Raf ¢ -Src se vuelvan a desorganizar demuestra el caracter transitorio de

dicha regulacion y sugiere que las actividades proteoliticas secretadas por es-
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tas células (163) promueven la degradacién de la FN agregada y el fin de la
formacion de fibras de stress.

Sin embargo, la inhibicién de la interaccién entre FN e integrina B4, su
principal receptor, mediante la incubacién con péptidos o anticuerpos bloquean-
tes no impidio la aparicion de fibras de stress ni en las células control ni en las
doble transfectantes, lo que sugiere que otros mecanismos deben estar ac-
tuando. Se puede hipotetizar la posibilidad de que otros componentes de la ma-
triz extracelular inducirian la formacion de fibras de stress en ausencia de sefia-
lizacion por integrina 1. El hecho de que las células transformadas por estos
oncogenes sobreexpresan CD44 (284) sugiere la presencia de otras vias de
unién a la matriz extracelular. Otra interesante posibilidad es que la fibronectina
podria inducir la activacion de la familia Rho (285) de forma independiente de la
regulacion por la via Ras/Ral (ver mas adelante), induciendo de esta manera la
formacion de fibras de stress independientemente de la actividad de las vias de
transduccion oncogénicas estudiadas. En multiples tipos celulares, incluidos los
fibroblastos NIH3T3, RhoA es el principal regulador de la formacién de fibras de

stress (25,54,55).

El rol de las MAPKs y de Akt

Una de las principales vias de sefalizacion activadas rio abajo de las
GTPasas de la familia Ras es la de las MAPKs (286). Aunque existe gran sola-
pamiento en la actividad de las GTPasas, Ras induce la activacién de las
MAPKs mitogénicas Erk 1y 2 a través de Raf y MEK, mientras que CDC42, Rac

y Rho promueven la activacion de los miembros activados por stress p38 vy
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JNK. Ademas, Ras es capaz de inhibir la activacién de p38 inducida por la pri-
vacién de anclaje o bajo suero (103,126,127,132). Ras induce también la acti-
vacion de la via PISK/PDK1/Akt, necesaria para la desaparicidon de las fibras de
stress inducida por mutantes activadas de Ras en fibroblastos NIH3T3 (287).

En este trabajo, se demuestra que la inhibicién de la activacion de p38
por la sobreexpresion de los oncogenes v-Ras, v-Raf y v-Src depende de la ac-
tividad RalA, ya que la coexpresion de S28N-RalA restauro los niveles de fosfo-
rilacion de p38 a los valores de las células control.

Existe en la literatura un importante numero de reportes de los cuales
podria asumirse un rol general promotor de la formacion de fibras de stress por
parte de p38, mientras que Erk inhibiria la formacién de las mismas. p38 esta
involucrado por ejemplo en la extensién de neuritas inducida por NGF en célu-
las PC12 (288), un mecanismo mediado por Rac1 (258) e inhibido por RalA
(233). La actividad de p38 en la extensién de neuritas involucraria la fosforila-
cion de paxilina (288), una molécula de union a vinculina y parte de los comple-
jos de adhesion focal, que funciona como proteina de andamiaje para la orga-
nizaciéon de complejos de sefializacion a nivel de los FAC (281,289). PAK, a su
vez, es capaz formar un complejo con caldesmon y fosforilar miosina en el con-
texto de fibroblastos transformados por v-Erb (290). p38 induce por medio de
MK2 la fosforilacion y activacion de HSP27 (291,292,293), una chaperona ca-
paz de unir y modular la polimerizacion de actina (293,294). La via
PAK/p38/MK2/HSP27 es necesaria para la organizacion de las fibras de actina
y la migracion de células de musculo liso (295,296). Ademas, se demostré que

tanto la actividad p38 como HSP27 son necesarias para la induccién del creci-
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miento axonal de neuronas sensoriales in vitro, un mecanismo que depende de
la polimerizacion de actina (297). JNK, p38 y, en menor medida, Erk, mediarian
asimismo la induccién de fibras de stress en respuesta a 4-hidroxi-2-nonenal en
células endoteliales bovinas en cultivo (298), mientras que JNK, pero no p38,
mediaria la induccion de fibras de stress en cultivos primarios de queratinocitos
por una via que involucra activina, Rho y MEKK1 (299). p38 es también nece-
saria para la formacion de fibras de stress inducida por KGF en células de prés-
tata DU145 o por la toxina Pertussis en células endoteliales de aorta bovina
(300), asi como para la reorganizacion de actina por TGF- en células de car-
cinoma de prostata PC-3U (301,302,303). p38 seria necesaria para la migra-
cion transendotelial de células de carcinoma de colon HT29 (304). De forma
inversa en células HUVEC, la inhibicion de la fibrilogénesis por tratamiento con
el fragmento 1lI-1C de FN inhibi6é la actividad Rho y estimulo la actividad
CDCA42 y p38, pero no moduld JNK ni Erk (285).

Es importante destacar aqui que en este trabajo de Tesis la coexpresion
de S28N-RalA no modifico los niveles de activacion de Erk y Akt inducidos por
la sobreexpresidon de los oncogenes. Un reporte previo demuestra que, al me-
nos en células epiteliales RIE1, la activaciéon sostenida de K-Ras induce una
disminucion de la activacion de p38 de forma independiente de Raf y PI3K
(305). Los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren la posibilidad de que
RalA podria mediar dicha inhibicion. Por otro lado, en contradiccion con esta
hipotesis, una via Ras/RalGEF/p38 ha sido sugerida como reguladora de la
susceptibilidad a infeccion con reovirus (306), aunque sorprendentemente en el

articulo no se demuestra la activaciéon de p38 por RIf 6 RalA. Una posible via
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por la cual RalA promoveria la inhibicion de la activacion de p38 seria la union
a RalBP1 y la estimulacion de la actividad GAP a CDC42 y Rac1 (24,264).

En este trabajo se observd que la inhibicion de la via MEK/Erk por tra-
tamiento con el inhibidor farmacolégico PD98059, o de la via PI3K/PDK/Akt por
tratamiento con LY294002, restaurd parcialmente las fibras de stress en los fi-
broblastos transformados, en concordancia con reportes previos sugiriendo un
rol de estas quinasas en la regulacion de la conformacion del citoesqueleto de
actina (287). Es notorio, sin embargo, el hecho de que la inhibicion de las vias
Raf/MEK/Erk 6 PI3K/PDK/Akt indujeron una reversion del fenotipo mucho me-
nos importante que la obtenida por inhibicién de RalA.

Se ha publicado previamente que Erk promueve la migracion celular, a
través de un mecanismo que involucraria la activacién de MLCK (307,308). La
via Mek/Erk es necesaria para la pérdida de las fibras de stress inducida por
Ras-V12 en fibroblastos Rat1 (309) y los cambios morfolégicos por Ki-Ras y v-
Src en células NRK (310). Ademas, Erk1, 2 y 5 median la inhibicién de la for-
macion de fibras de stress inducida por v-Src en fibroblastos NIH3T3 (178). Src
induce la pérdida de las fibras de stress, al menos en parte, mediante la activa-
cion de MEK/Erk y la inhibicion de la via RHO/ROCK/LIMK (88,89).

En conjunto, los resultados descriptos soportan el concepto de una mul-
tiplicidad de vias rio abajo de la sefial oncogénica en la regulacion del citoes-
queleto de actina.

Mas importante, sin embargo, fue el efecto observado de la inhibicion de
p38 por tratamiento con SB203580 6 por la sobreexpresion de una dominante

negativa de p38. Por ambos métodos, la inhibicion de p38 indujo la pérdida de
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las fibras de stress no solo en las células NIH3T3-Neo sino también en las do-
ble transfectantes v-Ras/S28N-RalA. Asimismo, la activacion de p38 en células
transformadas por v-Ras por la sobreexpresion transiente de una variante
constitutiva del activador de p38 MKK6, MKK6Eb, fue capaz de restaurar las
fibras de stress, en forma dependiente de p38. Todo esto sugiere fuertemente
que v-Ras, y posiblemente los otros oncogenes, inducen la desaparicién de las
fibras de stress de actina en células NIH3T3 por medio de una via que involu-
cra la inhibicion, dependiente de RalA, de la via MKK6/p38.

En este trabajo y en otros anteriores (163,247,284) se ha observado que
la sefializacion inducida por v-Raf depende en parte de la actividad RalA. Asi-
mismo, se ha observado que v-Raf promueve la inhibicion de p38, un efecto
que se ha atribuido a Ras de forma independiente de Raf (305). Es posible que
ello se deba a diferencias en las herramientas utilizadas (v-Raf vs Raf-CAAX,
por ejemplo) o a un efecto indirecto del fenotipo transformado sobre moléculas
rio arriba de Raf. Dicha posibilidad surge del hecho de que v-Raf en este mode-
lo indujo la activacién de Akt, una via supuestamente independiente de Raf
(2,3,4,5).

Resta por conocer cual seria el mecanismo rio abajo de p38. Interesan-
tes posibilidades sugeridas por el analisis bibliografico de la regulacion del ci-
toesqueleto de actina por p38 serian la regulacion de la actividad HSP27 (292),
la regulacion de paxilina (288) o la regulacion de la expresion de tropomiosinas

(181).
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Un posible intermediario: Tropomiosina

Varios son los mecanismos que regulan la estabilidad de las fibras de
stress. Entre ellos, la tropomiosina (TM) tiene un papel preponderante en la es-
tabilizacion y funcionalidad de las fibras de stress en células no musculares
(63,64,65,66). Se conoce que la transformacion por Ras promueve la inhibicion
de la expresion de TMs (73,92,93), a través de un mecanismo que podria de-
pender del balance Erk/p38 (181). Ademas, la sobreexpresion de TMs es capaz
de inhibir la transformacién inducida por Ras (91,92). Aqui se demuestra que la
expresion de v-Ras y en menor medida de v-Src, pero no de v-Raf, inhibe la
expresion de TM-2. Ademas, v-Ras disminuyd los niveles de mRNA de tma, el
gen que codifica para TM-2, entre otras isoformas (63), sugiriendo un meca-
nismo de regulacién transcripcional. Sin embargo, la inhibicion de MEK 6 PI3K
por tratamiento con PD98059 6 LY294002 respectivamente, fue incapaz de res-
taurar la expresion de TM-2 en las células NIH3T3-v-Ras. Otros resultados pre-
liminares sugieren que PLD1 tampoco mediaria este efecto. Ademas, en con-
tradiccion con reportes previos (181), la inhibicion de p38, por expresion tran-
siente de la dominante negativa o por tratamiento farmacoldgico con
SB203580, no disminuyd la expresion de TM-2 ni en las células control ni en
las células NIH3T3-v-Ras/S28N-RalA. La activacion de p38 por sobreexpresion
transiente de MKKG6Eb tampoco restaurd la expresion de TM-2 en células
NIH3T3-v-Ras. La falta de efecto de todos estos tratamientos podria deberse a
que la inhibicion de la expresion de TM inducida por Ras y RalA seria mediada
por un efector distinto a los ensayados, aunque no puede descartarse que la

falta de efecto se deba a una inhibicidon, o sobreactivacion, insuficiente de las
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vias por los tratamientos farmacolégicos o por la expresion transiente de las
mutantes. Sin embargo, ensayos control de Western blot contra las formas fos-
foriladas de estas proteinas en presencia de PD98059 6 LY294002 sugieren
que los tratamientos farmacoldgicos fueron altamente eficaces. En conjunto,
estos resultados sugieren que la inhibicion de TM-2 inducida por v-Ras y me-
diada por RalA no seria necesaria para la desaparicion de las fibras de stress
en células NIH3T3. Es interesante, sin embargo, que los tres oncogenes induje-
ron una marcada delocalizacion de las TM restantes. Dicha delocalizacion mos-
tré ser dependiente de la actividad de RalA, ya que fue completamente abolida
por coexpresion de S28N-RalA. Ademas, de forma similar a la formacion de fi-
bras de stress, la colocalizacion de TMs con actina seria dependiente de p38,
ya que la inhibicion de su actividad por tratamiento con SB203580 indujo la de-
localizacion de TM tanto en células NIH3T3-Neo como en células NIH3T3-v-
Ras/S28N-RalA. Resta saber si la delocalizacién de las tropomiosinas es al
menos en parte responsable de la desorganizacion de las fibras de stress o si

s6lo es una consecuencia de la reorganizacion del citoesqueleto de actina.

La GTPasas Rho estaria en una via paralela o rio abajo de RalA

Dado que uno de los efectores de RalA es una GAP especifica para la
familia Rho (24,264), se hipotetizé que el efecto de RalA en la regulacion de las
fibras de stress podria deberse a la regulacién de esta familia. La familia Rho
de GTPasas monoméricas es la principal reguladora de la morfologia celular y
de la conformacién del citoesqueleto (5,25,54,74,87,311). Rac ha sido propues-

to como el principal inductor de la formacion de lamellipodia y CDC42 de filo-
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podia (55), estructuras que dependen de la polimerizacion de novo de actina e
imprescindibles para la motilidad celular (56,57). Rac y CDC42 promoverian la
nucleacion y polimerizacion de actina a través de la activacion, mediada por N-
WASP 6 WAVE, de Arp2/3 (55). Sin embargo, el mayor inductor de fibras de
stress es Rho. Esta GTPasa induce la activacion de la via ROCK/LIMK y la fos-
forilacion de cofilina, una molécula involucrada en la desestabilizacion de las
SFs (55). Rho induce asimismo la fosforilacion de la cadena liviana de miosina
a través de la activacion de MLCK y de la inhibicion de la fosfatasa de miosina
(90), promoviendo la contractilidad celular y estabilizando las SFs. Ademas,
como se comentd previamente, la familia Rho puede modular la actividad de
p38 y JNK. Ras induce la activacién de Rho mediante mecanismos que involu-
crarian la modulacién de p190RhoGAP, CDC42, Rac y Tiam1 (312,313,314).
Se encontré que la sobreactivacion de RhoA por medio de la expresion
transiente de V14-RhoA, una mutante constitutivamente activada de Rho (182),
en concordancia con reportes previos (62,182), induce la formacion de una
densa trama de fibras de stress y contraccion celular tanto de las células con-
trol NIH3T3-Neo o doble transfectantes v-Ras/S28N-RalA, como de las células
transformadas por v-Ras. Asimismo, la expresion transiente de N19-RhoA
(182), una variante dominante negativa analoga a N17-Ras 6 S28N-RalA, in-
hibi6 la formacion de fibras de stress en las tres lineas celulares. Estos resulta-
dos sugieren la posibilidad de que RalA podria mediar la inhibicién de la forma-
cion de las fibras de stress inducida por v-Ras a través de la inhibicion de

RhoA. Esta posible via de sefalizacion seria complementaria a la regulacion
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por la via Raf/MEK/Erk, la cual inhibiria la formacion de las fibras de stress rio

abajo de Rho (88,89).

El efecto de RalA en la capacidad migratoria

Se ha demostrado previamente que Ral tendria un rol en la induccion de
la migracién celular inducida por EGF (158) y en la quimiotaxis de mioblastos
esqueléticos (273). Ademas, POB1, una molécula clonada por su capacidad de
unir RalBP1, es capaz de promover la migracién celular por union a PAG2, una
molécula que une paxilina (315). Mas recientemente, se reporté que RalB, pero
no RalA, seria necesaria para la migracién de dos lineas de carcinoma humano
(316). Ademas, en fibroblastos, la capacidad migratoria suele correlacionar in-
versamente con la estabilidad de las fibras de stress. Se hipotetizé entonces
que RalA podria mediar la induccion de la capacidad migratoria inducida por los
oncogenes en los fibroblastos NIH3T3. Como era esperable, se encontré que la
expresion de los oncogenes induce un notable aumento en la capacidad migra-
toria de estas células. Ademas, se demuestra que este aumento depende de la
actividad RalA, ya que fue fuertemente inhibido por la coexpresion de la domi-
nante negativa. El hecho de que una dominante negativa de RalA inhiba la ca-
pacidad migratoria no concuerda con el reporte previo en el cual se sugiere que
RalB, pero no RalA, seria necesaria la migracion celular (316). Varias hipétesis
permitirian explicar estas diferencias: en primer lugar, los distintos tipos celula-
res utilizados, ya que en dicho articulo se utilizaron lineas tumorales en las cua-

les las mutaciones aparecidas no estan por completo caracterizadas; segundo,
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el método de inhibicién de Ral difiere en ambos trabajos (sobreexpresién de
S28N-RalA en este trabajo, knockdown por siRNA en dicho articulo).

La modulacién de la capacidad migratoria, junto con resultados previos
demostrando que media la induccion de uPA y MMPs inducida por los oncoge-
nes (163), propone un interesante modelo para explicar la importancia de la via
Ras/RalGEFs/Ral en la promocion de la capacidad tumorigénica y metastasica
(142,163,172,224,206,243,317). Un esquema que resume los resultados obte-

nidos en la regulacion del citoesqueleto se muestra en la Figura 37.
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Figura 37 — Modelo esquematico de las vias de senalizacion descriptas
en este trabajo involucradas en la regulacion de la polimerizacion de
actina. El rol de RalA seria rio abajo de Ras y en paralelo a Raf-1 y PI3K.
El menos en parte, RalA ejerceria su funcion a través de la regulacion
de TMs y de p38. Se muestran asimismo las construcciones y las dro-

gas utilizadas para modular la actividad enzimatica.
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RALA EN LA SOBREVIDA CELULAR INDUCIDA POR ONCOGENES

La invasion del tejido circundante o de 6rganos distantes implica la ex-
posicion de la célula tumoral a distintas matrices y a distintos factores de cre-
cimiento, hormonas y demas compuestos solubles. Por ello, una de las princi-
pales caracteristicas que debe adquirir una célula para lograr un completo feno-
tipo maligno es la capacidad de sobrevivir en distintos microambientes y frente
a distintos estimulos proapoptaticos. El incremento de la capacidad de sobrevi-
da celular es asimismo responsable de la adquisicién de resistencia a las tera-
pias antitumorales, por lo que es de principal importancia un entendimiento ca-
bal de las vias de senalizacion involucradas, a fin de generar nuevas estrate-
gias antitumorales.

Ral ha sido recientemente involucrada en los mecanismos de induccion
de sobrevida celular. Ratones deficientes en RalGDS serian mas resistentes a
la formacion de tumores, lo que se deberia a un aumento de la apoptosis (224).
Ademas, utilizando la técnica de knock-down por siRNA, se demostréo que
RalB, pero no RalA, seria necesario para la sobrevida de células HeLa, MCF7 y
SW480 (318). Ademas, la sobreexpresion de POB1 mediaria la acumulacién de
doxorubicina y la promocién de apoptosis de forma dependiente de la unién a
RalBP1 (319).

Dado que en trabajos previos se demostrd que la coexpresion de S28N-
RalA inhibe la induccion de tumores por v-Ras, v-Raf 6 v-Src en células

NIH3T3 (163), se decidio investigar si ello se debia a una menor proliferacion o
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a un aumento de la muerte celular in vivo. Se decidioé estudiar ademas la posi-
bilidad de que RalA mediara sefiales de sobrevida in vitro y los mecanismos

implicados en esta regulacién.

La actividad RalA es necesaria para la sobrevida in vivo a corto
plazo

En primer lugar, y debido a que la expresion de S28N-RalA inhibe la ca-
pacidad tumorigénica inducida por la expresién de v-Ras, 6 v-Src, se estudio si
ello se debia a una incapacidad de las doble transfectantes de crecer en un
medio inhospito o si se debia a una muerte celular masiva en los primeros dias
post-inoculacién. Se encontré que mientras que las células control mueren al
cabo de pocos dias de ser inoculadas en la dermis de ratones singeneicos, las
células transformadas no solo sobreviven, sino que proliferan en el mismo am-
biente. En cambio, la expresion de S28N-RalA restaura una importante mortali-
dad en las células inoculadas, demostrando que RalA es necesaria para la so-
brevida celular in vivo en los primeros dias post-inoculacién y sugiriendo que la
adquisicidon de resistencia in vivo inducida por la expresion de los oncogenes
seria un prerrequisito para la tumorigénesis. Si bien también se observd una
disminucion de las figuras mitéticas en el sitio de inoculacién, el gran numero
de células apoptoticas observadas fuerza a la conclusion de que la sobrevida
celular mediada por RalA, y no la capacidad proliferativa, seria el factor mas
importante en el destino de las células inoculadas. Es importante aclarar que,

en algunos ensayos, a los 7 dias post-inoculacion de células NIH3T3-Neo, sdlo
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se pudo observar la cicatriz del sitio de inoculacién, no encontrandose células

inoculadas sobrevivientes.

Estudios de sobrevida in vitro

A fin de estudiar los mecanismos mediante los cuales RalA promoveria
la sobrevida celular, se realizaron diversos estudios in vitro. En primer lugar, se
analiz6 si RalA era necesaria para la promocién de la sobrevida celular, induci-
da por los oncogenes, frente a distintos estimulos proapoptoticos. Se utilizaron
meétodos de induccion de apoptosis no relacionados entre si, como la inhibicion
del anclaje, la privacion de suero y el tratamiento con cisplatino. En todos los
casos, se encontré que la expresidon de cualquiera de los tres oncogenes es
suficiente para inducir un marcado aumento de la resistencia a la muerte celu-
lar, lo que sugiere que estos oncogenes inducen una sefal de sobrevida gene-
ral y no un mecanismo de proteccidén especifico para un determinado estimulo.
La expresidon de S28N-RalA restauré significativamente la tasa de muerte celu-
lar frente a los tratamientos proapoptéticos mencionados. No se observaron,
sin embargo, diferencias significativas en la tasa de muerte celular basal (en
condiciones de crecimiento con medio completo y suero fetal bovino). Ademas,
la tasa de crecimiento en condiciones 6ptimas de cultivo no mostré diferencias
entre las lineas celulares estudiadas, por lo que la resistencia diferencial a los
estimulos proapoptdticos no se deberia a una tasa proliferativa distinta. Los re-
sultados obtenidos en estos ensayos sugieren que los oncogenes v-Ras, v-Raf
y v-Src inducen sefiales de sobrevida celular a través de la actividad RalA en

fibroblastos NIH3T3.
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La senal inducida por RalA es independiente de Raf 6 PI3K

Es conocido que Ras promueve la sobrevida celular en distintos mode-
los tumorales, tanto murinos como humanos (2), principalmente a través de la
activacién de Erk y PI3K (185,320). Dado que Ras promueve la sobrevida celu-
lar por medio de distintos efectores, se estudid si el efecto de la inhibicién de
RalA en la induccidon de apoptosis podia deberse a la modulacion de otra via
rio abajo de Ras.

PI3K induce la produccion de 3,4,5-PIP3, el cual activa a PDK. PDK en-
tonces fosforila a Akt/PKB, la cual depende tanto de la fosforilacion por parte de
PDK como de union directa a 3,4,5-PIP3; a fin de alcanzar maxima activacion
(321). Una vez activada, Akt induce la fosforilacién de multiples proteinas invo-
lulcradas en el control de la sobrevida celular, incluyendo a elementos de la
maquinaria apoptotica como Bad (322,323,324) 6 caspasa 9 (140) y factores de
transcripcion como p53 (325,326,327,328), p73 (329), forkheads (37,226,330) 6
NF-kB (331,332,333). La via PI3K/PDK/Akt inhibiria asimismo la activacion de
p38 (334), o de quinasas implicadas en la activacion de p38 (335,336).

En el presente trabajo, los tratamientos con inhibidores de MEK1/2
(PD98059) 6 PI3K (Wortmannina y LY294002) sinergizaron con la dominante
negativa S28N-RalA en la inhibicion de la sobrevida celular inducida por los on-
cogenes en ensayos de privacion de suero en una forma compleja y depen-
diente de la sefial rio arriba. MEK cooperaria con RalA en la promocion de so-
brevida por v-Raf, mientras que PI3K seria importante, junto con RalA, en la
sefalizacion antiapoptética de v-Ras. Se ha publicado previamente el sinergis-

mo en las vias efectoras de Ras (HRas61L, KRas12V 6 NRas13D) en la pro-
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teccion de fibroblastos de rata RIE1 frente a anoikis (337). En dicho articulo, se
sugiere que la actividad de sobrevida de los oncogenes depende de las vias
Raf/Mek/ERK y RalGDS/Ral, mientras que la via PI3K no estaria involucrada.
Es posible que las diferencias entre las mutantes utilizadas en dicho estudio y
esta Tesis difieran parcialmente en las vias efectoras requeridas. De todas for-
mas, ambos estudios sugieren fuertemente que la sobrevida mediada por Ras
y posiblemente Raf y Src dependan de una compleja red de sefalizacion y no
de simples vias unicas.

Como era esperable, la inhibicion de RalA por la expresion de S28N-
RalA no modificé la induccion de la fosforilacion de Erk1/2 y Akt (moléculas ac-
tivadas por Mek1/2 y PI3K, respectivamente). Esto ultimo, sumado a los resul-
tados obtenidos en los experimentos de inhibicion farmacolégica de MEK 6
PI3K, sugiere que la via de regulacion de la sobrevida celular mediada por
RalA seria no solo independiente de las vias Raf/Mek/Erk y PISK/PDK/Akt sino

también la unica que es necesaria para la sefalizacion por los tres oncogenes.

El rol de p38 en la sobrevida mediada por RalA

p38 esta involucrada en la induccion de arresto celular (131) o apoptosis
(125,126,127,128,130,132). También modularia la sobrevida celular mediante
la via MAPKAK2/HSP27 antes comentada (295,296,338,339). En este trabajo,
se observo que la privacion de suero en los fibroblastos control indujo un mar-
cado aumento en la fosforilacion (activacion) de p38, mientras que la expresion
de los oncogenes impidid este aumento. Asimismo, se demostré que la expre-

sion de la dominante negativa de RalA restauroé la activacion de p38 frente a la
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privacion de suero, sugiriendo que los oncogenes podrian promover la sobrevi-
da, en parte, a través de la inhibicién, mediada por RalA, de la activacion de
p38.

Para demostrar una relacién causal entre la activacion de p38 y la in-
duccién de apoptosis, se realizaron ensayos de privacion de suero en presen-
cia de un inhibidor farmacolégico de p38, SB203580. El tratamiento con este
inhibidor impidié la muerte celular inducida por privaciéon de suero en todas las
lineas, demostrando que la activacion de p38 es indispensable para la induc-
cion de apoptosis en este modelo. En experimentos no mostrados, un trata-
miento de stress intenso (adicion de 0,5 M NaCl) indujo la activacion de p38 en
las lineas transformadas por los oncogenes, demostrando que las vias de acti-
vacion de p38 se encuentran funcionales. Otra MAPK activada por stress,
JNK1, es fosforilada y activada por la sobreexpresion de estos oncogenes y su
activacidn seria mas importante aun en presencia de la dominante negativa
S28N-RalA, lo que sugiere que la activacion de p38, pero no de JNK, es res-
ponsable de la muerte apoptética, al menos de aquella inducida por la privacion

de suero.

La sobrevida mediada por RalA en el contexto de la red de

transduccion de senales

Los ensayos de sobrevida celular, en su conjunto, sugieren que v-Ras,
v-Raf y v-Src inducirian un aumento en la sobrevida celular por distintos meca-
nismos, entre los que se incluyen la activacion de Raf-1, PI3K y RalA, que es-

tos mecanismos serian independientes entre si y que la via de RalA depende-
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ria de la inhibicidn de la actividad de p38. Sin embargo, es posible que la via de
sefalizacion mediada por RalA no se agote en la inhibicion de p38 y que otros
mecanismos paralelos posean importancia. En este sentido, es importante re-
cordar que la sobreactivacién de RalA induce la activacién del factor de trans-
cripcion NF-kB (33) y que Ral estaria involucrada también en la activacion de
AP1 (35,36,225). No se ha podido, sin embargo, observar una modulacion re-
producible por la expresion de S28N-RalA en la actividad luciferasa en ensayos
de genes reporteros para NF-kB 6 AP1 en este sistema, lo que sugiere que la
actividad antiapoptética de la via Ras/RalGEF/RalA no involucraria una modu-
lacién de las actividades NF-kB 6 AP1, si bien otros experimentos serian nece-
sarios para descartar completamente estas vias. Tampoco se ha encontrado
una modulacién de la expresion, segun ensayos de Western blot, de los com-
ponentes de la maquinaria de regulacion de la apoptosis Bcl-2, Bcl-x. y Bax. No
se ha estudiado, sin embargo, la localizacion o el nivel de fosforilacion de estas
moléculas, por lo que tampoco puede descartarse un rol de la familia Bcl2 en la

regulacion de la sobrevida inducida por la via Ras/RalGEFs/Ral.
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RAL EN LA REGULACION DEL CITOESQUELETO, LA SOBREVIDA Y LA
TUMORIGENESIS. UNA POSIBILIDAD TERAPEUTICA?

En resumen, el presente trabajo y otros anteriores demuestran que la
actividad de la GTPasa RalA es necesaria para la modificacion de componen-
tes de matriz extracelular, de proteasas, de receptores de la MEC y de la orga-
nizacion del citoesqueleto asi como para la promocion de sobrevida celular in-
ducidos por oncogenes en fibroblastos. Estos profundos cambios en el fenotipo
celular podrian explicar el hecho de que RalA es necesaria para la adquisicidon
de un fenotipo maligno por distintos oncogenes y sugieren que Ral seria un
blanco de eleccion para la generacidn de nuevas terapias racionales antitumo-
rales (Figura 38). La hipotesis de que Ral seria un blanco mas factible que
otras GTPasas mas estudiadas como Ras 6 Rho, deriva del hecho de la via Ral
no pareceria ser imprescindible en células no transformadas. Se ha demostra-
do que ratones deficientes en RalGDS no muestran un fenotipo patolégico evi-
dente y los ratones transgénicos para S28N-RalA en neuronas son asimismo
viables (210,224). Existe la posibilidad, sin embargo, de que estos ratones
hayan desarrollado mecanismos de adaptacion al defecto en la via Ral-
GEFs/Ral, como ser la sobreexpresion de otra RalGEF 6 de RalB; estos meca-
nismos no estarian presentes al momento de tratar a un paciente oncoldgico.
La inhibicion especifica de Ral por medios farmacoldgicos, manteniendo la ac-
tividad Ras 6 Rho, sera una tarea dificil de realizar, debido a la importante
homologia dentro de la familia. Pueden imaginarse moléculas pequefas que

mimeticen el dominio de unién a Ral de RalBP1 6 de sec5 (212) o inhibidores
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de la unién Ral a los RalGEFs, que tengan en cuenta las pequefnas pero impor-
tantes diferencias estructurales que dan origen a la especificidad de union y de
sefalizacion entre las GTPasas. Se ha publicado asimismo que la sobreexpre-
sion del dominio de union a Ras de Rgl es capaz de revertir la transformacién
por v-Ras (340), aunque este efecto pareceria ser debido a la inhibicion general
de Ras, ya que también redujo la activacién de Raf (340). Es notorio el hecho
de que la inhibicion de p38 pareceria ser el mecanismo mediante el cual Ral
transduce tanto la senal antiapoptética como la de remodelacion del citoesque-
leto. Es posible, en este contexto, pensar en estrategias alternativas a la inhibi-
cion especifica de RalA, como ser el tratamiento con moléculas que induzcan la
activacién de p38. Ello podria lograrse, por ejemplo, mediante el desarrollo de
inhibidores de fosfatasas especificas para dicha quinasa. Son, sin embargo,
multiples las interacciones de RalA y RalB, sus activadores RalGEFs y sus
efectores, lo que sugiere que una estrategia que inhiba directamente Ral seria
mas eficaz que inducir la activacion de p38. Por otro lado, es posible que la in-
hibicién de Ral en el paciente oncologico implique efectos secundarios impor-
tantes y que el desarrollo de inhibidores selectivos de vias reguladas por Ral
sean efectivas, al tiempo que menos deletéreas para el paciente. Sea cual sea
la respuesta final, los descubrimientos realizados en los ultimos afios en cuanto
a las vias de senalizacion reguladas por Ral (189), incluyendo los aportes de
nuestro laboratorio (163) y el presente trabajo de Tesis, permiten proponer a
RalA como un mediador trascendental de las vias de sefializacidn oncogénicos
y, por ende, un importante blanco terapéutico para el desarrollo de nuevas te-

rapias dirigidas contra el cancer.
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Figura 38 — Los resultados obtenidos en este trabajo y otros anteriores
permiten proponer un rol central de Ral en los mecanismos que median
la transformacion maligna y la progresiéon tumoral. La inhibicién de p38
podria ser un mecanismo mediante el cual Ral promueve la tumorigé-

nesis.
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