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Regulación de la Expresión del Promotor del gen p8
por las vías de stress de las Rho-GTPasas y MAPKs.
Evaluación del rol de IP15.

Introducción

Pancreatitis Aggda

La Pancreatitis Aguda (PA) es una patología que se caracteriza por un severo dolor abdominal

acompañado del aumento de las enzimas pancreáticas tanto en sangre como en orina; se inicia

como una inflamación local, la cual, a través de una señal, probablemente mediada por citokinas,

produce una inflamación sistémica asociada al reclutamiento de leucocitos, los cuales liberan

mediadores que a su vez también activan otras células inflamatorias dinamizando un fenómeno de

amplificación en cascada (1'2'3).Los Arcos Reflejos Autonómicos desencadenados en el duodeno

peri-Vateriano son los responsables de gatillar la inflamación sistémica temprana en la PA (4'5)y
(6)el cuadro de stress asociado a la noxa lleva a una PA severa

La PA severa es inicialmente un proceso necrótico-inflamatorio local-regional susceptible de

transitar hacia una enfermedad multiorgánica. Esta evolución se debe fundamentalmente a la

acción de las enzimas pancreáticas y a los mediadores pro-inflamatorios(7'8). El proceso de

autodigestión de la glándula pancreática debido a la activación prematura de los zimógenos tiene

como resultado la síntesis de enzimas proteolíticas activas en el interior del páncreas (9).Sila

agresión es muy severa, los mecanismos de defensa por parte de las células que buscan restaurar

la homeostasis a través de la apoptosis, eliminando las células dañadas sin un proceso
(10­inflamatorio H), fracasan y se instaura entonces la necrosis y la inflamación, probablemente

acompañadas de hemorragia (12'13'14).

El sufrimiento de la célula acinar lleva a la activación del sistema inmunológico interviniendo

las citokinas y los productos de la citolisis resultantes de la necrosis celular. La anoxia, derivada

del stress oxidativo, y la isquemia, debida a la vasoconstricción e hipotensión, afectan

directamente la actividad mitocondrial teniendo un rol protagónico en la inducción de la necrosis
(15-16)
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El bloqueo rnitocondrial determina un estallido celular con la liberación de su contenido

incluyendo enzimas potencialmente peligrosas; la pérdida de la integridad de las organelas es

consecuencia de la degradación del citoesqueleto ante esta eclosión no programada que finaliza

con la muerte por necrosis (17"8'19)_

Las alteraciones en la microcirculación, resultantes de la estimulación alternada de la vías

adrenérgica y colinérgica (6),exacerban el cuadro de la PA ya que la glándula es muy susceptible

a la hipoxia. La injuria por isquemia y la reperfusión secundaria a la hipoperfusión tienen como

consecuencia final la necrosis. El Síndrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica se manifiesta

cuando la PA grave pasa a ser un síndrome multifocal conocido como Falla Multi-Orgánica (2°),
(2 l -22lo cual implica una disfunción orgánica con falla pluriparenquimatosa '23);las citokinas, los

radicales libres (anión superóxido, peróxido de hidrógeno, óxido nítrico) y el factor de agregación

plaquetaria (PAF) entre otros, son los protagonistas mayores de este cuadro patológico (24'25).



Familia de las Rho-GTPasas

Proteínas de la Familia Rho

Dentro de las proteínas de la familia Rho, pertenecientes a la superfamilia Ras, podemos

identificar en mamíferos las siguientes subfamilias de Rho-GTPasas: Rho (isoformas A-B-C),

Rae (isoformas 1-2-3), Cdc42 (isoformas Cdc42Hs, 625K), Rndl/Rhoó, Rnd2/Rho7,

Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TClO, TTF.

Rho —Rac —Cdc42 son las principales Rho-GTPasas en mamíferos. Estas proteínas monoméricas

de 20 a 30 KDa que unen guanosina trifosofato (GTP) son GTPasas que se encuentran en dos

formas interconvertibles: GDP (inactiva) y GTP (activa). Cada una de estas GTPasas actúa como

una llave de encendido, mantenidas en un estado inactivo unido a GDP y siendo activadas al ser

unidas a GTP. En el estado activo pueden interactuar con moléculas blanco o efectoras para

iniciar una respuesta río-abajo, mientras una actividad de GTPasa intrínseca lleva a la proteína

nuevamente al estado inactivo unido a GDP para así completar el ciclo y dar fin a la señal de

transducción (figura l).

El ciclo del estado de unión a GDP-GTP-GDP es regulado por varias proteínas celulares que

facilitan el intercambio de GDP por GTP, y se trata de los factores de intercambio de nucleótidos

de guanosina (GEFs). También existen proteínas que aumentan la actividad intrínseca de

hidrólisis de GTP de las Rho-GTPasas conocidas como proteínas activadoras de las GTPasas

(GAPs) y los inhibidores de la disociación del nucleótido de guanosina (GDIs). El principal

mecanismo por el cual las Rho-GTPasas activan a las moléculas efectoras parece se la inhibición

de las interacciones intramoleculares de auto-inhibición, exponiendo los dominios funcionales

dentro de la proteína efectora. Al unirse la GTPasa, la secuencia inhibitoria es desplazada dejando

libre el dominio de la kinasa para que se una a los correspondientes sustratos (26).

Las proteínas Rho regulan diversas actividades celulares como la estructura del citoesqueleto en

respuesta a estímulos extracelulares, la adhesión celular, la polaridad celular, la endocitosis, el

tráfico vesicular, la apoptosis, la progresión a través del ciclo celular y control de la proliferación,

la diferenciación, la oncogénesis y metástasis, la transcripción génica y la inflamación.
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Entre las ya estudiadas, la principal función de las Rho-GTPasas es regular la formación y

organización del citoesqueleto de actina por lo que se considera que Rho, Rac y Cdc42 regulan

tres vías de transducción relacionando varios receptores de membrana a la formación de

filamentos de actina-miosina, lamellipodia y filopodia; por ende, las mismas juegan un rol

importante en procesos celulares que dependen del citoesqueleto de actina tales como la

citokinesis, la fagocitosis, la pinocitosis, la migración celular, la morfogénesis y la orientación

axonal (27'28).

La subfamilia Rho fundamentalmente está involucrada en la formación de fibras de stress

(elongación de ovillos o “bundles” de actina que atraviesan la célula promoviendo el anclaje de la

misma a la matriz extracelular a través de adhesiones focales). RhoA y RhoC estimulan la

proliferación, opuesto a RhoB que en muchos casos la inhibe. RhoB fimciona en vesículas de

tráfico intracelular y está localizada tanto en la membrana plasmática como en la membrana

externa de los cuerpos multivesiculares (compartimento endosomal tardío). La internalización del

receptor de EGF activa a RhoB y a su vez RhoB activado inhibe el transporte del receptor de

EGF al lisosoma. La expresión de RhoC promueve la metástasis y está aumentado en carcinomas

invasivos.

Rac estimula la formación de lamellipodia (extensiones del borde celular) y “ruffles” de

membrana.

Cdc42 estimula la formación de filopodia (finas extensiones de actina probablemente

involucradas en el reconocimiento del medio extracelular) y une a WASP (Wiscott Aldrich

Síndrome Protein), siendo importante para la polarización celular.

Estudios en células Swiss 3T3 mostraron que Cdc42, Rac y Rho están organizados en cascadas

jerárquicas. El Cdc42 activado activa a Rae, el cual a su vez activa a Rho. También existe una

cascada independiente de Cdc42 que vincula Ras a Rac y por ende a Rho (27'28).

Las Rho-GTPasas también regulan otras vías bioquímicas independientes de la actina tales

como los factores de transcripción, factor de respuesta sérica (SRF) y factor nuclear kappa B

(NF-kB), las vías de las MAPKs a partir de INK y p38, el complejo de fagocitosis NADPH

oxidasa, la progresión del ciclo celular en G1, el ensamblado de los contactos celulares que

contienen cadherina, la secreción en mastocitos, la polaridad celular y la transformación celular.
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La sobre-expresión de las formas activadas de Rac y Cdc42 llevan a la activación de las

MAPKs JNK y p38 en van'os tipos celulares. La activación de JNK por ciertos factores de

crecimiento y citokinas (ej. EGF, TNFoc, TGFB) está inhibida ante la presencia de la forma

dominante negativa de Rac y Cdc42, aunque esto no se puede generalizar ya que la inducción de

JNK por TNFa no depende de Cdc42 en las células Swiss 3T3. Las tres Rho-GTPasas están

implicadas en el ensamblaje y/o mantenimiento de los contactos celulares.

Las actividades celulares que involucran a Rho - Rac y Cdc42 están sintetizadas en la tabla l.

Mientras que los roles de RhoA, Rac y Cdc42 relacionados a la motilidad celular son similares

en la mayoría de los tipos celulares, su función en células epiteliales es más compleja. En este

contexto, parecen ser necesarias tanto la adhesión célula-célula como la motilidad. Por ejemplo,

la función de Rac y Rho es requerida para establecer nuevas juntas o “junctions” mediadas por

cadherina-E, a la vez que mantienen las ya existentes. En células Madin-Darby renales caninas

(MDCK), la hiperactivación de Racl lleva a la acumulación tanto de cadherina-E como de actina

cortical en los bordes de membranas laterales, y previenen la migración celular inducida por Ras

oncogénico o por el factor de crecimiento del hepatocito (HGF). Cdc42 puede también participar

en el ensamblaje de las juntas de adhesión.

En forma opuesta, la inhibición de la función de Racl bloquea la migración celular en MDCK

en los ensayos “wound-healing assay” en respuesta al HGF, sugiriendo que Rac también regula

positivamente la migración epitelial como lo hace en fibroblastos y otras células no epiteliales.

Las células epiteliales adquieren mayor motilidad y un fenotipo fibroblástico en un proceso

referido como transición epitelial-mesenquimal (EMT). Ejemplos de EMT se dan tanto en el

desarrollo normal (ej. gastrulación, migración celular de cresta neural) y procesos patológicos

tales como la metástasis. Un evento temprano en EMT tanto “in vivo” como “in vitro” es la

pérdida de las “adherens junctions”, lo que se correlaciona con la intemalización de complejos de

cadherina-E de la membrana plasmática. La cadherina-E es la molécula de adhesión primaria del

epitelio. La desregulación en la expresión o función de la cadherina es una característica común

de los cánceres epiteliales, habiéndose identificado a la cadherina-E como un supresor tumoralag).



GTPaseActlv=Ing Protein

PI
GDPDlssoclatlon Inhibitor

GDP®GTP

GuanlneNucleoflde ExchangeFactor

GEF:Dbl.Vav.Tlam1GAP:p190RhoGAP GDI:RhoGDI

Active(GTP-bound)Rho.RacandCdc42GTPasesregulateactlnpolynensatlon.cell-celladheslonand goneexpnsslon

Miembrosdeunafamiliadeproteínasqueactúancomollavesdeencendidomolecularesintracelulares,laspequeñasGTPasas,perciben modificacionesenelentornoextracelularylostraduceaseñaleshomeostáticas.Lafuncióndellavesedaenposicióndeencendidoalunirsea GTP,yapagadoalunirGDP.AlunirGTPestasproteínasunenyactivanaproteínasefectorasqueestánrío-abajotalescomokinasas,proteínas queunenactinayenzimasmodificadorasdelípidos.EntrelaspequeñasGTPasas,RasylafamíliaRhoregulanvíasquellevanafenotipos vinculadosalaproliferación,diferenciaciónyapoptosis.RasylasRho-GTPasasestánorganizadasencomplejasredesdeinteraccionesfuncionales(28).



ActinaSRFJNKNF-kBNADPHG1ProgresiónContactoSecreciónPolaridadCelularTransformación

p38oxidasadelCicloCelularCélula-Célula

Rho++-+—++

+ +

Rac+++++++ Cdc42++++-++?++
EstasactividadesserefierenalasvíasbiológicasquepuedenserinducidasporlasRho-GTPasasactivas,y/oquepuedenserinhibidasporlas construccionesdominante-negativasdelascorrespondientesRho-GTPasa.SRFyNF-kBsonfactoresdetranscripción;JNKyp38correspondena lavíadelasMAPKs;elcomplejoNADPH/oxidasasestápresentesoloencélulasfagocíticas;lasecreciónsolosehavistoqueinvolucraalasRho­ GTPasasenmastocitos.



MAPK

La principal vía de señalización que vincula la activación de RTKs (Receptores de Tirosín

Kinasas) al núcleo corresponde a la vía del Ras que es una pequeña proteina monomérica de

membrana que une GTP. Luego de ser activada, Ras estimula una cascada de kinasas proteícas

del tipo serina/treonina llamadas, Kinasas Proteicas Asociadas a Mitógenos (MAPKs) las cuales

transmiten el mensaje al núcleo. Las MAPKs al activarse fosforilan a varias proteínas reguladoras

de genes alterando su habilidad para regular la transcripción génica y por ende influenciando la

proliferación celular, la sobrevida, la migración y/o diferenciación. Esta cascada de MAPKs está

altamente conservada entre las especies eucariotas (3°).

Por lo menos hay tres MAPKs distintas. Estas incluyen las kinasas reguladas por señales

extracelulares (ERKs), las kinasas amino terminales de c-Jun (JNKs) y las p38 MAPKs. La

especificidad de las interacciones de MAPKS con la molécula efectora que estimula depende en

gran medida del subtipo de MAPK estimulada (7 MAPKKs, 14 MAPKKKS, 12 MAPK). Por

ejemplo, ERKS son estimulados principalmente por factores de crecimiento y modulan la

proliferación celular y la diferenciación, mientras que JNKs y p38 MAPKs son activadas mas

comúnmente por el stress (irradiación, shock térmico) y citokinas (TNF-oc, IL-IB) estando

involucrados en la proliferación celular, diferenciación, sobrevida, apoptosis y producción de

citokinas.

La activación de JNK mediada por la proteína G puede ser dependiente o independiente de Ras

según el GPCR (receptor asociado a la proteína G) y tipo celular involucrados. Hay evidencias

que indican que la vía independiente de Ras que lleva a la activación de JNK involucra a las

pequeñas GTP-asas de la familia Rho, (Rho A, Rac-l y Cdc 42). Ambas pueden regular la

actividad de JNK independiente de la cascada Ras/MAPK (3l)(figuras 2 y 3).
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Proteína 28

En condiciones fisiológicas, la proteina p8 presenta un bajo nivel de expresión en el páncreas;

dicha expresión se encuentra notablemente aumentada durante la fase aguda de la pancreatitis (32'

33),y elevada, pero en menor medida, en otras situaciones de injuria pancreática. A su vez

también se comprobó un aumento de la trascripción del gen p8 en varios tejidos como respuesta a

la administración sistémica de LPS y en el cerebro luego de una isquemia transitoria. La sobre­

expresión de p8 en respuesta al sufrimiento celular estaría indicando que el mismo constituye

parte de un programa general destinado a la defensa contra la injuria y el stress celular (34'35'36'37).

La expresión del ARNm de la p8 de rata es rápida y fuertemente activada luego de inducir la

pancreatitis aguda experimentalmente. El estudio del cDNA de p8 indica que la secuencia del

ARNm presenta un solo marco de lectura abierto, dos metioninas ubicadas en las posiciones 52 y

55 son los posibles sitios de iniciación de la traducción. La característica más importante de la

secuencia consenso es una A en la posición -—3y una G inmediatamente después del codón ATG

la cual esta presente en la posición 55 aproximadamente, por lo que la síntesis de p8

probablemente comience en el nucleótido 55. La región 3’ consiste de un codón de finalización

TGA en la posición —-295seguido por 292 nucleótidos de un mensaje que no es traducido

(excluyendo el tramo de poliA). Un sitio canónico de reconocimiento de la poliadenilación

(AATAAA) se encontró 18 nucleótidos río-arriba de la cola de poliA (38)(figura 4).

La p8 es un polipéptido de 82 aminoácidos y peso molecular estimado de 8955 Da cuya

localización es nuclear. Se trata de una fosfoproteína con un pI teórico de 9.45 en la cual se

encuentra un motivo hélice-vuelta-hélice típico de las familias de proteínas que interactúan con el

DNA si bien este motivo no tiene una homología significativa con otros motivos hélice-vuelta­

hélice encontrados en otros genes (figura 5). Desde el punto de vista bioquímico y biofisico la

proteína p8 puede ser clasificada dentro del grupo de proteínas de alta movilidad (HMG-I/Y)

aunque muestre un bajo grado de homología en cuanto a la secuencia primaria (38).

A partir de un gráfico de hidrofobicidad se demostró una alta hidrofilicidad a lo largo de toda la

longitud de la proteína salvo en el centro donde hay una región ligeramente hidrofóbica. Hay una

alta probabilidad que p8 carezca de péptido señal (score - 6,82) sugiriendo esto que no se trata de

una típica proteína de secreción. La proteína p8 no tiene regiones de transmembrana y es muy

baja la probabilidad de que se trate de una proteína mitocondrial, lisosomal o de anclaje en el
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reticulo endoplasmático. La proteína p8 presenta una potencial señal bipartita de blanco nuclear

en la posición 63 (RKLLTKFQNSERKKAWR) sugiriendo esto que la fimción de p8 reside en el

núcleo (figura 6).

Basados en la estructura y en estudios funcionales se puede asumir que la proteína p8 fimciona

como un cofactor de trascripción dado que, por ejemplo, facilita la actividad transcripcional de

las proteínas Smad en respuesta al TGF-B. Estímulos pro-apoptóticos inducen la expresión de p8,

indicando que la misma tiene entonces una función anti-apoptótica, observándose a su vez que

está aumentada en algunos tejidos tumorales, lo que remarca que sería esencial para la progresión

tumoral y el establecimiento de metástasis como se observó en el estudio de ratones deficientes

en p8 (39'40).En contraposición se observó que en líneas celulares de cáncer de páncreas Pancl, p8

inhibe la proliferación (41'42).Esto lleva a suponer que p8 actúa como un co-factor de

transcripción que se une a la región promotora del gen modulando la transcripción de manera tal

que según el tipo celular y el entorno puede actuar estimulando o inhibiendo la proliferación

celular. Por último, los ratones deficientes en el gen p8 son incapaces de responder

apropiadamente a insultos como la pancreatitis aguda o a la administración sistémica de LPS. La

p8 participa en el cambio del patrón de expresión génica que ocurre en respuesta a esas

agresiones y su falta provoca una respuesta celular incompleta (43444546).
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Proteína IP15

Con el objetivo de identificar nuevos genes pancreáticos activados por el stress celular que se

generan durante la pancreatitis aguda (47), se realizó un análisis utilizando el microarray de alta

densidad de cDNA de ratón sobre aproximadamente 8.000 genes (48).Se comparó el patrón de

expresión génica de un páncreas sano versus uno con pancreatitis, identificándose así varios

genes, entre ellos un nuevo gen de ratón que codifica para una proteína que es inducida por el

interferón, a esta proteína se la denominó IP15 (proteína inducida por interferón) (49).

Este gen inducido por el interferón genera una proteína que probablemente es de

transmembrana. Este gen es activado en células acinares pancreáticas de ratón en un estadío

temprano de pancreatitis aguda desencadenada por lipopolisacáridos (LPS) y en el intestino ante

la infección por Salmonella. La sobre-expresión de IP15 inhibe fuertemente la proliferación

celular (49).

Por inmunohistoquímica se demostró, a través de la sobre-expresión de la proteína IP15

fusionada a un "tag", que se trata de una proteína de membrana. Esta proteína no es constitutiva,

su síntesis es inducida por procesos inflamatorios y la interacción entre células.

IP15 es un blanco específico del IFN-a pero no de otros agentes como sucede con otros genes

asociados a la pancreatitis. Dado que los interferones (IFNs) son una familia de citokinas

relacionadas que median un rango de diversas funciones incluyendo la actividad antiproliferativa

se corroboró que la sobre-expresión de IP15 afecta la proliferación. Esto fue corroborado a través

de experimentos realizados en el laboratorio del Dr. Iovanna en los que se evidenció que la

proteína IP15 participa en la respuesta generada por el contacto intercelular llevando también a la

inhibición de la proliferación. Estos hallazgos indican que el gen IP15 genera una proteína de

membrana en respuesta al INF-ocla cual inhibe la proliferación celular (49).

El ARNm de IP15 está ausente en el páncreas sano pero es activado por la pancreatitis “in

vivo” y por una serie de agentes inductores de stress “in vitro”; en particular el gen

correspondiente a IP15 es fuertemente inducido por el IFN-oc/x. Estudios “in Vivo” demostraron

que IP15 es una proteína de fase aguda activada en las células al ser agredidas. En la pancreatitis

aguda inducida por ceruleína (análogo de la colecistokinina) el ARNm de IP15 es rápidamente

inducido en las primeras 3 horas con un máximo a las 6 horas decreciendo luego a valores
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basales. Por lo tanto la actividad de IP15 es requerida en la fase temprana de la pancreatitis aguda

preferentemente en comparación a la fase tardía de regeneración post-traumática. IP15 parece

estar involucrada en la respuesta de la célula acinar inducida por la injuria, situación en la que

posiblemente exista una producción de IFN (49).

IP15 se expresa en las células acinares pero no se encuentra en los islotes de Langerhans,

ductos, infiltrado inflamatorio y tejido estromal pancreático como se observó por hibridización

“in situ”. A su vez, también se hallo en células epiteliales intestinales una alta expresión del

ARNm de IP15 luego de 6 horas de infección por Salomonella. La localización subcelular de

IP15 se detecta como una distribución vesicular puntiforrne agrupada densamente en el espacio

perinuclear y ausente en el núcleo. Esta localización de IPlS sugiere una asociación a la

membrana por parte de IP15 (49).

Un solo marco abierto de lectura fue hallado en la correspondiente secuencia del ARNm. La

metionina ubicada en la posición 116 es posiblemente el sitio de inicio para la traducción; a su

vez, el codón de inicio está rodeado por una secuencia motivo altamente conservada. La

característica más importante de la secuencia consenso es una A en la posición-3 que se encuentra

aproximadamente alrededor de la posición 116. Por lo tanto la síntesis de IP15 probablemente

comience en el nucleótido 116. La región 3’ consiste de un codón stop TAA en la posición 527

seguido por 108 nucleótidos que no son traducidos (excluyendo la cola de poli A). Un sitio

canónico de poli-adenilación (AATAAA) fue encontrado 18 nucleótidos río-arriba de la cola de

poliA (figura 7). A partir del análisis de la estructura de IP15 usando computadoras, se dedujo la

estructura primaria de la proteína codificada por el gen de la IP15 murina; esta proteína consta de

137 amino ácidos; el pI teórico es 7,5 y el peso molecular predicho es de 14950 Da. A pesar que

el análisis de la estructura primaria de IP15 no manifiesta un péptido señal, la presencia de dos

hélices de transmembrana indican que es una proteína de membrana con los extremos carboxi y

amino terminales ubicados fuera de la célula. El estudio de la secuencia hidrofóbica muestra que

IP15 es una proteína de membrana plasmática con una seguridad del 70% (PSORT) y tiene un

fragmento intracelular de 25 amino ácidos con posibles sitios de fosforilación en las serinas

ubicadas en las posiciones 81 y 84 y la tirosina ubicada en la posición 99 (49).

IP15 está ubicada en la posición 131,3 Mb en el cromosoma 7 del ratón según

htth/wwwensemblorg/ Mus_musculus. El extremo 5’ del gen contiene un elemento de
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respuesta inducido por interferón (ISRE). IP15 se encuentra próximo a 2 genes estructuralmente

relacionados (los tres genes están ubicados en una región de 60 kb) (49).

En la rata hay un conjunto similar de genes en el cromosoma 1. En la rata y el ratón estos genes

codifican para proteínas de 137, 144 y 134 amino ácidos respectivamente. En el genoma humano

los genes 1-8U, 1-8D y Leu13/9-27 fueron identificados en un fragmento de DNA geonómico de

menos de 18 kb en el cromosoma 11, pero en este caso las proteínas son de 133, 132 y 125 amino

ácidos respectivamente. Estas proteínas son similares en su estructura y la única región altamente

conservada corresponde al dominio intracelular de 25 amino ácidos (49).

La estructura predicha para IP15 se asemeja a la de un receptor cuyo dominio intracelular de 25

amino ácidos tiene 3 sitios posibles de fosforilación sugiriendo un posible dominio de

fosoforilación/defosforilación. El análisis de la secuencia de amino ácidos predice que IP15

posiblemente se encuentra en la membrana plasmática (49).
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HIPOTESIS

OBJETIVOS
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Hipótesis

Dado que la [PIS es una proteina de membrana que se expresa durante el desarrollo de procesos

inflamatorios, suponemos un posible vínculo con el mecanismo de expresión génica de la p8, otra

proteína que se expresa durante procesos inflamatorios, isquémicos y de injuria.

Objetivo

Evaluar la influencia de la proteína IP15 sobre el promotor del gen p8. Determinar si la

expresión de IP15 modifica la actividad del promotor de p8 a fin de investigar si parte de la

actividad del gen correspondiente a IP15 se vincula a p8. Finalmente, investigar cómo se

manifiestan las modificaciones que puedan ser inducidas por IP15 en relación a las Rho-GTPasas

y las MAPKs, vías usuales en los procesos de stress celular.



PROCEDIMIENTOS
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Procedimientos

Aspectos Generales

Células de la línea celular Cosl fueron transfectadas en forma transitoria con las distintas

construcciones de plásmidos; de cada plásmido se utilizó 1 ug de DNA. Luego de 24 horas de

haber sido transfectadas las células, las distintas vías de las MAP kinasas fueron inhibidas

farmacológicamente durante 6 horas a través de los inhibidores específicos para p38 (SB

203580), ERK (110126) y JNK (SP600125). La concentración de los inhibidores fiie de 10 uM

según lo indicado por la bibliografia (50'51'52).En todos los casos se utilizó el plásmido pCMV/B­

galactosidasa como control de la eficiencia de transfección. La actividad de CAT se midió

(53)mientras que el dosaje de B-galactosidasa se efectuósiguiendo el método de extracción de fase

según Dussetti et al. (54).La actividad CAT se normalizó a través de la actividad de beta­

galactosidasa. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes.

Línea celular y condiciones de cultivos

Se utilizo la línea celular Cosl derivada de células renales simias CV-l transformadas por

SV40 cuya morfología se corresponde a la del fibroblasto. Dichas células fueron cultivadas en

incubadora a 37 °C y 5% de C02 en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)

suplementado con 10% de suero fetal bovino, L-glutamina 2mM, 100 UI/ml de Penicilina G y

100 ug/ml de Estreptomicina. Las células fueron sembradas en una concentración de 200.000

células / pocillo en placas de pocillos de 30 mm de diámetro 24 horas previo a ser transfectadas.

Los inhibidores específicos de las MAP kinasas SB203580, U0126 y SP600125 (Calbiochem­

USA) fueron utilizados 24 horas post-transfección en una concentración 10 uM en DMEM

durante 6 horas a 37°C / 5% C02.

Plásmidos de Expresión

Para medir la respuesta del gen p8 se utilizó un plásmido que contiene 1400 nucleótidos de la

región promotora del gen subclonada en el extremo 5' del gen reportero CAT (ppS-CAT). La

medida de la actividad CAT es indicativa de la actividad del promotor. Este plásmido pp8-CAT

corresponde a la construcción del promotor p-l47l/+37p8-CAT previamente descrito (53).
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El plásmido pCMV/B-galactosidasa se utilizó como control de la eficiencia de transfección y para

normalizar la actividad de CAT a través de la actividad de la B-galactosidasa. El plásmido

pEGFP-IPIS corresponde a la región codante del gen IPlS transformado en el vector

pGEM/pEGFP que fue subclonada en el vector de expresión eucarionte pcDNA4-C (Invitrogen).

Como control se utilizó el vector pcDNA4-EGFP. La preparación de todos los plásmidos se

efectuó según el protocolo de Qiagen (Qiafilter Maxi Protocol-Preparation of Plasmid DNA­

Qiafilter Plasmid Kit). Los plásmidos de expresión correspondientes a la vía de las MAP kinasas

fueron obtenidos del Dr. O Coso (UBA); los mismos son: WT Cdc 42, DN Cdc 42 (N17), CA

Cdc 42 (QL), WT Racl, DN Racl(N 17), CA Racl (QL), WT RhoA , DN RhoA (N19), CA

RhoA (QL).

Transfección celular

Las células Cosl fueron sembradas a una concentración de 200.000 células / pocillo en placas

de pocillos de 30 mm de diámetro 24 horas previo a ser transfectadas en forma transitoria con l

pg del plásmido reportero ppS-CAT y 1 pg del plásmido pCMV/B-gal (control de eficiencia de

transfección). Según el esquema de tratamientos se transfectó 1 pg del plásmido pEGFP-IPIS o l

pg del plásmido pEGFP. La expresión de la proteína de fusión IPlS/EGFP se evidenció por

fluorescencia verde directa permitiendo confirmar la eficiencia de la transfección. Para el estudio

de la influencia de las Rho-GTPasas (Cdc42 —Racl —RhoA) en sus formas WT —CA —DN

sobre pp8, conjuntamente se transfectó 1 pg del plásmido de la Rho-GTPasa correspondiente. Las

transfecciones se efectuaron con FuGENE según el protocolo del fabricante (Roche Molecular

Biochemicals, USA).

A) Curva de Concentración de Plásmidos

1- pp8-CAT (0.5 pg) + pCMV/Bgal (0.5 pg) + pEGFP (0.5 pg)

2- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP (1.0 pg)

3- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IPIS (0.1 pg)

4- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IPIS (0.3 pg)

5- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/[Sgal(1.0 pg) + pEGFP-IPIS (0.5 pg)

6- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IPIS (1.0 pg)
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B) Relación entre el promotor de p8, la vía de las Rho-GTPasas (WTCdc42 —CA Cdc42 —

DN Cdc42 —WTRacI ——CA Rac] —DN Rae] —WTRhoA —CA RhoA —DN RhoA) e IP15

i- ppS-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP (1.0 pg) + pRho-GTPasa estudiada

(1-0 Hg)

ii- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IPIS (1.0 pg) + pRho-GTPasa estudiada

(1.0 ug)

C) Relación entre el promotor de p8 y la via de las MAPKs (ERK—JNK —p38) a traves de

la inhibiciónfarmacológica e IPI5.

i- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP (1.0 pg) + inhibidor de MAP kinasa

estudiada (10 pM)

ii- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-[PIS (1.0 pg) + inhibidor de MAP kinasa

estudiada (10 pM)

Ensayo del gen reportero

La actividad del gen reportero fue medida como ya descrita (53'55).Brevemente, el extracto

celular fue preparado con el “reporter lysis buffer” (Promega, USA) 30 h luego de efectuada la

transfección y la actividad de CAT se midió a través del método de extracción de fase (53).El

ensayo de la B-galactosidasa se realizó como está descrito en Sambrook et al. (56).La actividad de

CAT se normalizó con respecto a la actividad de la B-galactosidasa.



RESULTADOS
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Resultados

l-Expresión de la proteína de fusión IP15/EGPP en células Cosl

Las células Cosl transfectadas con pEGFP-IPIS expresaron la proteína de fusión IP15/EGFP

como se evidenció a través de fluorescencia verde directa (figura 8). Este procedimiento permitió

confirmar la eficiencia de la transfección previo a realizar los experimentos enumerados.

2-Influencia de IP15 sobre el promotor de 98

La proteína p8 promueve la proliferación celular cuando el cDNA de p8 es transfectado en las

células Cos7 (41);en el caso de IP15 se observa un efecto opuesto al transfectar las mismas ce'lulas

con el cDNA de IP15 (49).Al evaluar la influencia de IP15 sobre el promotor de p8 a través de la

actividad del gen reportero correspondiente a la construcción pp8-CAT en células Cosl,

observamos que la actividad de CAT es fuertemente inducida por el promotor de p8 (1 ug

pcDNA) y es significativamente inhibida por IP15. Al co-transfectar pp8-CAT y pEGFP-IPIS la

actividad de CAT inducida por pp8 se reduce en un 50%. La actividad de CAT se normalizó a

través de la actividad de B-galactosidasa. Este experimento permitió seleccionar las

concentraciones óptimas de DNA a transfectar para pp8-CAT (1.0 ug) y pEGFP-IPIS (1.0 ug) en

los estudios posteriores (figura 9).

3-Influencia de IP15 asociado a Rho-GTPasas ngc 42 —Racl —RhoA) sobre la actividad del

promotor de 98

Nuestros resultados manifiestan que IP15 disminuye el marcado incremento en la actividad de

CAT asociado a la inducción del promotor de p8. La actividad de CAT es estimulada al co­

transfectar con pRho-GTPasas siendo este efecto más importante en el caso de Racl ; la forma

CA acentúa el incremento en la actividad de CAT mientras que la forma DN la disminuye. Al

asociar las distintas formas de las Rho-GTPasas e IP15 se observo la inhibición sobre la actividad

del promotor de p8 en todos los casos. Tanto la mayor estimulación por parte de la forma CA

como la máxima inhibición por parte de la forma DN correspondió a Racl. Estos resultados

indican que las vías de las Rho-GTPasas Cdc42 —Racl —RhoA están involucradas en la

regulación de la expresión de p8 como reguladores positivos (figuras 10 y 11). A su vez podemos

inferir que IP15 no requiere de las Rho-GTPasas para ejercer su acción ya que la máxima
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inhibición por parte de IP15 se observó al co-transfectar pEGFP-IPIS junto con las formas DN de

las Rho-GTPasas. Este hecho nos hace suponer que las Rho-GTPasas se contraponen a la acción

de IP15.

4-Influencia de ERK —JNK —p38 sobre el promotor de 98 y relación con IP15

Con el objetivo de investigar el rol de ERK, JNK y p38 sobre la actividad del promotor de pS

se inhibió fannacológicamente por separado cada una de ellas. Si bien la actividad de CAT

disminuyó en presencia de los respectivos inhibidores de cada una de las MAPKs mencionadas

este efecto fue más importante en el caso de la inhibición de JNK. La asociación de IPlS con el

inhibidor farmacológico decreció aún más la actividad de CAT. El menor valor en la actividad de

CAT correspondió a la combinación de [P15 con el inhibidor de JNK. Estos resultados indican

que las vías de ERK —JNK y p38 están involucradas en la regulación de la expresión de p8

actuando probablemente como reguladores positivos (figura 12). A su vez podemos inferir que

IPIS no requiere de las MAPKs estudiadas para ejercer su acción ya que se logró una inhibición

significativa sobre la actividad del promotor de p8 por parte de IP15 al inhibir

farmacológicamente a ERK —JNK —-p38. Este hecho nos hace suponer que ERK ——JNK —p38 se

contraponen a la acción de IP15.



LascélulasCosltransfectadasconelplásmidopEGFP-IPlS expresaronlaproteínadefusión

correspondientealas24horascomoseevidencióporfluorescenciaverdedirecta.
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Discusión

Dado que p8 es una proteína inducida por el stress celular se evaluó la influencia de algunos

componentes de estas vías sobre la actividad del promotor de p8. Con este fin se estudió la

regulación del promotor de p8 en células Cosl por parte de las vías de las Rho-GTPasas y las

MAP kinasas y las consecuencias de su asociación con la proteína IPlS. Tanto Cdc42 —-Racl -—

RhoA como ERK —JNK —p38 parecen actuar como reguladores positivos sobre la actividad del

promotor de p8 ejerciendo una acción opuesta a IP15. Por sí sola IP15 logró una significativa

inhibición sobre la actividad del promotor de p8 indicando estar involucrada en la regulación de

la expresión de p8 actuando como regulador negativo de la misma. La acción de IP15 es

independiente de la presencia de las Rho-GTPasas y MAPKs siendo aún más potente en ausencia

de las mismas.

La activación de las vías de Cdc42 -—Racl y RhoA estimulan la actividad de 9128en células Cosl

Si bien las Rho-GTPasas fueron mejor caracterizadas por sus efectos sobre el citoesqueleto de

actina cabe considerar el efecto que ejercen sobre la inducción de la apoptosis, la inflamación, la

fagocitosis, la proliferación celular y la transcripción génica VíaJNK y cómo ésto contribuye a la

transformación maligna (27).

Dado que se observó que la expresión de IP15 se ve aumentada en células epiteliales

intestinales ante la infección con Salmonella cabe señalar el posible rol de las Rho-GTPasas en

esta circunstancia. La Salmonella promueve su ingreso a la célula epitelial del intestino

inyectando dos proteínas, SpoE y SpoE2, en la célula huésped. Estas dos proteínas son potentes

GEFs para Rac y Cdc42 los que inducen el “rufiling” de membrana en los sitios de adhesión

bacteriana, llevando a la fagocitosis de la bacteria. Habiendo entrado a la célula huésped,

Salmonella secreta otra proteína, denominada SptP, que es tanto una tirosín-fosfatasa como una

GAP para Rac y Cdc42. Se presume que una vez dentro de la célula huésped la Salmonella busca

suprimir la actividad de Rac y Cdc42 para restaurar un estado quiasciente del citoesqueleto (57).A

su vez parece ser que las Rho-GTPasas tambien estan involucradas en la infección por parte del

Helicobacter pylori el cual es un patógeno específico del hombre que causa una gastritis activa

crónica y úlcera péptica. El Helicobater pylori se adhiere a la superficie de la célula gástrica y
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promueve la activación de las Rho-GTPasas y la activación secuencial de las MAPKs JNK y

p38, responsables de estimular la transcripción. Como resultado, los factores de transcripción NF­

kB son activados, seguidos de la secreción de las lLs-1-6-8 y TNFoc(28'57).Como se ha descrito

en Salmonella TNFocinduce la expresión de IP15 (49).Cabe destacar que IL-l y TNFa han sido

descritos en la fase temprana de la PA actuando como punto de partida en la amplificación de la

cascada inflamatoria en la PA siendo responsables de la severidad del cuadro (58).

Los experimentos realizados indicaron que las tres principales Rho-GTPasas (Cdc42 —Racl —

RhoA) actúan como reguladores positivos de la actividad del promotor de p8 viéndose que dicha

actividad es aún más marcada ante la sobre-expresión de las Rho-GTPasas y disminuye

significativamente al inhibirlas mediante el uso de las formas dominantes negativas. En todos los

casos IP15 disminuye la activación del promotor inducido por la Rho-GTPasa y la máxima

inhibición se observó al asociar IP15 con las distintas construcciones DN. Los cambios más

significativos correspondieron a las distintas formas de Racl. Esto lleva a considerar que las Rho­

GTPasas se oponen a la acción de IP15 y el rol de [P15 que se potencia en ausencia de las Rho­

GTPasas es independiente de las mismas.

La activación de la vía de JNK estimula la actividad de 998 en células Cosl

C-Jun NHz-terminal kinase (JNK) es importante en la vía de las MAPKs dado que convierte

señales extracelulares en expresión de genes específicos a través de la fosforilación y activación

de factores de transcripción. La activación de JNK está asociada a varios procesos, muchas veces

con efectos celulares opuestos, tales como proliferación celular, transformación y apoptosis (59).

Al tratar a las células Cosl con el inhibidor específico de JNK (SP600125) la actividad del gen

reportero pp8-CAT disminuyó y este efecto se acentuó más al asociarlo con IP15.

Estos resultados indican que la Víade JNK está involucrada en la regulación de la expresión de

p8, situación que se ve influenciada ante la expresión de IP15. Posiblemente JNK sea un

regulador positivo del pp8 y su acción se opone a la de IP15. IP15 no requiere de JNK para

inhibir a pp8 ya que su acción inhibitoria se potencia ante la ausencia de JNK (figura 12).
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La vía de p38 estimula la actividad de 998 en células Cos]

La vía de p38 también juega un rol esencial en la regulación de varias funciones celulares

incluyendo la proliferación, la respuesta a la inflamación, la diferenciación y la apoptosis. Es

más, en células de cáncer pancreático, p38 es un fuerte inhibidor de la proliferación contrario a

las vías Ras—->Raf—)Mek—)ERKy JNK (41'42).Por lo tanto se ha estudiado el posible rol de la vía

de p38 en la regulación de la actividad del promotor de p8 y su interacción con [P15 en células

Cosl. Nuestros estudios usando SB 203508, un inhibidor específico de p38, arrojaron como

resultado que la actividad de pp8-CAT disminuyó al inhibirse esta vía siendo este efecto mayor al

asociarse a IP15. Estos hallazgos indican que la vía de p38 es posiblemente un regulador positivo

en la expresión de p8 en células Cosl y su acción se opone a la de IP15. IP15 no requiere de p38

para inhibir a pp8 ya que su acción inhibitoria se potencia ante la ausencia de p38 (figura 12).

La Víade ERK estimula la actividad de 998 en células Cosl

Los ERKs (kinasas reguladas extra-celularmente) son activadas por diversos agonistas que

promueven la proliferación celular. Cuando ERK es activado transmite la señal mitogénica al

núcleo al fosoforilar proteinas blanco que se encuentran rio-abajo como lo son los factores de

transcripción c-myc y c-jun, los cuales controlan la expresión de proteínas involucradas en la

proliferación (59).Al tratar a las células Cosl con el inhibidor específico de ERK (UOlZó), la

actividad del gen reportero pp8-CAT disminuyó y este efecto se acentuó ligeramente al asociarlo

a IP15. Esto nos lleva a suponer que posiblemente ERK sea un regulador positivo de pp8 en

células Cosl y su acción se opone a la de IP15. IP15 no requiere de ERK para inhibir a pp8 ya

que su acción inhibitoria se potencia ante la ausencia de ERK (figura 12).

Si bien la menor actividad del promotor de p8 se logró al inhibir farmacológicamente la vía de

JNK este efecto también se observó en las vías de ERK y p38 indicando que las tres MAPKs

probablemente estimulen positivamente al promotor de p8 en células Cosl. En células de cáncer

pancreático Pancl (wt para Smad4/DPC4 y mutada para K-ras) la inhibición de JNK generó el

efecto contrario; mientras que en el caso de p38 existió una respuesta similar a la generada en

células Cosl siendo p38 un regulador positivo de la actividad del promotor de p8 (41).
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Basándonos en el modelo de las células Cosl podemos deducir que las vías de stress

promueven la actividad del promotor de p8, el cuál está involucrado en la proliferación celular, y

ésto es inhibido por IP15 (figura 13).
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Colofón

Si bien la PA es una patología de baja frecuencia, en su forma severa la misma presenta un alto

índice de mortalidad. Los diversos estudios apuntan a lograr un mejor entendimiento de los

procesos íntimos en el genio evolutivo de la PA para desarrollar nuevas conductas preventivas y

terapias paliatívas-curativas. En este sentido, y como consenso general en las ciencias de la vida,

las bases celulares soportan estructuralmente las manifestaciones orgánicas de las enfermedades.

Este trabajo busca aportar mayores conocimientos en cuanto a los mecanismos celulares de

diversas patologías, principalmente de la PA.

Específicamente hemos estudiado la regulación que ejercen las Rho-GTPasas y las MAPKs

sobre el promotor de p8 y el efecto que surge ante la asociación de IPlS. Esto llevó a la

observación que el stress celular cristalizado en este caso a través de la sobre-expresión de las

Rho-GTPasas y las MAPKs inducen la activación del promotor de p8 mimetizando el sufiiníiento

de la célula acinar. A su vez IP15, también inducido por la noxa sobre el acino pancreático,

limitaría la expresión de la p8 buscando mantener la homeostasis celular.
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Resumen

El páncreas genera un programa de emergencia en respuesta a la pancreatitis aguda

(PA) induciendo la síntesis de una serie de proteínas para contrarrestar la agresión con

una rápida adaptación del fenotipo celular ya que probablemente las alteraciones iniciales

se manifiesten dentro de la célula acinar. Entre estas proteínas se encuentran la p8,

inducida por el stress y vinculada a la modulación de la proliferación celular; y la IP15,

inducida por el INFOtque se expresa en la fase inicial de la PA e inhibe la proliferación

celular.

La hipótesis de trabajo se basó en una posible interacción entre p8 e IP15. Esto generó

el objetivo de evaluar la influencia de IP15 sobre la actividad del promotor de p8 (pp8) e

investigar la modulación de pp8 por las Rho-GTPasas y MAPKs considerando el rol de

IP15.

Células Cosl fueron co-transfectadas con pp8-CAT + pEGFP-IPIS y la

correspondiente forma WT o CA o DN de Cdc42 o Racl o RhoA. Con respecto a las

MAPKs, se inhibió alternativamente y en forma especifica a JNK (SP600125), ERK

(U0126) y p38 (SB203580) en células Cosl que habían sido co-transfectadas con pp8­

CAT + pEGFP-IPIS. La actividad de CAT se normalizó a través de la de B-galactosidasa.

Los resultados mostraron que IP15 inhibió la actividad de pp8. Mientras que las Rho­

GTPasas estimularon la actividad de pp8 la forma DN la disminuyó y esto se acentuó

más ante la asociación con IP15. El bloqueo de las MAPKs también disminuyó la

actividad de pp8 siendo esto más marcado al co-expresar IP15.

Por lo que concluimos que IP15 es un regulador negativo de pp8 que actúa por una vía

independiente de las Rho-GTPasas y MAPKs. Tanto Cdc42-Racl-RhoA como JNK­

ERK-p38 son reguladores positivos de pp8 y en su ausencia el rol inhibitorio de IP15

sobre pp8 es más marcado.
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Summagy

In acute pancreatitis (AP) the pancreas generates an emergency program inducing the

synthesis of proteins to modulate the response to aggression by a quick adaptation of the

cellular phenotype. Amongst these proteins we focused on p8, a protein induced by stress

and linked to the regulation of cell proliferation; and IPlS, a protein induced lNFa that is

expressed in the early phase of AP and that is responsible for the inhibition of cell

proliferation.

Our hypothesis was that there might be an interaction between p8 and IP15. This led to

the aim of evaluating the role of IPlS on the activity of the promoter of p8 (pp8) and

studying the modulation of pp8 by the Rho-GTPases and MAPKs considering the

influence of IPlS.

We then proceeded to co-transfect Cosl cells with pp8-CAT + pEGFP-IPIS and the

corresponding form of WT or CA or DN of Cdc42 or Racl or RhoA. Also the MAPKs

pathways were specifically inhibited one by one using SP600125 for JNK, U0126 for

ERK and SB203580 for p38 in Cosl cells co-transfected with pp8-CAT + pEGFP-IP15.

CAT activity was norrnalized to B-galactosidase activity.

IP15 resulted a negative regulator of pp8 activity. While the over-expression of the

Rho-GTPases stimulated pp8 activity the DN form diminished it. This inhibítory effect

was more accentuated when IP15 was expressed. The blockage of the MAPKs also

decreased pp8 activity being this more remarkable when co-expressing IPlS.

We then conclude that in Cosl cells IP15 is a negative regulator of pp8 that acts by a

pathway that is independent of Rho-GTPases and MAPKs. Also in Cosl cells, Cdc42­

Racl-RhoA as well as JNK-ERK-p38 are positive regulators of pp8 and in their absence

the inhibitory role of IP15 is more emphasized.
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